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Resumen

Objetivos: Analizar los efectos a largo plazo de |as técnicas de reproduccion asistida sobre la descen-
dencia.

Resultados: La técnica de fecundacion in vitro (FIV) y transferencia embrionaria (TE) se asocia con
una elevada incidencia de embarazos multiples que acarrean un elevado riesgo de partos prematuros,
asi como un aumento de la morbilidad y mortalidad en los recién nacidos. El riesgo de malformacio-
nes congénitas y desarrollo psicomotor de nifios nacidos tras FIV-TE no parece verse afectado, aun-
que existen estudios que demuestran lo contrario. La congelacién/descongelacion de gametos y em-
briones puede provocar dafios en el DNA nuclear y mitocondrial. La aplicacion de la inyeccion
intracitoplasmatica de espermatozoides (ICSl) lleva asociada la aparicion de anomalias en los cro-
mosomas sexual es que podrian ser causadas por la descondensacion atipica que tiene lugar en el ni-
cleo del espermatozoide. Ademas la ICSl parece reducir la capacidad de formacion de blastocistos.
Parece ser que los nifios de ICS tienen el doble de probabilidad de presentar malformaciones congé-
nitas mayoresy casi un 50% por encima de presentar defectos menores cuando se comparan con ni-
fios de la poblacion general. Otros estudios, sin embargo, no hallan tales diferencias. Parece ser que
la biopsia embrionaria se asocia con una elevada tasa de embarazos multiples y de complicaciones
durante el embarazo y el parto. El peso al nacer, longitud, y presencia de malformaciones en nifios
nacidos tras biopsia embrionaria son similares a los obtenidos en ICSl.

Conclusiones. Aunque existen discrepancias entre estudios, |as técnicas de reproduccién asistida pue-
den en potencia dafiar |a salud, eficacia reproductiva y longevidad de la descendencia. Por ello, todo
esfuerzo dedicado a mejorar estas técnicasy prevenir los posible dafios en |a descendencia debe ser
uno de los principios prioritarios de los centros de reproduccion/infertilidad.
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Summary

Purpose: To analyze de long-term effects of assisted reproduction techniques on offspring

Results: The technique of in vitro fertilization (IVF) and embryo trasnfer (ET) is associated with a
high incidence of multiple pregnancies, which in turn is related with increased risks of prematurity as
well as morbidity and mortality in newborns. There are discrepancies in the literature as far as the
psicomotor development of IVF-ET babies is concerned. The procedure of gamete/embryo
freezing/thawing may damage mitochondrial and nuclear DNA. The technique of intracytoplasmic
sperminjection (ICSl) is associated with anomalies in sexual chromosomes, which may be caused by
the atypical decondensation exhibited by the sperm nucleus. Furthermore, it appears that ICS decre-
ases the potential of embryos to reach the blastocyst stage. Although there are discrepancies among
studies, it has been reported that ICS babies are twice as likely to have a major birth defect and ne-
arly 50% more likely to have a minor defect than the general population. It appears that embryo
biopsy is associated with a high rate of multiple pregnancies and obstetrics problems during preg-
nancy and labor. Body weight, length and congentital malformations in babies resulting from embryo

biopsy are similar to ICSl babies.

Conclusionts: Although there are discrepancies among studies, it appears that assisted reproduction
techniques may potentiallyt damage the health, reproductive fitness and longevity of offspring. For
this reason, infertility/reproduction centres should double their's efforts to improve and prevent the
potential detrimental effects of these techniques on offspring

Key words: Embryo biopsy. Gamete/embryo freesing. ICSI, IVF. Long-term effects.

INTRODUCCION

Las técnicas de reproduccion asistida incluyen la
maduracion, fecundacion y cultivo de embriones.
Durante estos procesos, |os ovocitos y embriones se
ven expuestos a diferentes medios que contienen
compuestos quimicos diferentes a los que hay en el
tracto reproductivo y a diferentes concentraciones,
por ejemplo factores de crecimiento. Por ello, cabe
esperar que el desarrollo de embarazos tras tratamien-
tos con técnicas de reproduccion asistida sea diferen-
te a de embarazos producidos naturalmente. Las mu-
jeres suelen ser mayoresy con historias reproductivas
atipicas, ademas sus gametos se exponen a una gran
variedad de drogas y regimenes hormonales. Los em-
briones, a su vez, se nutren y desarrollan en condicio-
nes potencialmente perjudiciales tales como la expo-
sicion a manipulaciones fisicas y transferencia a un
ambiente uterino preparado inapropiadamente (1).
Las investigaciones en este campo han avanzado
enormemente en los Ultimos afios, y técnicas como la
inyeccion intracitoplasmatica de espermatozoides
(ICSl) o la biopsia embrionaria, estén siendo utiliza-
das en muchos paises. A pesar de haber transcurrido
veinte afios tras el nacimiento del primer nifio probe-
ta, todavia quedan muchas preguntas por responder
sobre los efectos a largo plazo de estas técnicas sobre
la descendencia.

Existen numerosas dificultades relacionadas con
la formacion de los gametos, €l embrién y el feto ca-
paces de provocar alteraciones no detectables en la
morfologia aparente. En base a alteraciones genéti-
cas, bioquimicas o citoldgicas, su exteriorizacion
puede darse una vez transcurrido cierto periodo de
tiempo tras el nacimiento, a través de anomalias tales
como un retraso en el crecimiento, retraso en la apari-
cion de las sefiales del desarrollo post-natal tempra-
no, alteraciones en las funciones endocrinas, cancer,
problemas reproductivos ¢ alteraciones comporta-
mentales (2). Por todo ello, es necesario €l estudio de
los efectos a largo plazo que puede tener la aplicacion
de las técnicas de reproduccién asistida sobre la des-
cendencia. Este es precisamente el objetivo de la pre-
sente revision de la literatura.

