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ABSTRACTO

El primer nacimiento después de una fertilizacién in vitro (FIV) en humanos se logré en Gran
Bretafia en 1978. Poco después esta técnica se aplicod con éxito en diferentes paises europeos.
El autor de este articulo ha estado involucrado en el desarrollo de diferentes procedimientos
clinicos y de laboratorio utilizados en la FIV desde sus inicios hasta la actualidad, en nueve
paises diferentes, principalmente en Europa (Espaia, Francia, Italia, Checoslovaquia, Rusia) y
ocasionalmente fuera de Europa (Brasil, Egipto, Arabia Saudita, Emiratos Arabes Unidos). Por
lo tanto, en lugar de una revisidn observacional escrita por alguien desde fuera, este articulo
presenta la historia vista desde adentro. El articulo también esboza ideas sobre las posibles
técnicas futuras, aun en el camino de desarrollo y pruebas en cuanto a su seguridad y
eficiencia.

PALABRAS CLAVE: Fertilizacidn in vitro, estimulacién ovdrica, tratamiento de espermatozoides
y ovocitos, inyeccion intracitoplasmatica de espermatozoides, uso de células germinales
masculinas inmaduras, gametos elaborados a partir de células somaticas.

INTRODUCCION Y FONDO

Muchas parejas humanas sufren de infertilidad debido a diferentes factores, tanto de origen
masculino como femenino. En la actualidad, la fertilizacidn in vitro (FIV) puede ayudar, con
mas o menos éxito. en la mayoria de estos, aunque no en todos, casos. Sin embargo, no fue asi
al principio,[1] y las indicaciones terapéuticas de la FIV han sido en continua expansion a lo

largo de los ultimos 45 afios.[2]




Todavia como un estudiante de medicina en la antigua Checoslovaquia, donde

naci, fui enviado a Francia por el principal promotor de FIV en ese pais, el Profesor Milan
Dvorak, con el fin de perfeccionar nuestros protocolos de estimulacién ovarica y del manejo de
gametos masculinos y femeninos. Como resultado de esta nueva experiencia, logré obtener
ovocitos humanos maduros y tempranos, asi que embriones de preimplantacién. Al inicio esos
ovocitos y embriones fueron analizados por la microscopia electrénica, antes de proceder a
los primeros ensayos clinicos.[3,4] Posteriormente se procedid a la aplicacidn clinica,

resultando en un parto normal, en el afio 1982.

En el mismo periodo desarrollamos una nueva técnica, mediante la cual los espermatozoides y
los ovocitos se transfirieron aloviducto durante su reparacidon microquirurgica laparotdmica.[5]
Esta fue la primera demostracidn de que se los espermatozoides y los ovocitos pueden formar

embriones normales tras ser transferidos al oviducto.

Mientras que el primer nacimiento de un bebé mediante FIV se logré en una pareja con
gametos aparantemente normales, en quienes la infertilidad fue causada por una

obstruccion tubdrica bilateral,[1] I'evolucién posterior de FIV demostré que la técnica también
puede adaptarse para casos de anomalias de los espermatozoides tanto que de las de los

ovocitos.[2] Esta evolucion serd resumida en el texto adicional a continuacion.

Anomalias de espermatozoides

Las anomalias espermadticas actualmente conocidas incluyen

problemas de numeracién, motilidad, morfologia e integridad del ADN. Después de dejar
Checoslovaquia, continué mi carrera en Francia, principalmente en el Hospital Americano de
Paris, alternandoncon la Universidad de Granada en Espaia. Durante este periodo, mi equipo
descubrid una serie de nuevas anomalias en los espermatozoides, no relacionadas con los
descritos anteriormente. Para empezar, se hizo ain mas evidente que la preparacion de los
espermatozoides para la fertilizacion (capacitacion y reaccién acrosémica) son eventos

finamente sintonizados, cuyas perturbaciones pueden seriamente comprometer la



fertilizacidn. La capacitacién de los espermatozoides depende de la eliminacidn de diversos
factores, de origen seminal, desde la superficie del los espermatozoide. Normalmente esta
limpieza ocurre durante el paso de los espermatozoides a través del oviducto. Sin embargo, en
la FIV este paso debe ser realizado in vitro mediante un lavado de esperma en medio de
cultivo. Los espermatozoides capacitados adquieren la capacidad de desarrollar una

forma especifica de movimiento, llamada hiperactivacion, que facilita la penetracién de los
espermatozoides a través de la envoltura mas externa del ovocito: el cumulus oophorus, que
consiste en modificadas células de la granulosa y un material intercelular viscoso.

