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Acuerdo Ministerial No. 285 - 2010

ACUERDO MINISTERIAL
No. 285- 2010

SONIA CASTRO GONZALEZ, Ministra de Salud, en uso de las facultades que me confiere [a Ley No. 290
“Ley de Organizacion, Competencia v Procedimientos del Poder Ejecutivo”, publicada en “La Gaceta”,
Diario Oficial, No. 102 del tres de Junio de mil novecientos noventa v ocho, Decreto No. 25-2006 “Reformas
v Adiciones al Decreto No. 71-98, Reglamento de la Ley No. 290, “Ley de Organizacion, Competencia v
Procedimientos del Poder Ejecutiva”, publicade en "La Gaceta”, Diario Oticial, Nos. 91 y 92 del once y doce
de Mavo, respectivamente, del ano dos mil seis, la Ley No. 423 “Ley General de Salud”, publicada en “La
Gaceta”, Diario Oficial, Neo 91 del diecisiete de mayo del afio dos mil dos, ¢l Decreto No, 001-2003,
“Reglamento de la Ley General de Salud”, publicado en “La Gaceta” Diario Oficial, Nos. 7 v 8 del diez vy
trece de Enere del ane dos mil tres, respectivamente,

CONSIDERANDC:

1
Que la Constitucion Politica de la Republica de Nicaragua, en sus Artos, 59, 700y 71 establece
- Arto, 59.- Los nicaragiicnses Henen derecho, por iyrual, a la salud. Bl Bstado establecera las condiciones basicas para su
promacion, proteccion, recuperacion y rehabilitacion. Corresponde al Estado dirigic v organizar los programas
servicios v oacciones de salud”; Arto. 70.- La familia es el nucleo fundamental de la sociedad v tiene derecho a la
proteccion de osta y del FEstado. Arto. 710 Es derecho de los nicaraglienses constituir una familia,., PARTES
CONDUCENTES.. . La ley regulara v protegera estos derechos.”

1l
Que la Ley No, 290 "Ley de Organizacion, Competencia v Procedimientos del Poder Fjecutivo”. en su arto. 26, incisos
by, o) ¥ ), establece que al Ministerio de Salud le corresponde: b)Coordinar y dirigir la ejecucian de la politica de
salud del Bstada en materia de promocion, probeccion, recuperacion y rehabilitacion de la salud; d) Organizar v dirigir
los programas, servicios v acciones de salud de caracter preventivo v curativo y promover la participacion de las
organizaciones sociales en la defensa de la misma; v e) Dirigir v administrar ol sistema de supervision y control de
politicas y normas de salud.”

m

e fa Ley Neo 423 “Ley General de Salud”, ensus Arto. 1y 2, establece: " Arto. T.- Objeto de la Ley, establece que la
misma  tene por objeto “tutelar el derecho que tiene toda persona de disfrutar, conservar y recuperar su salud, en
armonia con lo establecido en las disposiciones legales y normas especiales, v que para tal efecto regulara: a) Los
principios, derechos v obligaciones con relacion a la salud; v b) Las acciones de promocion, prevencion, recuperacion y
rehabilitacion de la salud”. Arto. 2.- Organo Competente.- Kl Ministerio de Salud es el organo competente para aplicar,
supervisar, controlar v evaluar el cumplimiento de [a presente Ley y su Reglamento; asi como para claborar, aprobar,
aplicar, supervisar v evaluar normas téenicas, formular politicas, planes, programas, proveclos, manuales ¢
instructivos que sean necesarios para su aplicacion.”

“Weeas

MINISTERIO DE SALUD
MINI&WN“ Hazional de Salud “Dra, Concepcidn

PODER 5@@& e
FDE SﬁLﬂE}]}ﬂs Coetade Jeste Colonia Primerc de
‘-.h:

CIUDADANO CRISTIAHA Mayo. Managua Mcaragua. l

Wwyazf SOCIALISTR, ) Tel. BRK 505) 22694700

SOLIDARIA! Apartado Postal 107. www minsa.geb.oi




|'.',l|;‘

JIC RREE

Norma de Técnicas de Reproduccion Asistida

‘ 2010:
Gobierno de Reconciliacién ANO DE LA

y Unidad Nacicnal
F & / SOLIDARIDAD
Pl nI'T has !
wrn! @ Pucélo, Preal : Vs N Libns

~13R

i

. Mcverdo Monsterial Mo, 285 - 2000

v

Que la Lev No.o 423 "Lev General de Salud”, en su Articulo 4, Rectoria, senala que: “Corresponde a

Ministerio de Salud comoe ente rector del sector, coordinar, organizar, supervisar, inspeccionar, LDT‘ItTOFdr
regular, ordenar v vigilar las acciones en salud, sin perjuicio de las funciones que deba ejercer frente a las
instituciones que conforman el sector salud, en concordancia con lo dispuesto en las disposiciones legales
especiales”; v el Decreto No, 001-2003, " Reglamento de lTa Ley General de Salud”, en su Arto. 19, numeral
|7, establece: “ Articulo 19.- Para ejercer sus funciones, el MINSA desarrollara las siguientes actividades: 17,
Ilaborar las politicas, planes, programas, proyecios nacionales v manuales en materia de salud publica en
todos sus aspectos, promocicon, proteccion de la salud, prevencion v control de las enfermedades,
financiamiento v aseguramiento.”