FECUNDACION IN VITRO

El éxito de la fecundacién in vitro (FIV) depende
en gran medida del nimero de embriones que se
transfieren al Gtero. Por €llo, en la mayoria de trata-
mientos de FIV se transfiere més de un embrion.
Consecuentemente, al menos la mitad de nifios naci-
dos tras FIV proceden de embarazos mdaltiples (3).
Estos embarazos multiples acarrean complicaciones
fetales como son los partos prematuros, repaso en el
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crecimiento intrauterino y muerte perinatal, pero los
resultados obtenidos en varios esturios de embarazos
Unicos tras FIV también parecen ser significativos.
Olivennes y su equipo (4), en un estudio retrospecti-
VO compararon, 162 embarazos Unicos con FIV con
263 embarazos resultantes de ciclos estimulados (sin
FIV) y con 5096 embarazos naturales. No encontra-
ron diferencias significativas entre los dos primeros
grupos en cuanto a dichas complicaciones fetales.
L os resultados indicaron que €l efecto adverso es mas
comun para embarazos tras estimulacion ovarica (con
0 sin FIV) comparado con los embarazos naturales.
De este modo, €l riesgo no parece estar unido a mé-
todo de FIV en si mismo, si ho que parece ser un fac-
tor comin en estas dos poblaciones, por gjemplo, ca-
racteristicas de la poblacion, el estado de infertilidad
y/6 la estimulacion ovarica. Tan 'y su equipo (5) de-
tectaron un incremento de sangrias vaginales, hiper-
tensién requiriendo hospitalizacion, e incluso en el
paso de embarazos Unicos, un aumento en la inciden-
cia de partos prematuros, retrasos en el crecimiento
intrauterino y placenta previa en el caso de embara-
zos resultantes de FIV en comparacion con concep-
ciones naturales. Doyley colaboradores (6) investiga-
ron los posibles factores de riesgo de estas
complicaciones en nacimientos Unicos tras FIV.
Mediante un andlisis de regresién maltiple concluye-
ron que (i) la hipertension durante el embarazo es un
factor de riesgo no relacionado con los partos prema-
turos, bajo peso al nacer y pequefio tamafio corporal
para su edad gestacional; (ii) el sangrado durante el
embarazo no guarda relacién con los partos prematu-
rosy (iii) el nimero de embriones transferidos y €l ti-
po deinfertilidad no se relacionan con bajo peso en €
nacimiento.

Mujeres sometidas a FIV y transferencia intratu-
barica de gametos (GIFT) presentan un mayor riesgo
de parir nifios pequefios (SGA) o muy pequefios (VS-
GA) para su edad gestacional y de parir prematura-
mente, incluso tras corregir por la edad, el tipo de
parto y el carécter de prematuro, que el esperado en
la poblacion obstétricamente normal (7). Varias pu-
blicaciones han mostrado que lainfertilidad per se es-
t4 asociada a una disminucién del peso de los recién
nacidos incluso cuando los embarazos se dan espon-
tédneamente (8-11). Wang y colaboradores (7) postula-
ron que el proceso de FIV/GIFT no causa la elevada
incidencia de SGA/VSGA, sino que €l elevado riesgo
de parir un nifio SGA/VSGA por mujeres con inferti-
lidad inexplicada indica que debe ser causado por
factores intrinsecos de este subgrupo.

Draper y colaboradores (12), en un estudio de em-
barazos FIV o GIFT detectaron de nuevo un elevado

riesgo de embarazos multiples, partos prematuros, ba-
jo peso a nacer y muerte petinatal, y concluyeron que
en casos de infertilidad no tratada, la explicacién a
estos efectos estaria més relacionada con la enferme-
dad que con €l tratamiento. Los tratamientos de infer-
tilidad se asocian con morbilidad neonatal, y muchos
de sus impactos parecen estar mediados por la prema-
turidad y la multiplicidad (13).

Estudios recientes han demostrado que el naci-
miento de gemelos monozig6ticos como resultado de
la aplicacion de técnicas de reproduccion asistida es
mas frecuente que tras embarazos naturales (14-16).
L os pacientes con edad superior a 35 afios que han re-
currido a técnicas de fecundacién asistida con la
préactica de una apertura artificial en la zona pelcida
para facilitar la salida del blastocisto poseen un ries-
go superior de tener gemel os monozigaéticos (16).

Uno de los principales problemas de FIV encon-
trados hasta el momento es la elevada incidencia de
partos prematuros. El momento del parto determinala
duracion del periodo de vida fetal intrauterina, requi-
sito para alcanzar la adaptacion adecuada al medio
externo. La inmadurez, debida a un corto embarazo,
determina el aumento en la mortalidad y morbilidad
asociadas con los partos prematuros. Las principales
caracteristicas de la descendencia inmadura son la
presencia de secuelas neurol dgicas importantes tales
como pardlisis cerebral, retinopatiay pérdida de oido,
habilidades neurofisiol dgicas reducidas que conducen
a un rendimiento académico deficiente y €l deterioro
de varios aspectos del estato de salud (17).