Al mismo tiempo, los espermatozoides se vuelven capaces de unirse a la superficie.

de la siguiente envoltura ovocitaria, la zona pelucida (ZP). Una proteina especifica de ZP,
denominada ZP3, actUa sobre un receptor complementario, ubicado en la membrana
plasmatica cubrirendo la superficie del espermatozoide vy, al activarse, inicia una cadena de
eventos de sefializacién intracelular en el espermatozoide que conducen a la reaccién
acrosomica (RA). RA significa exocitosis del acrosoma del esperma, un lisosoma modificado
ubicado en la porcidn anterior de la cabeza del espermatzoide. Enzimas hidroliticas del
acrosoma permiten la penetracion del espermatozoide a través del ZP del ovocito. Sin
embargo, para que esto ocurral La RA debe sincronizarse con el paso de los
espermatozoides.[6] En consecuencia, definimos dos opuestos, pero igualmente

nocivas patologias de RA: insuficiencia de RA y precocidad de la RA. La primera condicidn
significa que los espermatozoides carecen de receptores funcionales para inducir RA en
respuesta a ZP3, mientras que este Ultimo se refiere a la condicion en la que la RA ocurre antes
del contacto con los espermatozoides con ZP. Porque la RA implica una pérdida de la
membrana superficial del espermatozoide ,esta Ultima condicidn impide que se produzcan la
unién entre espermatozoides y ovocitos.

Los tratamientos para ambas condiciones fueron estudiados y los tratamientos adecuados

permitieron el éxito de la FIV en muchos casos.[7]



Sin embargo, poco tiempo después todo cambid, debido a la introduccién de la inyeccidn
intracitoplasmatica de espermatozoides (ICSI) para ayudar a la FIV.[8] ICSI obvia la importancia
de la sincronizacién de RA, porque cada espermatozoide es introducido en un ovocit
mediante micromanipulacién. Por lo tanto, la evaluacién de RA, tanto la la insuficiencia y la
prematuridad, quedé relegada al uso diagndstico para ayudar a comprender la causa de

infertilidad natural, y se recomendé ICSI a todas las parejas en esta condicién.[9]

El dafio (fragmentacién) del ADN del esperma es causado por factores oxidativos que pueden
resultar de un estilo de vida poco saludable (como fumar), pero también puede aparecer sin
ninguna explicacién aparente. El ADN del esperma esta parcialmente protegido contra el dafo
oxidativo por su asociacién con proteinas (protaminas). Sin embargo, algunos de los
espermatozoides pueden tener alteraciones locales de esta proteccién que muestra
minivacuolas intranucleares que sélo pueden visualizarse en los espermatozoides vivos

mediante microscopia dptica de gran aumento.

Asi puede mejorar la seleccidn de espermatozoides con un gran aumento los resultados de ICSI
al evitar la inyeccion de espermatozoides mostrando esta anomalia.[10] Sin embargo,
el tratamiento mas utilizado en esta afeccidn es un tratamiento directo: accién antioxidante

utilizando mezclas de antioxidantes tomados por via oral durante 2 a 3 meses.[11]

Finalmente, la espermatogénesis se puede detener antes de la etapa de espermatozoides
maduros en algunos hombres. Antes de la era de ICSI, esta condicidn no tenia solucién viable.
Gracias a los experimentos pioneros con animales, dirigidos por Profesor Ryuzo Yanagimachi,
quedo claro que la descendencia normal se puede obtener mediante la fertilizacidn de

ovocitos de ratén con espermatidas redondas.[12] Alentados por este logro, probamos la FIV
con espermatidas redondas en

humanos, pero usando inyeccién de espermatidas redondas (ROSI), una técnica derivada de

ICSI, en lugar de electrofusién utilizada por el grupo de Yanagimachi. La técnica funcioné



bien y condujo al nacimiento de los dos primeros bebés humanos sanos del mundo concebidos
con espermatidas redondas.[13] Estos resultados fueron posteriormente confirmados por
nosotros mismos[2] y un otro estudio independiente.[14] Ademas también logramos
embarazos en casos de hombres con parada de espermatogénesis en la etapa de
espermatocitos primarios, mediante el cultivo de segmentos de tubulos seminiferos en medio
enriquecido con hormonas, lo que lleva a la evolucidn de los espermatocitos a espermatides

redondos que posteriormente fueron inyectadas en ovocitos.[15]

Anormalias de los ovocitos
En Europa, la mayoria de las anomalias de los ovocitos detectadas en las parejas infértiles hoy
en dia estan relacionadas con el aumento de la edad reproductiva femenina relacionada con el

retraso de la reproduccién por diferentes razones. Este tipo de anomalias pueden ser
relacionados con alteraciones nucleares y citoplasmaticas de los ovocitos.