v

Que la Ley No. 423, "Ley General de Salud” en su Articulo 32, establece que: “La atencion en salud de la
mujer, la ninez v la adolescencia sera de acuerdo al Programa de Atencion Integral a la Mujer, la Ninez v la
Adolescencia del Ministerio de Salud.- Este programa incluira las acciones de control prenatal, atencion del
parto, del puerperio, recien nacido, delencion precoz del cancer de cuello uterino v mamas, asi como
acciones para la salud sexual v reproductiva”™; v el Decreto No. 001-2003, ”Reglamento de la Ley General de
Salud”, en su Arto, 211 establece: “Articulo 211.- De la Atencion Integral a la Mujer, la Ninez y la
Adolescencia.- La atencion a la mujer, la nifiez v la adolescencia se proveera segian lo dispuesto en los
programas de atencion integral a los grupos poblacionales de acuerdo a su ciclo de vida, segtin manuales v
demas disposiciones complementarias.”

V1
Que el Ministerio de Salud, en virtud de las facultades dadas en los Artos. 2 v 4 de la Ley No.o 423, Ley
Cieneral de Salud”, ha elaborado la Norma de Técnicas de Reproduccion Asistida (TEA), como una forma
de preservar el derecho constitucional de los nicaragiicnses, de tener o conformar una familia v garantizar
una técnica segura en la cual se disponga de un grupo profesional multidisciplinario v altamente calificado,
que logre levar a efecto con éxito cada una de las etapas del programa que constituven las TRA,

VII
Que con fecha 31 de Agosto del 2000, la Direecion General de Regulacion Sanitaria, solicitd se elaborara cl
Acuerdo  Ministerial  que  aprobara ¢l documento denominado “NORMA  DE TECNICAS DE
REPRODUCCION ASISTIDA”, cuyo objetivo es establecer los criterios para regular las Técnicas de
Feproduccion Asistida para el tratamiento de la infertilidad en los establecimientos de salud autorizados
por el Ministerio de Salud.
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Acuerdo Minnsterial Noo 285 - 20100
Por tanto, esta Autoridad,
ACUERDA:

PRIMERQ: 5S¢ aprueba el documento denominado “NORMA DE TECNICAS DE REPRODUCCION
ASISTIDA”, el cual forma parte integrante del presente Acuerdo Ministerial.

SEGUNDO: Se designa a la Direccion General de Regulacion Sanitaria, para que dé a conocer el presente
Acuerdo Ministerial v el referido documento a los directores de SILAIS v a los directores de
establecimientos de salud publicos v privados, debidamente autorizados por ¢l Ministerio de
Salud, que brinden atencion a usuarios o pacientes aplicando Téenicas de Reproduccion
Asistida (TRA),

TERCERO: Fl presente Acuerdo Ministerial entrara en vfgenria a partir de su firma.
Comuniguese el presente, a cuantos corresponda conocer del mismo.
Dado en la ciudad de Managua,  al primer dia del mes de Septiembre del ano dos mil dicz.

. "_? ISTRA
. ¥ nr ALUD

/ NI EAST INZALEZ

“Ulcarage
PODER e Thtka

1UD
CIUDADANO crasTIR,
SOCTALISTA,
Gara vz / SOLIDARTA!

MINISTERIO DE SALUD
Compleio Wacional de Salud "Dra. Concepcicn
Palacios”, Costade Oeste Colonis Primerc de
Mayo, Managua, Nizaragua. 3
Tal: BBX (505) 22834700,

Apartado Postal 107, www.minsa, ged.ni



Norma de Técnicas de Reproduccion Asistida

Contenido
NORMA SOBRE TECNICAS DE REPRODUCCION ASISTIDA........c.cocooveveveeeeeeennen. 8
PRESENTACION ..ottt ettt ettt ettt ettt te et et reere e 9
I INTRODUCCION.......coitiuiiieieiieeeeeeeeee ettt en st 10
. ANTECEDENTES ..ottt ettt ettt n s s s s s 11
UL, JUSTIFICACION: ..ot n e, 12
IV.  SOPORTE JURIDICO .....oovirieeeeeeeeeeeee e sn s s en s s, 13
V. DEFINICIONES Y CONCEPTOS: .....cootiietiteeiectceeeeeee et 15
VI OBJETO oottt n e s, 16
VI UNIVERSO ..ottt en e e, 16
VIIl.  CAMPO DE APLICACION ......cooviviiiecececeeeccceee ettt 16
IX.  DISPOSICIONES........cooiuiiieeeeeeeeeeeeeeeee e en s e s, 17
A, GENERALES ......ooooioeoeeeeeeee ettt 17
B.  ESPECIFICAS: ...ooieeeeeeeeeeeeeeeee e s s s s 18

MANUAL DE PROCEDIMIENTOS PARA INSEMINACION ARTIFICIAL HOMOLOGA 'Y

HETEROLOGA (DONANTE) ..cetieiiiiiiittee ettt e e e e e e 21
MANUAL DE PROCEDIMIENTOS PARA LA FERTILIZACION IN VITRO CON

TRANSFERENCIA DE EMBRIONES .......ooiiiiii e 31
BIBLIOGRAFIA ..ottt ettt e e e eeeees 48



Norma de Técnicas de Reproduccion Asistida

NORMA SOBRE TECNICAS DE REPRODUCCION ASISTIDA



Norma de Técnicas de Reproduccion Asistida

PRESENTACION

El Ministerio de Salud como ente Rector del Sector salud, dando cumplimiento a
los compromisos del Gobierno de Reconciliacion y Unidad Nacional (GRUN), de
proveer salud gratuita y atencion oportuna a los nicaragienses, continlda
impulsando acciones que contribuyan a mejorar la salud de la mujer, la familia y la
nifiez, mediante acciones concretas que contribuyan a operativizar los
lineamientos orientados en la Politica Nacional de Salud, asi como, en el nuevo
Modelo de Salud Familiar y Comunitario.