Barker (18), basandose en un exhaustivo analisis
de historiales médicos de la década de los 80, encon-
tré relaciones sorprendentes entre medidas antropo-
métricas tales como el peso al nacer, o tras 1 afio de
viday la susceptibilidad a ciertos desordenes en el
adulto, incluyendo la enfermedad coronaria del cora-
zon, apoplegjia, hipertension y diabetes no dependien-
te de insulina (18). La situacion se ha hecho mas
compleja desde que han sido asociados diferentes
factores de riesgo a diferentes model os de crecimien-
to temprano; la presion sanguinea del adulto esté in-
versamente relacionada con el peso al nacer, pero no
se asociacon el peso a afio de vida (19).

Mientras que algunos estudios han detectado una
alta incidencia de malformaciones congénitas presen-
tes en el nacimiento tras FIV en comparacion con
embarazos naturales (20-23) otros no hallan tales di-
ferencias (24-28). Esta todavia pendiente de estudio
si estos efectos son debidos al procedimiento per se,
un factor materno/paterno o una combinacion de am-
bos. Berg y su equipo (29) observaron malformacio-
nes mayores y menores en un 5,4% de todos | os nifios

80 - Efectos a largo plazo de las técnicas de reproduccion asistida

\ol. 18- n° 2 - Marzo-Abril 2001



nacidos a partir de FIV, y las tasas de defectos en el
tubo neural y atresia esofagueal fueron mayores que
en €l grupo control. No hubo incremento en cancer en
el grupo de FIV. Estos autores concluyeron que son la
elevada frecuencia de nacimientos multiples y las ca-
racteristicas maternas los principales factores que
conducen a estos resultados mas que la técnica de la
FIV en si misma. Ademés la tasa de malformaciones
no difirié entre nacimientos tras FIV convencional,
ICSI 6 embriones congelados y descongelados.

El envejecimiento de los gametos antes de produ-
cirse la fecundacion puede afectar a determinados
procesos moleculares, bioguimicos y celulares de di-
chos gametos que perjudicarian tanto el desarrollo
embrionario pre y post-implantatorio como la vida
posterior de la descendencia (30). En concreto el en-
vejecimiento pre y post-ovulatorio de los ovocitos se
asocia a (i) disminucion del potencial de fecundacion
de los ovocitos y del potencial de desarrollo embrio-
nario pre- y/o post-implantatorio; (ii) anomalias con-
génitas; (iii) desviacion de la proporcion entre sexos
afavor del sexo masculino; (iv) retraso en la integra-
cién sensorimotora durante el desarrollo previo al
destete; (v) alteraciones del comportamiento y/o difi-
cultades de aprendizaje en la descendencia; (vi) algu-
nas enfermedades constitucionales como la diabetes
mellitus, esquizofreniay enfermedad de Alezheimer;
(vii) disminucion de la fertilidad; y (viii) menos espe-
ranza de vida en la descendencia. Del mismo modo, el
envejecimiento de los espermatozoides, ya sea en €l
tracto reproductivo masculino tras ligadura epididi-
mal, en el tracto reproductivo femenino o bajo condi-
ciones in vitro se asocia a una disminucion de la mo-
tilidad de los espermatozoides, potencial de
fecundacion y posterior desarrollo pre y/o post-im-
plantatorio.

SINDROME DEL LECHAL GRANDE

Desde hace unos 10 afios se sabe que la transfe-
rencia de embriones de ovejay ganado vacuno puede
conducir a la obtencion de descendencia anormal
(31). Estas anomalias incluyen un elevado peso a na-
cer (32-33), fisiologia aberrante (34) y desarrollo
anormal de 6rganos y esqueleto (35-40). El nacimien-
to de esta descendencia est4 asociado con una elevada
mortalidad pre y perinatal (32) y anomalias en la pla-
centa (39, 41, 42). A pesar del gran incremento del
peso al nacer, existen evidencias, aunque limitadas,
gue indican que pesos corporales de los individuos
adultos que fueron corderos y terneros de gran tama-

fio no difiere significativamente de los animales con-
trol (43-44).

Holm y su equipo (45) demostraron que un ovoci-
to madurado y transferido inmediatamente tras FIV
podria producir descendencia con un desarrollo com-
prometido, aunque no fue posible separar los efectos
de la maduracion y los de la fecundacion. La calidad
de un ovocito viene determinada por varios factores,
uno de los cuales es la nutricién de la donante de
ovocitos. Algunas evidencias indican que la alimenta-
cioén con una gran cantidad de nitrégeno no proteico
(urea) de una oveja durante 21 dias antes del aparea-
miento y durante el embarazo puede producir corde-
ros de gran tamafio (46), pero no es posible determi-
nar el efecto real del ovocito sobre este sindrome.