Las anomalis nucleares y citoplasmatis suelen resultar, respectivamente, en errores
meidticos y aneuploidia, al envejecimiento mitocondrial y el agotamiento del stock de ARNm
maternos utilizados durante las primeras etapas del desarrollo postfertilizaciéon. De hecho,

en todas las especies animales el desarrollo embrionario temprano es dependiente de especies
de ARNm maternos almacenadas en el citoplasma del ovocito. El momento de activacién de

la transcripcidn y expresion del genoma embrionario varia entre especies, ocurriendo
relativamente tarde en humanos. Nosotros demostramos previamente que los primeros signos
entre la etapa de desarrollo de 4 y 8 células,[16] mientras que los primeros signos
ultraestructurales de la expresion del genoma embrionariosdlo se puede observar a partir de
la etapa de 8 células.[17] En consecuencia, la escasez de ARNm materno almacenado en

los ovocitos humanos son un problema mas grave en comparacién con

especies en las que se produce la activacion de genes embrionarios

mas temprano.

Interesantemente, un ensayo controlado aleatorio demostré que la inclusién de la hormona



del crecimiento en la estimulacién ovarica mejoré significativamente las tasas de nacidos vivos
en mujeres mayores de 40 afios,[18] aparentemente correspondiente a la disminucidn en la

secrecion enddgena de esta hormona relacionada con la edad.

Técnicas que enriquecen el citoplasma de ovocitos mas viejos con el de ovocitos jovenes de

las donantes[19,20] también demostraron ser de ayuda. Por otro lado, existen dudas sobre la
utilidad de pruebas genéticas previas a la implantacidn para detectar aneuploidias porque

esta técnica puede causar dafio incluso a los ovocitos sanos.[21]

Receptividad uterina (endometrial) para embriones

La receptividad endometrial depende criticamente de progesterona secretada por el cuerpo
luteo (CL) durante la fase lutea y, posteriormente, después del desplazamiento |
uteoplacentario, por la placenta. Ambas funciones a menudo se ven perturbadas por
protocolos de estimulacidén ovarica.[22] Por lo tanto, los niveles de progesterona en el suero
sedeben controlarse con frecuencia, al menos el dia de la transferencia de embriones y luego
una vez a la semana para prevenir las consecuencias de una posible deficiencia de CL

y de un retraso en el desplazamiento luteoplacentario, para administrar progesterona exdgena
cuando la enddgena sea demasiado baja con respecto a la duracion del embarazo. [22]

En algunos casos, relativamente raros, el fracasp de la implantacion y la pérdida del embarazo
pueden ocurrir a pesar de ser normales los niveles séricos de progesterona. En esta condicidn,
varios tratamientos experimentales, incluido un rascado del endometrio,[23] lesidn intencional
al endometrio usando instrumentos, mas frecuentemente un catéter Pipelle insertado a través
del Utero, e inyecciones subcutdneas de la hormona del crecimiento,[24] tuvieron éxito en
algunos casos.

Sin embargo, la eficacia de estos tratamientos aln estd por determinar y ser corroborada por

analisis aleatorios suficientemente potentes.

CONCLUSIONES



La mayoria de las anomalias de los espermatozoides se resolvieron mediante el uso de ICSI.

y ROSI, y la receptividad uterina también puede ser controlada con relativa facilidad. Por otro
lado, anomalias de los ovocitos, principalmente aquellas relacionadas con |la edad avanzada de
la mujer, siguen siendo un problema abierto a futuras investigaciones. Creacion de ovocitos
humanos artificiales utilizando las células de la misma paciente indican

una direccién. Los nucleos de células somaticas son una posible aproximacion a este
problema,[25] pero se necesita mas investigacion para estar seguros

sobre la eficiencia y seguridad de esta técnica.
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