El Ministerio viene trabajando desde el Programa de Atencién Integral a la Mujer,
en el desarrollo de la maternidad segura como una estrategia para mejorar la
salud materna y perinatal del pais, cuyos objetivos son: reducir el nimero de
embarazos no deseados y de alto riesgo; reducir el nUmero de complicaciones
obstétricas; reducir la tasa de mortalidad en mujeres que presentan
complicaciones obstétricas y, reducir la tasa de mortalidad perinatal y neonatal.

Los anteriores objetivos no incluyen la provisién de servicios para satisfacer la
demanda de embarazos en parejas infértles como derecho inherente a su
condicién de ser humano y a su natural deseo de procrear una familia.

La presente Norma de Técnicas de Reproduccion Asistida esta dirigida a todas y
todos los trabajadores de la salud, en los diferentes niveles de atencion, tanto en
los establecimientos publico como privado en donde se provean este tipo de
servicio, con el propdsito de establecer acciones que permitan mejorar la calidad
de atencion, participacion de la familia y garantizar la seguridad de las usuarias y
usuarios que por razones de infertilidad demanden este tipo de servicio.

Evidentemente esto permitira un compromiso de toda la sociedad en general con
la familia, promoviendo el respeto a los principios de bioética dentro de los cuales
sobresalen el hacer el bien y evitar el dafio.
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.  INTRODUCCION

La infertilidad es sin duda un problema con repercusién social que llega a afectar
no soélo el rendimiento laboral e intelectual del ser humano, sino también la
integridad de la familia y las relaciones interpersonales de la pareja; vy
consecuentemente su salud mental y fisica.

La infertilidad afecta entre el 8 al 15% en las parejas en edad reproductiva.® Los
modernos avances y descubrimientos cientificos y tecnoldgicos, y en especial en
los campos de la biomedicina y biotecnologia han posibilitado, entre otros el
desarrollo y utilizacion de técnicas de reproduccion como alternativa a los
problemas de infertiidad de la pareja humana; generalmente conocidas como
Técnicas de Reproduccion Asistida (TRA).

La Constitucion Politica de Nicaragua establece: “Es derecho de los
nicaragiienses constituir una familia”.? El Gobierno de Reconciliacién y Unidad
establece la restitucion de este derecho y lo tiene como uno de los ejes
fundamentales la familia.

Tomando en cuenta lo anterior, el Ministerio de Salud velando por la familia pilar
fundamental para la sociedad nicaragliense pone en sus manos la presente
Normativa para que las parejas con problemas de fertilidad tengan acceso a una
técnica de reproduccion asistida segura en la cual se disponga de un grupo
profesional multidisciplinario y altamente calificado que sea capaz de llevar a
efecto exitosamente cada una de las etapas del programa.

! Mas Diaz Jorge, Aspectos Eticos y Legales de la Reproduccion. En linea. Disponible en: www. Fecha de
Consulta: 06/07/2010
? Constitucién Politica de Nicaragua y Sus reformas, agosto del 2003. Arto. 71

10
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.  ANTECEDENTES

Los trabajos que llevaron a la aplicacion humana de la fecundacion in vitro fueron
desarrollados inicialmente por Steptoe (ginecologo) y Edwards (bidlogo), que
aplicaron al hombre técnicas ya conocidas en el ambito de la veterinaria. Sus
trabajos, iniciados a finales de los afios 60, culminaron en 1978 con el nacimiento
de Louise Brown como resultado de un embarazo obtenido implantando un
embrién, resultado de fecundar in vitro un évulo de un ciclo normal de su madre®.

Es evidente que tal acontecimiento tuviera relevante importancia ya que en él
estan involucrados diferentes aspectos controversiales en los campos
experimental, cientifico, médico, social, religioso, legal, ético, moral, econémico,
etc., y esa memorable fecha no solamente marcé la culminacion exitosa de
procesos investigativos relacionados a la fertilizacion in vitro (FIV), iniciados en
animales de experimentacion por Walter Heap a finales del siglo XIX y a
mediados del siglo pasado fundamentalmente, sino también a dos lustros de
extensos estudios de fecundacién extracorpdrea en la especie humana realizados
por Steptoe y Edwards.

Por otro lado, se di6 inicio a una nueva era en el entendimiento de la biologia de la
reproduccién sobre bases verdaderamente cientificas, dejando en el pasado una
larga lista de falsas creencias, mitos e inclusive supercherias que durante mucho
tiempo hicieron presa facil de las parejas imposibilitadas de tener descendencia
por medio naturales dando inicio a la aparicion vertiginosa de un sin fin de
Técnicas de Reproduccién Asistida (TRA), actualmente al alcance de todas o
de la gran mayoria de parejas infértiles.