Crosier y su equipo (47) en su estudio utilizaron
andlisis morfométricos para cuantificar la ultraestruc-
tura de mérulas compactas bovinas producidas in vi-
Vo e in vitro utilizando tres medios de cultivo diferen-
tes. Seguin sus resultados, la morfologia de embriones
cultivados en medio libre de suero, no fue compara-
ble con la de embriones producidos in vivo, lo que
contradice los resultados obtenidos en estudios ante-
riores (48). Las tasas de embarazo tras la transferen-
cia de las mérulas compactas producidas in vitro fue-
ron inferiores a las obtenidas tras la transferencia de
morulas compactas producidas in vivo. Ademas €l re-
sultado del cultivo in vitro fueron morulas compactas
con mayor cantidad de lipidos y con una disminucién
en la densidad de mitocondrias maduras. Las morulas
compactadas cultivadas en medio complementado
con suero presentaron el mayor grado de desviacion
morfol6gica, con una disminucién en la densidad mi-
tocondrial tanto total como de mitocondrias maduras,
un aumento en la densidad de vacuolas, y una dismi-
nucioén en la relacion nucleo:citoplasma. Los datos
obtenidos en este estudio muestran las dificultades en
la obtencién de moérulas compactadas bovinas me-
diante cultivo in vitro. El oviducto proporciona un
medio Unico parala fecundacion y primeras divisio-
nes embrionarias y es muy dificil intentar mimetizar
sus propiedades fisico-quimicas in vitro. No es de ex-
trafar que €l cultivo in vitro de embriones de vacas y
ovejas vaya asociado con una serie de anomalias en
el desarrollo incluyendo tasas aberrantes de desarro-
Ilo, degeneracién mitocondrial, fragmentacion cito-
plésmica, elevado contenido lipidico en el citoplas-
ma, diferenciacion del linaje celular alterada, y
metabolismo y expresion genética anormales (49).
Sin embargo ninguna de estas anomalias ha sido rela-
cionada directamente con efectos a largo plazo. En €l
ganado, la aparicion de fetos con un crecimiento
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anormal y problemas asociados con él se intensifica
cuando el periodo de cultivo incluye el momento de
la activacion del genoma embrionario (32) y cuando
el medio de cultivo contiene suero (33). No se sabe si
el causante es €l propio suero o la descomposicién de
un producto del suero o el metabolismo del embrién.
Elevadas concentraciones de iones amonio en el me-
dio de cultivo pueden causar retraso fetal y exencefa-
lia en ratones (50), y peso fetal incrementado en la
oveja (39, 51). Sin embargo, tras la transferencia de
embriones cultivados en medio sin suero también
puede ocurrir un desarrollo aberrante (46-51), lo que
implica la existencia de otros agentes fisicos o quimi-
Cos.

CONGELACION/DESCONGELACION DE
GAMETOSY EMBRIONES

El método de la superovulacion utilizado en mu-
chos tratamientos de FIV suele producir un elevado
nimero de ovocitos susceptibles de ser fecundados.
De modo que si se producen embriones en exceso, es-
tos pueden ser congelados y posteriormente descon-
gelados en ciclos sucesivos. La congelaci 6n-descon-
gelacién envuelve cambios celulares y bioquimicos
draméticos, como son la inactivacion de enzimas,
trastomos iénicos, o el ataque de radicales libres, que
pueden tener efectos en la descendencia.

Congelacion/descongelacion de esper matozoides

Se trata de una técnica utilizada desde hace unos
50 afios, sobretodo en el campo de la veterinaria. Los
resultados clinicos obtenidos hasta el momento no re-
velan anomalias aparentes en la descendencia. Los
miles de nifios nacidos a partir de espermatozoides
congelados presentan una constitucion aparentemente
normal (2). Resultados experimentales han mostrado
gue la crioconservacion de espermatozoides humanos
produce cambios en la metilacion del DNA (52) y en
la estabilidad de la cromatina (53). También aparece
una alteracion en el transporte de calcio através dela
membrana celular (54). Un incremento en los niveles
de calcio intracelular puede aumentar la frecuencia de
rotura del DNA nuclear a través de la activacion de
nucleasas (55) y la produccion de radicales libres, cu-
yo potencia dafiino es conocido, a través de la pero-
xidacion lipidica (56-57). Estos cambios en el meta-
bolismo del calcio pueden explicar la disminucion de
la motilidad de algunos espermatozoides congelados
y descongel ados aparentemente normal es.

A pesar de estos resultados, dada la produccion de

ratones normales a partir de esperma crioconservado,
muchos autores concluyen que la motilidad y la inte-
gridad de la membrana plasmética no son esenciales
para la produccién de descendencia viva cuando el
nicleo de un espermatozoide es inyectado en un ovo-
cito (58). Sin embargo, hay que tener en cuenta que el
Unico criterio utilizado para calificar como normal a
la descendencia resultante es la ausencia de malfor-
maciones en el nacimiento. Los efectos a largo plazo
nunca son considerados.

Congelacion/descongelacion de ovocitos

La crioconservacién de ovocitos no fecundados
parece ser una alternativa muy atractiva para resolver
los problemas que acarrea la congelacion y desconge-
lacién de embriones humanos. Sin embargo, hay que
resaltar que ha resultado ser muy dificil llevarlo a ca-
bo en ratones y congjos (59-61) y s6lo se ha obtenido
algun resultado positivo en humanos (62-65).

La explicacion a estas dificultades no se conoce
con claridad, pero se ha demostrado que la congela-
cion perjudica la organizacién normal del huso mei6-
sico y mitésico en ovocitos de ratén (59, 66-68).
También contribuye a una disminucion en la tasa de
fecundacion (59, 69, 70), un aumento de las anomali-
as morfolégicas en los ovocitos y un aumento de em-
briones poliploides, particularmente digénicos, debi-
do principalmente a la retencién del segundo
corpusculo polar (61, 70, 71). Auroux y su equipo (2)
han demostrado gque los embriones de ratones obteni-
dos a partir de ovocitos congelados u ovocitos ex-
puestos a manipulaciones pre-congelacion presentan
una mayor frecuencia de intercambios de crométidas
hermanas (72), lo que sugiere que el ciclo completo
de crioconservacion debe alteral a ovocito y més par-
ticularmente, inducir dafio en el DNA.

Congelacion/descongelacion de embriones

La congelacion de embriones es una préctica co-
mun en varias especies incluyendo los humanos. Esta
técnica puede ser letal para algunos embriones, pero
no parece tener efectos posteriores en 10s superpi-
vientes. Un primer estudio realizado en humanos
mostré que los niveles de gonadotrofina coriénica hu-
manay 17 R-estradiol fueron, en la fase de preim-
plantacion, mas altos en el caso de los embriones
frescos que en el caso de embriones que habian sido
crioconservados. Esta diferencia puede ser explicada
por €l mayor nimero de embriones frescos transferi-
dos o por €l hecho de que el nimero de blastomerosy
su actividad metabdlica podria disminuir tras la con-
gelacion y descongelacion (73).
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Dulioust y sus colaboradores (74), en un estudio a
largo plazo incluyendo el desarrollo previo al destete,
la etapa adulta y |a senescente, hallaron diferencias
significativas en caracteristicas morfofisiol bgicas,
sensorimotoras y comportamentales entre dos cepas
endogamicas de ratones cuyos embriones habian sido
crioconservados y ratones control. Los cambios ob-
servados en el peso corporal, desarrollo previo a des-
tete, capacidad de aprendizaje y morfometria de la
mandibula, variaban en funcién de la cepa, el peso y
la edad. Otros estudios realizados sugieren la posibi-
lidad de efectos perjudiciales tras la implantacion,
puestos en evidencia por el aumento en el porcentgje
de pérdidas post-implantacién (75-78) o por una re-
duccién de los pesos fetales (79).

Se han publicado varios estudios de nifios nacidos
a partir de embriones que habian sido congelados y
descongelados (80-83). Stutcliffe y su equipo (81) es-
tudiaron €l desarrollo perinatal de 91 nifios proceden-
tes de embriones crioconservados. Estos nifios se
compararon con 83 nifios control concebidos natural -
mente. El riesgo de tener malformaciones congénitas
fue 31,9% vs 21,7% en el grupo control para malfor-
maciones menores y 3,3% vs 2,4% en el grupo con-
trol para malformaciones congénitas mayores. Las di-
ferencias entre grupos no fueron estadisticamente
significativas. Olivennes y sus colaboradores (80) es-
tudiaron el desarrollo perinatal y el seguimiento del
desarrollo psicomotor desde la edad de 1 a 9 afios de
un grupo de 82 nifios nacidos tras crioconservacion
de los embriones. No utilizaron ningn grupo control,
las tasas de nacimientos prematuros Unicos y de bajo
peso al nacer fueron de 14,7% y 9,3%, respectiva-
mente. La tasa de malformaciones congénitas fue del
3,4%. No encontraron patologia en el desarrollo psi-
comotor.

Wennerholm y su equipo (82) compararon 270 ni-
fios nacidos tras crioconservacién con el mismo nui-
mero de nifios control tras la transferencia de embrio-
nes frescos procedentes de fecundacion espontanea.
No se encontraron diferencias en las tasas de naci-
mientos prematuros o de bajo peso a nacer, ni en la
tasa de malformaciones. En un estudio posterior del
mismo grupo (83), no se hallaron diferencias entre
255 nifios nacidos a partir de embriones crioconser-
vados, 255 nacidos tras FIV con embriones frescos y
252 nifios de embarazos espontaneos en el desarrollo
ni en la frecuencia de enfermedades crénicas durante
los primeros 18 meses. Obviamente, €l nimero de es-
tudios sobre los efectos de la congel aci6n-desconge-
lacion de embriones humanos es limitado, el nimero
de sujetos por estudio es bastante bajo y los datos y
seguimientos son escasos. Hasta el momento, no

existe evidencia, a partir de datos de humanos, de que
la crioconservacion produzca riesgos para los fetos,
pero no cabe duda de que deberia investigarse mas al
respecto.

La congelacién durante largos periodos de tiempo
podria permitir a factores mutégenos, como las radia-
ciones naturales, acumular sus efectos, aunque no
permitiria la actuacién de los sistemas de reparacion,
pudiéndose originar asi dafios irreversibles (52). Los
resultados obtenidos hasta e momento sobre los efec-
tos alargo plazo de la crioconservacién sugieren que,
tras estos dafios inmediatos, |a congelacion de em-
briones podria no ser completamente neutra (74, 84).

INYECCION INTRACITOPLASMATICA DE
ESPERMATOZOIDES

Muchas parejas con un factor de infertilidad mas-
culina grave pueden ser tratadas con ICSI, requirien-
do Unicamente un espermatozoide con el genomay
centrosoma activos para la fecundacién de cada ovo-
cito. La ICSI puede ser utilizada también con esper-
matozoides del epididimo o de los testiculos cuando
hay una obstruccidn en el conducto excretor.
Bonduelle y su equipo (85) realizaron un seguimiento
de 1987 nifios de ICSI y no encontraron ninguna inci-
dencia alta de malformaciones especificas. La Unica
malformacion que se encontrd en exceso en nifios na-
cidos tras ICSI fueron las hipospadias, que parecen
estar relacionadas con la infertilidad paterna (86).
Kurinczuk y su equipo (87) estudiaron los defectos de
los nifios nacidos tras ICSI. Clasificaron estos defec-
tos utilizando el sistema estdndar de clasificacion, y
compararon sus resultados con los obtenidos en el
oeste de Australia que fueron clasificados con €l mis-
mo sistema. Encontraron que los nifios nacidos tras
ICSI tenian el doble de probabilidad de tener defectos
mayores de nacimiento que nifios de la poblacién ge-
neral, definiendo como tales agquellas malformaciones
gue generalmente causan deterioros funcionalesy que
requieren intervencién quirdrgica, y cerca del 50%
mas de probabilidad de tener defectos menores, sien-
do estas las malformaciones restantes. Pieters y sus
colaboradores (88) describieron un paciente tratado
con ICSI con espermatozoides anormales.
Demostraron que en ese paciente, la espermatogéne-
sis perturbada estaba asociada con anomalias cromo-
sdmicas y meiosis anormal. Tras varios estudios con-
cluyeron que las anomalias genotipicas/fenotipicas
simultaneamente en pacientes de ICSI son mas fre-
cuentes de |o esperado.