El derecho a la vida es la esencia de los derechos humanos, pues sin vida no hay
humanidad, como todo derecho, lo es en tanto que es exigible ante terceros. El ser
humano tiene derecho a que nadie atente contra su vida, a que no se le prive de
ella —formulacion negativa-, pero también a exigir de otros conductas positivas
para conservarla. Esta conducta puede ser reclamada a profesionales o
instituciones dedicadas al cuidado de la salud y a quien tenga incluso un deber
genérico de asistencia. De las normas citadas y especialmente de los articulos 21
constitucional, 4.1. de la Convencién Americana sobre Derechos Humanos y 6.1
de la Convencion sobre los Derechos del Nifio se deriva claramente que la vida
humana se protege desde la concepcion.

En el IV Congreso de Fecundacion In-Vitro, celebrado en Melbourne, Australia en
noviembre de 1985, se dieron las siguientes cifras: entre 1982 y 1985 se
realizaron en todo el mundo mas de 30,000 tentativas de fecundacion in-vitro con
transferencia del concebido de embriones, de ellas nacieron 2,300 nifios.

El porcentaje de malformaciones en general fue mayor al registrado en la
fecundacion natural aunque en la actualidad se sabe que no hay diferencia

3 Pardo Antonio. AA. VV. Bioética en las Ciencias de la Salud. Universidad de Navarra. Alcala la Real, Asociacion Alcal3,
2001:203-220.
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estadisticamente significativa de malformaciones en nifilos nacidos por FIV en
comparacion con los nacidos de forma natural®. Con el advenimiento de la micro
inyeccion espermatica intra citoplasmatica (ICSI) para tratamiento del factor
masculino, la FIV que es la técnica mas avanzada de Reproduccion Humana |,
logra una tasa cumulativa de nacidos vivos de 26% en el primer intento, 48% en el
segundo, 57% en el tercero y 66% en el cuarto.’

.  JUSTIFICACION:

La infertilidad en la pareja es una situacion que constituye una amenaza en los
proyectos de vida de las personas, altera el funcionamiento social, puede afectar
la autoestima; asi como la vida sexual de la pareja. Es bien conocida la relacion
entre infertilidad, reaccion de duelo y depresion. Algunos estudios apoyan el
concepto del impacto de la infertilidad en el funcionamiento psicolégico de las
personas, demostrando que la incidencia de depresion entre las mujeres infértiles
en relacion a la poblacion femenina general. Todas las situaciones antes descritas
afectan a la familia y sociedad en general, ya que estas condiciones de las
personas afectan en su vida laboral y social.

El derecho de las personas a formar y desarrollar la familia se establece en la
Constitucion Politica de Nicaragua y siendo una politica de nuestro Gobierno la
restitucion de derecho y teniendo como uno de los ejes fundamentales la familia,
ponemos a su disposicion la presente normativa con el objetivo que las parejas
con problemas de fertilidad tengan acceso a una técnica de reproduccion asistida
segura en la cual se disponga de un grupo profesional multidisciplinario y
altamente calificado que sea capaz de llevar a efecto exitosamente cada una de
las etapas del programa.

* Mas Diaz Jorge, Aspectos Eticos y Legales de la Reproduccién. En linea. Disponible en: www. Fecha de
Consulta: 06/07/2010

> Sharman V, Allgar V, Rajhkhowa. Factors influencing the cumulative conception rate and discontinuation of
in vitro fertilization treatment for infertility. Fertil Steril 2002; 78(1):40-46
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IV. SOPORTE JURIDICO
CONSTITUCION POLITICA DE NICARAGUA

ARTICULO 27.- Todas las personas son iguales ante la ley y tienen derechos a
igual proteccidén. No habra discriminacion por motivo de nacimiento, nacionalidad,
credo politico, raza, sexo, idioma religiéon, opinién, origen, posicibn econémica o
condicioén social. Los extranjeros tienen los mismos deberes y derechos que los
nicaragiienses, con la excepcion de los derechos politicos y los que establezcan
las leyes; no pueden intervenir en los asuntos politicos del pais. El Estado respeta
y garantiza los derechos reconocidos en la presente Constitucion a todas las
personas que se encuentren en su territorio y estén sujetas a su jurisdiccion.

CAPITULO IV
DERECHOS DE LA FAMILIA

ARTICULO 70.- La familia es el nacleo fundamental de la sociedad y tiene
derecho a la proteccion de esta y del Estado.

ARTICULO 71.- Es derecho de los nicaraglienses constituir una familia. Se
garantiza el patrimonio familiar, que es inembargable y exento de toda carga
publica. La ley regulara y protegera estos derechos.

La nifiez goza de proteccién especial y de todos los derechos que su condicion
requiere, por lo cual tiene plena vigencia la Convencion Internacional de los
Derechos del Nifio y la Nifia.

Ley 423, Ley General de Salud, publicada en La Gaceta, Diario Oficial.

Articulo 4.- Rectoria: Corresponde al Ministerio de Salud como ente rector del
Sector, coordinar, organizar, supervisar, inspeccionar, controlar, regular, ordenar y
vigilar las acciones en salud, sin perjuicio de las funciones que deba ejercer frente
a las instituciones que conforman el sector salud, en concordancia con lo
dispuesto en las disposiciones legales especiales.

Articulo 7.- Son Competencias y Atribuciones del Ministerio de Salud:

1.- Regular, Supervisar, e intervenir en el Sector de Salud, y en particular ser la
autoridad competente para la aplicacion y el control del cumplimiento de las
disposiciones de la presente Ley, su reglamento o normas que de ella emanen, sin
perjuicio de las facultades y obligaciones que leyes especiales otorguen a otros
organismos publicos dentro de sus respectivas competencias. Para estos efectos,
se entiende como autoridades en salud, las personas o instituciones con

13
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funciones, facultades o competencias expresadas de expedir o aplicar la
regulacion en materia de politicas en salud.