En 1999, Hewitson y su equipo (89) demostraron
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gue la posicion del segundo huso meidsico es varia-
ble en relacidon con el primer corplsculo polar, en
consecuencia, la sefializacion de la microinyeccion es
imprecisa y potencialmente letal. Segin sus resulta-
dos, la ICSl resulta en una descondensacién anormal
del prontcleo masculino que seiniciaen laregién ba-
sal. Las proteinas de membrana asociadas a vesicula
(VAMP) se sittian alrededor del prondcleo masculino
gue se esta formando, separando la regién desconden-
sada de la condensada, y persisten hasta que el pronu-
cleo esta totalmente formado. El DNA permanece
muy condensado en la region anterior, rodeado del
acrosoma intacto y la teca perinuclear, estructuras
gue normalmente desaparecen durante la fecunda-
cion. Se requirié un remodelamiento del pronucleo
masculino en los ovocitos inyectados antes de la re-
plicacién del genoma parental, indicando un Unico
punto de control en la transicion G1-S durante la in-
terfase cigotica (el primer ciclo celular). Teraday su
equipo (90) hallaron también esta descondensacién
atipica tras ICSI en el nucleo del espermatozoide en
monos rhesus, y sugirieron que la presencia de los
cromosomas sexuales en dicha regién del nucleo del
espermatozoide humano en proceso de descondensa-
cion tras ICSI podria explicar el aumento en la tasa
de anomalias en los cromosomas sexuales en nifios
concebidos por este método. La entrada en lafase S
se ve retrasada debido a la incompleta descondensa-
cion de la region apical. Segun los resultados obteni-
dos en su estudio, concluyeron que la descondensa-
cion atipicay el retraso en la entrada en la fase S
deben ser la mayor causa del aumento en la forma-
cion de novo de anomalias en el cromosoma que no
son heredadas del padre.

Por otro lado, en hombres oligo y azoospérmicos
se han encontrado microdeleciones en la region AZFc
del cromosoma Y. Estas mutaciones eran genética-
mente letales antes de la aparicion de la ICSI, pero
actualmente se pueden transmitir a generaciones su-
cesivas via ICSI. Kremer y su equipo (91) desarrolla-
ron el modelo matemético para mutaciones ligadas al
cromosoma Y con dos variables: aptitud fisicay fre-
cuencia de mutaciones. Concluyeron que el aumento
en la frecuencia de hombres con microdeleciones en
la region AZFc en futuras generaciones se vera limi-
tado puesto que la aptitud fisica de esos hombres que-
dara limitada. En 1995, Meschede (92) postulaba que
la introduccion de la ICSI dentro de la medicina re-
productiva podria tener una consecuencia paraddjica:
"la subfertilidad se podria convertir en una condicion
hereditaria”. En un estudio reciente (93, 94)
Metrschede y su equipo demostraron que los factores
genéticos juegan un papel importante en la patogéne-

sis de lainfertilidad humana. En concreto, lainfertili-
dad masculina parece tener un mayor componente fa-
miliar y deberia ser contemplado como una condicién
potencialmente hereditaria incluso en ausencia de
anomalias genéticas demostrables citogenética o mo-
lecularmente. Evidencias indirectas sugieren que una
mayoria de las |esiones genéticas evaden su deteccion
con protocolos de laboratorio clinicos corrientes.

Griffiths y sus colaboradores (95), demostraron
que el desarrollo embrionario in vitro se ve compro-
metido por el procedimiento de lalCSl. Las tasas de
implantacion alcanzadas con ICS| fueron equivalen-
tes a las alcanzadas mediante el FIV convencional,
pero encontraron que el 20% de los embriones de IC-
Sl y el 50% de los embriones de FIV formaron blas-
tocistos, demostrando asi que el procedimiento de la
ICSI contribuye a la reduccion de la capacidad de
formacion de blastocistos in vitro. Estos resultados
concuerdan con las observaciones de Menezo et al.
(96) y Shoukir et al. (97). En lalCSl, los espermato-
zoides son seleccionados en funcion de sus caracte-
risticas morfolégicas y de su motilidad. Estas caracte-
risticas probablemente no estan asociadas con el
posterior desarrollo de los embriones resultantes, por
lo que muchas veces, el espermatozoide inyectado
puede carecer de un buen potencial de desarrollo. La
ICSI no subsana los defectos mayores de |os esper-
matozoides.