14.- Definir los requisitos necesarios para la organizacion y funcionamiento de las
Instituciones Proveedoras de Servicios de Salud, sin los cuales no podra prestar
servicios a ninguna institucion o persona ni ofrecer sus servicios

SECCION II. DE LA SALUD DE LA MUJER, LA NINEZ Y LA ADOLESCENCIA

Articulo 32.- La atencién en salud de la mujer, la nifiez y la adolescencia sera de
acuerdo al Programa de Atencion Integral a la Mujer, la Nifiez y la Adolescencia
del Ministerio de Salud.

Este programa incluird las acciones de control prenatal, atencion del parto, del
puerperio, recién nacido, detencion precoz del cancer de cuello uterino y mamas,
asi como acciones para la salud sexual y reproductiva.

SECCION II. DE LA HABILITACION Y LA ACREDITACION

Articulo 55.- Habilitacion: Corresponde al Ministerio de Salud definir los
requisitos esenciales que deben cumplir las instituciones Prestadoras de Servicios
de Salud para poder obtener su licencia de funcionamiento a través de la
correspondiente habilitacion.

Articulo 57.- Del Control del Ejercicio de las Profesiones Médicas y Afines.
Para desempefar actividades profesionales propias de la medicina, odontologia,
farmacia, microbiologia o cualquier otra relacionada con la atencion de la salud, se
requiere poseer titulo profesional, incorporado y certificado en la Universidad
Nacional Autdbnoma de Nicaragua y debidamente registrado en el Ministerio de
Salud conforme lo establece el Decreto N°.60 "Ley de Titulos Profesionales” y el
Decreto N°.132 "Ley de Incorporacion de Profesionales en Nicaragua"; asi como
también por lo establecido en la Ley N° 290 "Ley de Organizacién, Competencia y
Procedimientos del Poder Ejecutivo" y su reglamento y de acuerdo a lo establecido
en la presente Ley

Reglamento de Ley General de Salud,

Articulo 211.- De la Atencion Integral a la Mujer, la Nifiez y la Adolescencia.
La atencién a la mujer, la nifiez y la adolescencia se proveera segun lo dispuesto

en los programas de atencion integral a los grupos poblacionales de acuerdo a su
ciclo de vida, segun manuales y demas disposiciones complementarias.
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DEFINICIONES Y CONCEPTOS:

Casos Especiales: Se refiere aquellas situaciones que no se contemplen
en esta Normativa y los Manuales contenidos en estos documentos.

Embrion: Producto de la concepcion desde el momento de la fecundacién
hasta los tres meses en la especie humana.

Fecundacién In Vitro: Técnica de Reproduccion Asistida, mediante la cual
los ovocitos son extraidos de los ovarios, tratados apropiadamente y
fecundados para desarrollar embriones. Los embriones son posteriormente
implantados en el utero.

Ovocito: Gameto femenino formado y desarrollado en el ovario, que
después de la fecundacién origina el embrién. Llamado también évulo

Sindrome de Hiperestimulacion Ovérica: consiste en una respuesta
exagerada al tratamiento de induccion de la ovulacioén.

. Transferencia de Embriones: Introduccion de los embriones en el Gtero

materno, previa colocacion de los mismos en medio de cultivo especifico y
cargados en un catéter de transferencia.

. Técnicas de Reproduccidon Asistida: Todas las técnicas encaminadas a

facilitar la unién de los gametos masculino y femeninos, sin mediar
relaciones sexuales para la formacion de un nuevo ser.
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VI. OBJETO

La presente normativa tiene por objeto, establecer los criterios para regular las
Técnicas de Reproduccién Asistida para tratamiento de la infertilidad en los
establecimientos de salud autorizados por el Ministerio de Salud.

VII.  UNIVERSO
Parejas y Mujeres con Problemas de Fertilidad.

VIll.  CAMPO DE APLICACION

Esta norma sera de obligatorio cumplimiento por los profesionales de la salud que
intervienen y los representantes legales de los establecimientos proveedores de
servicios de salud, publicos y privados, autorizados para realizar Técnicas de
Reproduccion Asistida.

IX. METODOLOGIA PARA ACTUALIZAR EL DOCUMENTO
Para la revision de las recomendaciones en la presente Normativa y Manuales se llevo a
cabo el siguiente proceso:

e Se realiz6 una busqueda en la literatura.
e Los documentos internacionales que se tomaron como referencia cumplieron con los
siguientes criterios:

- Guias con enfoque integral sobre el tema abordado.

- Documentos desarrollados por grupos de profesionales, asociaciones de
especialidades médicas, sociedades cientificas, agencias a nivel internacional,
instituciones que hayan abordado los temas incorporados en la presente
Normativa y Manuales, que son consideradas como referencias a nivel mundial, y
en las cuales se han basado especialistas de varios paises o regiones para
adaptarlas a su entorno nacional o regional de conformidad con un rigor
metodoldgico.

e Una vez elaborado el documento borrador se procedié a una revisidbn por Expertos,
convocados por la Direccién General de Regulacion Sanitaria del Ministerio de Salud.

Fecha de Elaboraciéon del Documento: Agosto, 2010
Fecha de Proxima Actualizacion: Agosto, 2012
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X. DISPOSICIONES
A. GENERALES

1. EI Ministerio de Salud es el organo rector del Sector Salud y tiene
competencia para establecer regulaciones para la mejora continua de la
calidad de atencion en salud.