Respecto alos efectos a largo plazo de lalCSl, los
estudios dirigidos por Bowen y sus colaboradores
(98) en Australiay por Bonduelle y colaboradores
(99) en Bruselas fueron los primeros enfocados prin-
cipalmente sobre este aspecto. Bowen y su equipo
(98) compararon €l estado médico y el grado de desa-
rrollo de 89 nifios de un afio de edad concebidos por
ICSI con 80 nifios concebidos naturalmente y con 84
nifios concebidos con técnicas convencionales de
FIV. Estos autores utilizaron la segunda edicion de
las escalas de Bayley del desarrollo de nifios (BSI-
DIl), de las que se derivan el indice de desallollo
mental (MDI) y el indice de desallollo psicomotor
(PDI). EI MDI de los nifios ICSI resulté ser significa-
tivamente mas bajo que el de los nifios control. El de-
sallollo de los nifios fue més retrasado que el de las
nifias. Sin embargo estos resultados se deben inter-
pretar con cautela; las normas de BSIDII fueron es-
tandarizadas sblo para la poblacion americanay po-
dria haber dudas sobre su aplicabilidad en la
poblacién australiana. Ademas habia diferencias de-
mogréficas entre los padres de los tres grupos (ocupa-
cion de los padres de los nifios de 1CSI, educacién de
las madres, pais de origen y lenguaje hablado en ca
sa) que también podrian afectar 1os resultados (85).
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Estos descubrimientos apoyan la necesidad de pro-
gresar en el seguimiento del desarrollo de nifios con-
cebidos por ICSI para comprobar si presentan riesgo
de deterioro intelectual o dificultades de aplendizaje
en la edad escolar.

Bonduelle y su equipo (99) estudiaron el desarrollo
mental de 201 nifios ICSI y 131 nifios FIV alaedad de
2 anos. Obtuvieron un MDI excepcionamente alto en
unos 112 nifios con edades comprendidas entre 22 y 26
meses. Estos resultados también hacen cuestionarse los
antecedentes parentales de la muestra o los métodos
utilizados. Las diferencias entre los grupos estan de
acuerdo con las tendencias encontradas por Bowen y
colaboradores, en que los varones y nifios ICS| tienen
indices nas bajos que las nifias y los nifios de FIV, res-
pectivanente. Los resultados del estudio de Meschede
(93, 94) concuerdan con otros estudios de seguimiento
pediétrico (100-104) los cuales encontraron tasas de
malformaciones normales y desarrollo psicomotor nor-
mal en nifios nacidostras ICSl.

BIOPSIA EMBRIONARIA

El diagnostico preimplantatorio permite la selec-
cion y latransferencia de embriones que no presenten
defectos genéticos (105). Muchos defectos genéticos
son diagnosticados actualmente a través del andlisis
del DNA gracias al establecimiento de las bases mo-
leculares de un gran nimero de enfermedades heredi-
tarias. Lareaccion en cadena de la polimerasa (PCR),
permite amplificar rdpidamente fragmentos de DNA
a partir de un pequefio nimero de células (106). Tarin
y Handyside (107) realizaron un estudio para encon-
trar el estado embrionario 6ptimo en el que practicar
la biopsia, asi como el méaximo nimero de células
gue deberian ser extirpadas sin perjudicar el desarro-
Ilo posterior in vivo e in vitro. En ese estudio, se con-
cluy6 que la biopsia de una cuarta parte del embrién
en €l diatercero post-inseminacioén seria el estado 6p-
timo para llevar a cabo €l diagndéstico preimplantato-
rio. Gentry y su equipo (108) postularon que aunque
la extraccién de células en el estado de 4 a 8 células
no perjudica €l desarrollo in vivo o in vitro, la mayor
disponibilidad de células del trofoectodermo de blas-
tocistos minimiza los problemas asociados con el nu-
mero de células. Los resultados de su estudio indica-
ron que la biopsia en blastocistos no perjudica la tasa
de nacimientos, el peso a nacer o €l crecimiento has-
ta el destete en ratones. No encontraron anomalias
macroscopicas en el nacimiento ni en el periodo pre-
vio al destete. Se estudiaron sesenta descendientes
durante seis meses tras el destete; no observaron ano-

malias macroscopicas. La capacidad reproductiva de
la descendencia derivada de los blastocistos a los que
se les habia practicado la biopsia no parecio verse
perjudicada, aunque el tamafio de la muestra fue limi-
tado. Al igual que en la primera generacion, no se ha-
[laron anomalias macroscopicas en €l nacimiento y en
el desarrollo previo al destete en la segunda genera-
cion. El Consorcio de la ESHRE de Diagndstico
Genético Preimplantatorio (PGD) ha publicado re-
cientemente una puesta al dia de los resultados de la
técnica de PGD (109). El estudio recoge datos sobre
163 embarazos y 224 sacos embrionarios desde 1993
hasta mayo del 2000. Los resultados muestran que
durante el primer trimestre se produjo la pérdida de
32 de los 224 sacos embrionarios. Durante el segundo
trimestre tuvieron lugar 7 abortos y 5 embarazos tri-
plesy 1 cuédruple que se redujeron a embarazos Uni-
cos. Finalmente, se produjeron 123 partos (85 Unicos,
37 dobles y 1 triple). En cuanto a las complicaciones
sufridas durante el embarazo, €l estudio cont6 con la
informacion completa de 95 embarazos, de los cua-
les, 64 transcurrieron sin tales complicaciones y 31
embarazos sufrieron complicaciones. Las principales
complicaciones fueron partos prematuros y ruptura
prematura de membranas, de las cuales una gran pro-
porcién se produjo en embarazos multiples (el 22%
de las complicaciones se dio en embarazos Unicos y
el 32% en embarazos gemelares). El estudio muestra
también datos recogidos sobre el nacimiento de 162
nifios. La proporcién entre sexos estd muy desviada
hacia el sexo femenino debido a elevado nimero de
nifias resultantes de la aplicacion del diagnéstico
preimplantatorio de enfermedades asociadas al cro-
mosoma X. El peso medio de los 145 nacimientos re-
gistrados fue de 2824 g, con una media de 3167 g pa-
ra 81 niflos Unicos y 2344 g para 64 gemelos. La
media de lalongitud en el nacimiento fue de 47,9 cm,
y la media de la circunferencia de la cabeza fue de
33,2 cm. Las medias Apgar fueron buenas en 78 de
82 nifios y malas en 4 nifios, tres de los cuales mos-
traron una buena evolucion posterior y el cuarto, un
nifio que nacié muy prematuramente, murid. Sobre la
presencia o ausencia de malformaciones, dispusieron
de la informacién sobre 130 nifios de los cuales, 121
no mostraron malformaciones. Siete nifios mostraron
malformaciones no letales, desde la mancha oscura
en laregion lumbar caracteristica de la raza mongdli-
ca hasta los pies zambos o contrahechos en general
(Talipes equinovarus), y dos nifios murieron debido a
malformaciones letales (exencefalia 'y quilotorax).
Segln sus resultados, el peso al nacer, longitud, y
presencia de malformaciones en nifios nacidos tras
biopsia embrionaria son muy similares a los obteni-
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dos en nifios nacidos tras ICSI. A pesar de este andli-
sis riguroso realizado por €l Consorcio de la ESHRE,
no cabe la menor duda de la necesidad de un mayor
estudio sobre la existencia de consecuencias adversas
alargo plazo.