2. El establecimiento que oferte Técnicas de Reproduccion Asistida (TRA)
debe contar con la licencia de autorizacion vigente de funcionamiento
emitida por el MINSA.

3. Las disposiciones contempladas en esta norma son de caracter obligatorio
y de estricto cumplimiento por todos los profesionales de la salud que
intervienen y los representantes legales de los establecimientos
proveedores de servicios de salud, publicos y privados, autorizados para
realizar este tipo de servicios.

4. El representante del establecimiento de salud:

a. Es el responsable de dar a conocer y de hacer cumplir la presente
normativa tanto a los trabajadores de salud como a las pacientes y su
familia.

b. Es el encargado de facultar a la persona responsable de monitorear el
cumplimiento de esta normativa.

5. El establecimiento autorizado para desarrollar TRA debe llevar un registro
actualizado de los procedimientos efectuados, el que sera remitido a la
Direccion de Planificaciéon del SILAIS respectivo mensualmente.

6. Los profesionales que realicen TRA debe contar con entrenamiento para
este procedimiento y tener un titulo debidamente registrado en el Ministerio
de Salud, de caso contrario se aplica las leyes correspondientes.

7. Toda pareja con problema de fertilidad puede solicitar una TRA de acuerdo
al diagnostico médico, que incluya una evaluacion psicolégica previa.

8. Las TRA sélo pueden llevarse a cabo cuando no supongan riesgo grave
para la salud de la mujer o de la posible descendencia.

9. La TRA debera contar con el consentimiento informado debidamente
firmado por la pareja involucrada.

10.El funcionamiento de los Bancos de gametos se regira por la Ley de la
Materia y Normativa correspondiente.

11.Los gametos podran crioconservarse en Bancos de gametos autorizados,
COmo maximo cinco anos.
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12.Las Técnicas de Reproduccion Asistida (TRA) incluyen:
a. Inseminacion artificial homologa.
b. Inseminacion artificial heterdloga.
c. Fertilizacion in vitro con transferencia de embriones clasica e ICSI.
d. Transferencia intratubarica de gametos (GIFT).
e. Transferencia intratubarica de cigoto (ZIFT).

13.La mujer receptora o la pareja podra pedir que se suspenda la TRA en
cualquier momento, debiendo atenderse su peticidn; siempre y cuando no
se haya realizado la fecundacion independientemente de la técnica.

14.Los casos especiales, que no estén contemplados en esta Normativa
deben ser evaluados y consultados al Ministerio de Salud a través de la
Direccion General de Regulacion Sanitaria, quien conformara una comision
especial para tratar el tema.

15.La comisibn mencionada en el numeral 14, estara constituida por un
representante de la Direccion General de Regulacion Sanitaria, un
representante de la Direccién de Extension y Calidad de la Atencién, un
representante de Asesoria Legal, un representante del Centro Nacional de
Diagndstico y Referencia, un representante del Hospital de la Mujer “Bertha
Calderon Roque”, un representante del Hospital José Dolores Fletes Valle
y Dos expertos en el tema.

B. ESPECIFICAS:

1. Esta normativa cuenta con un Manual de procedimiento para Inseminacion
Artificial (homologa y heterdloga) y Fertilizacion in vitro con transferencia
de embriones (clasica e ICSI).

2. En relaciébn a la inseminaciéon artificial se establece la homdloga y
heteréloga (con donante) que:

a. Los establecimiento que realicen esta técnica deben contar como
minimo con las siguientes areas:

Consultorio ginecoldgico.
Cuarto de recoleccién de semen.

ii. Area, mobiliario y equipo para capacitacion espermatica

(centrifuga de 300 G, microscopio, gradientes de
concentracion para capacitacion espermatica, refrigeradora
para guardar medios, tubos de ensayos coOnicos, catéteres
para inseminacion, material de reposicién periddica, bafio
maria o bafio seco, canulas para inseminacion artificial).

iv. Sala de espera.
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b. Los siguientes acapites aplican Unicamente para inseminacion

heteréloga:
i. Condiciones para la inseminacion heterdloga (con donante):
1. Mutuo acuerdo de la pareja.
2. Alteraciones de los parametros seminales (recuento
total de espermatozoides motiles menor de 10,000.000
x ¢cm3) en el varon de la pareja y no existan las
condiciones para realizar la fertilizacién in vitro.

ii. Criterios para seleccion de donante para inseminacion
heteréloga:

1. Mantener el anonimato del donante, asi mismo el
donante no debe conocer la identidad de la pareja
receptora cuando no exista vinculo familiar entre ellos.

2. Se permite la donacion abierta o conocida cuando el
donante y la pareja receptora tienen vinculo familiares
0 de amistad, siempre y cuando exista un acuerdo
mutuo por escrito y se establezcan los derechos
legales a la pareja.

3. Cumplir con los examenes contemplados en el
protocolo para ser un donante.

4. En caso que el semen provenga de Bancos extranjeros
se debe obtener la autorizacion correspondiente de la
Direccion de Regulacion Sanitaria del Ministerio de
Salud.

3. En relacion a la Fertilizacion in vitro con transferencia de embriones (FIVTE)
se establece que:
a. Los establecimientos que realicen esta técnica deben contar como

—h

minimo con las siguientes areas:

i. Cuarto de recuperacion.

ii. Cuarto de procedimientos con caracteristicas de sala de

operaciones.

iii. Laboratorio de embriologia.

iv. Cuarto de recoleccion de semen.

v. Sala de espera.

vi. Consultorio médico.
Cuando se realice una fertilizacién invitro con transferencia de
embriones se fecundara un maximo de tres ovocitos que puedan ser
transferidos a la mujer en el mismo ciclo.
Se autoriza la transferencia de un maximo de tres preembriones en
una mujer en cada ciclo.
No se permiten la manipulacion genética del o los embriones,
también esta prohibido la experimentacion con los mismos.
Queda absolutamente prohibido comerciar con células germinales.
Tener en cuenta las circunstancias particulares de la mujer: edad,
historial clinico o las posibles causas de esterilidad.
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g. En relacion a la fertilizacion in vitro con ovocitos donados se
establece:
i. Sera permitido en parejas heterosexuales.

ii. Se permite en los siguientes casos:

1. Mujeres que no tienen ovarios o con falla ovéarica de
cualquier etiologia.

2. Mujeres portadora de enfermedades graves ligadas al
cromosomas o genes.

iii. Los criterios para seleccion de donacién de évulos:

1. Mantener el anonimato de la donante, asi mismo la
donante no debe conocer la identidad de la pareja
receptora cuando no exista vinculo familiar entre ellos.

2. Se permite la donacion abierta o conocida cuando la
donante y la pareja receptora tienen vinculos familiares
0 de amistad, siempre y cuando exista un acuerdo
mutuo por escrito y se establezcan los derechos
legales a la pareja.

iv. La mujer receptora debe de tener una edad maxima de 45
afios y estar libre de enfermedades que la conlleven a un alto
riesgo obstétrico.
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MANUAL DE PROCEDIMIENTOS PARA INSEMINACION ARTIFICIAL
HOMOLOGA Y HETEROLOGA (DONANTE)
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.  DEFINICION

Se define como el procedimiento mediante el cual se depositan los
espermatozoides de forma no natural en diferentes segmentos del aparato
reproductor femenino para acortar la distancia que deben recorrer éstos hasta
llegar al ovocito con el objetivo de conseguir una gestacion. Existen varios tipos
de inseminacién dependiendo del donde se deje el semen capacitado:
intracervical, intrauterina, intratubarica, intraperitoenal, e intrafolicular. La
inseminacion intrauterina (IIU) es la mas utilizada por su elevada tasa de gestacion
con respecto a las otras. El resto de los tipos de inseminacion se utilizan solo en
casos en los que es imposible la canalizacion del cérvix.

Inicialmente la Inseminacién Artificial se practicaba con semen completo pero la
demostracion de que el plasma seminal inhibe la capacitacion espermatica, obligo
a emplear técnicas de recuperacion y capacitacion hoy imprescindible e
indiscutible de tal forma que el uso del semen total debe quedar abandonado.
Ademas el plasma seminal nunca entra dentro de la cavidad uterina durante una
relacion natural por lo que debe ser separado de los espermatozoides y
eliminado, ya que si se introdujera dentro del Utero, produciria fuertes
contracciones, e incluso podrian aparecer infecciones o reacciones anafilacticas.

Existen dos tipos, dependiendo del origen del semen:
1.- Inseminacion Artificial homéloga (IAH).
2.- Inseminacion Artificial con semen de donante (IAD).

ll.  REQUISITOS PARA SU INDICACION

La Inseminacion Artificial es una técnica que vamos a indicar a una pareja infértil
siempre y cuando cumpla los siguientes requisitos:

1.- Trompas de Falopio permeables. Estudiadas mediante:
e Histerosonosalpingografia, o
e Laparposcopia, 0
e Faloposcopia.

2.- Recuento de espermatozoides matiles (REM) > 10 x 10° espermatozoides
moviles (A+B): son muestras destinadas a inseminacion artificial y con una
teratozoospermia no inferior a un 4% (criterio estricto de Kruger).

Ademas, habra que valorar otros factores, como la edad de la paciente y el tiempo
de esterilidad previo, o si tiene como antecedentes el haber realizado 4 IAH 6 6
IAD en otros centros, ya que entonces debe considerarse a la pareja candidata a
Fecundacion In Vitro.
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INDICACIONES:

. Inseminacién Artificial Homéloga (IAH).

Infertilidad de origen masculino:

Incapacidad de depositar correctamente el semen en la vagina: como
en los casos de hipospadias, eyaculacion retrograda, impotencia de origen
neurologico, casos de disfunciones sexuales como vaginismo, eyaculacion
precoz o disfuncion eréctil.
Alteraciones en los parametros seminales:
a. Oligozoospermia (recuento total de espermatozoides inferior a 20
millones y mayor a 10 millones).
b. Astenozoospermia (menos de la mitad de los espermatozoides con
movilidad o menos del 25% con buena progresion rectilinea tipo A).
c. Teratozoospermia (porcentaje de espermatozoides con alteraciones
morfologicas, por encima del 85%).
El éxito de la técnica es directamente proporcional a la calidad del semen,
siendo bueno el prondstico cuando después de capacitar la muestra de
semen podemos recuperar al menos 10 millones de espermatozoides
normales y con buena progresion rectilinea.
Casos de criopreservacion: todos aquellos en el que se pretende o quiere
con criopreservar el esperma para un posible uso futuro después de una
orquiectomia necesaria para tratar la neoplasia testicular, quimioterapia,
radioterapia, terapia inmunosupresiva.