RESUMEN-CONCLUSION

Segln muestra la presente revisién, uno de los
principales problemas de las técnicas de FIV-TE es la
elevada incidencia de embarazos mdultiples que aca-
rrean un elevado riesgo de partos prematuros, asi co-
mo un aumento de la morbilidad y mortalidad en los
recién nacidos. Tanto los embarazos de FIV-TE Uni-
cos como gemelares parecen tener un elevado riesgo
de partos prematuros y bajos pesos a nacer a compa-
rarlos con embarazos Unicos y gemelares control.
Algunos estudios han detectado una alta incidencia
de malformaciones congénitas presentes en el naci-
miento tras FIV en comparacion con embarazos natu-
rales, mientras que otros autores no hallan tales dife-
rencias. Esta todavia pendiente de estudio si estos
efectos son debidos a procedimiento per se, un factor
materno/paterno o una combinacion de ambos.

Parece ser que el cultivo in vitro de embriones de
ovejay de ganado vacuno se asocia con una serie de
anomalias en el desarrollo tales como tasas aberrantes
de desarrollo, degeneracion mitocondrial, fragmenta-
cidn citopldsmica, elevado contenido lipidico en el
citoplasma y metabolismo y expresién genética anor-
males. Ademas se sabe que la aparicion de fetos con
crecimiento anormal y problemas asociados con él se
intensifica cuando el periodo de cultivo incluye el
momento de la activaciéon del genoma embrionario y
sobre todo cuando el medio de cultivo contiene suero.
También puede ocurrir un desarrollo aberrante tras la
transferencia de embriones cultivados en medio sin
suero, lo gue implicala existencia de otros agentes fi-
sicos o quimicos. Afortunadamente, este sindrome no
se ha observado en humanos.

Se ha demostrado gue la congel acion/descongel a-
cion de espermatozoides produce cambios en la meti-
lacion del DNA y en la estabilidad de la cromatina,
alteraciones en €l transporte de calcio a través de la
membrana celular que lleva a un aumento de los ni-
veles de calcio intracelular y con ello, a un aumento
de frecuencia de rotura del DNA nuclear por nuclea-
sas y produccion de radicales libres a través de la pe-
roxidacion lipidica. La congelacién/descongelacién
de ovocitos perjudica la organizacion normal del huso
meidsico y mitdsico, disminuye |la tasa de fecunda-
cién, aumenta el nimero de anomalias morfol 6gicas

de los ovocitos y aumenta el nimero de embriones
poliploides. Por otro lado, la congelacién/descongel a-
cion de embriones, no parece afectar las tasas de na-
cimientos prematuros, de malformaciones ni de bajos
pesos al nacer, aunque el nimero de estudios y €l nu-
mero de sujetos por estudio es bastante bajo.

En cuanto a la biopsia embrionaria, parece que €l
blastocisto es el estado éptimo para llevar a cabo di-
cha préctica minimizando asi |os posible efectos so-
bre laimplantacion. Los resultados obtenidos hasta la
actualidad con la biopsia de embriones en fases pre-
vias a la compactacion indican una elevada tasa de
embarazos multiples y de complicaciones durante el
embarazo y €l parto. El peso al nacer, longitud, y pre-
sencia de malformaciones en nifios nacidos tras biop-
sia embrionaria son muy similares a los obtenidos en
nifios nacidos tras ICS.

La aplicacion de la ICSI Ileva asociada |a apari-
cion de novo de anomalias en los cromosomas sexua-
les que podrian ser causadas por la descondensacion
atipica que tiene lugar en el nacleo del espermatozoi-
de. Ademas la ICSI parece reducir la capacidad de
formacion de blastocistos. En cuanto a malformacio-
nes en el nacimiento existen estudios que demuestran
que la probabilidad de presentar malformaciones con-
génitas es el doble para nifios nacidos tras ICSI en
comparacion con nifios concebidos mediante FIV
convencional, mientras que otros estudios no hallan
tales diferencias. Segun lo expuesto en la presente re-
visién, se desprende que, aunque existen discrepan-
cias entre estudios, las técnicas de reproduccion asis-
tida pueden en potencia dafiar la salud, eficacia
reproductiva y longevidad de la descendencia. Por
ello, todo esfuerzo dedicado a mejorar estas técnicas
y prevenir los posible dafios en |a descendencia debe
ser uno de los principios prioritarios de los centros de
reproduccion/infertilidad.
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