Infertilidad de origen femenino:

Disfuncién ovulatoria: incluye anovulacion, insuficiencia del cuerpo lateo,
alteraciones en la fase folicular, y el Sindrome de Ovarios Poliquisticos. Se
debe corregir la disfuncion ovulatoria con el tratamiento para desarrollo
folicular. En estos casos mejores tasas de embarazos cuando se asocia a
inseminacion artificial.

Factor cervical: alteraciones en la funcionalidad del cérvix, asi como en las
caracteristicas del moco cervical, pueden ejercer una barrera para el paso
de los espermatozoides. Con la IAH, se salva el obstaculo y se consigue
gue un mayor numero de espermatozoides lleguen a la cavidad uterina.
Endometriosis leve (Grado I-ll de la AFS): cuando aun esta intacta la
anatomia pélvica.

Factor inmunoldgico: presencia de anticuerpos anti-espermatozoides en
el moco cervical o en el plasma seminal que dificultan la fecundacion. Si la
tasa de anticuerpos es muy elevada, se aconseja optar por técnicas de
fecundacion in-Vitro con micro inyeccion espermatica intra citoplasmatica
(FIV — ICSI).

Infertilidad de origen desconocido: aquellos casos donde después de
haber sido estudiado no se identifican causa aparente de infertilidad pero
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no se produce el embarazo de forma natural. Es un diagnéstico de
exclusion al que se llega cuando el estudio basico de infertilidad es normal
y afecta aproximadamente al 15% de las parejas. Mediante la realizacion
de Inseminacion Artificial intrauterina se consigue gestaciéon en muchos
casos.

B. Inseminacion Artificial con semen de donante (IAD):

La Inseminacién Artificial con semen de Donante (IAD) es un Tratamiento de
Reproduccion Asistida que se lleva a cabo cuando no se pueden utilizar
espermatozoides de la pareja para conseguir el embarazo y su compafera es
fértil.

1. Infertilidad masculina grave:

i. Azoospermia secretora confirmada (se le realiz6 al varon biopsia
testicular).

ii. Vardn infértil debido a una vasectomia y no desea someterse a una
correccidén quirdrgica, o si ésta no provocéd resultados adecuados e
igualmente no desea ICSI con aspiracion del epididimo/testiculo o si
éste no provoco resultados adecuados.

iii. Fallo de ICSI en casos de factor masculino muy patoldgico (fallos de
fecundacion repetidos)

iv. Cuando el vardn tiene alguna anomalia hereditaria conocida.

v. Si el varon presenta una disfuncion de eyaculacién intratable
secundaria a una enfermedad, trauma o medicacion. Se ofrecera como
alternativa ICSI con aspiracion del epididimo/testiculo como alternativa.

2. Enfermedades de transmisidn sexual: existen pacientes en los que si hay
espermatozoides e incluso con movilidad y en mayor o menor cantidad,
pero todos ellos 0 en una gran mayoria, podrian transmitir algin tipo de
enfermedad (Hepatitis C, VIH) al feto en el caso de que se produjera un
embarazo.

3. Alteracion mutagénica potencial en el esperma del varén debido a
exposicion a radiacion iénica, quimioterapia u otros agentes nocivos.

En la actualidad, los avances en el diagnostico del factor masculino, en su
tratamiento y sobre todo en las técnicas de fecundacién asistida, como la ICSI
hacen que cada vez se tenga que recurrir con menos frecuencia a la utilizacion de
semen de donante. Sin embargo hay ocasiones en las que es imposible conseguir
espermatozoides, ni siquiera tras un tratamiento meédico del varon o incluso tras
realizar una aspiraciéon del epididimo o una biopsia testicular para aspirar
espermatozoides.

IV. ESTUDIO DE LOS DONANTES

A. Procedencia de semen donado:
i. Donantes anénimos: cuando no existe vinculo familiar o de amistad.
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Donantes abiertos o conocidos: Se permite la donacion abierta o
conocida cuando el donante y la pareja receptora tienen vinculo
familiares o de amistad, siempre y cuando exista un acuerdo mutuo
por escrito y se establezcan los derechos legales a la pareja.

El semen puede proceder de bancos o bien semen fresco (que no se almacena en
banco) especifico para el procedimiento.

B. Estudios del donante:

Realizar un reconocimiento meédico que incluye su historia clinica
completa que incluya antecedentes personales, familiares y un
examen fisico.

En primer lugar se solicitan dos muestras de semen para valorar
calidad y la resistencia a la congelacion de los espermatozoides en
caso que se almacene en bancos. Ver Normativa.

Estudio a nivel sanguineo para la deteccion de enfermedades de
transmision sexual: hepatits B y C, sifilis, sindrome de
inmunodeficiencia adquirida, citomegalovirus, chlamydia, virus del
herpes | y Il, grupo sanguineo y Rh.

Para los casos de donacion para bancos: no se permite un mismo
donante en mas de diez embarazos.

C. Seleccion de la muestra procedente de banco: Para escoger al donante

V.

mas apropiado a cada pareja receptora, esta ultima debe rellenar un
formulario con sus caracteristicas fisicas, grupo sanguineo y Rh, etc. Se
debera cumplir la Normativa de Banco de Semen.

FASES DEL PROCEDIMIENTO DE INSEMINACION ARTIFICIAL

Estas incluyen:

A
B

. Fase clinica de Estimulacién Ovarica Controlada.

. Induccién de la ruptura folicular y programacion del momento de la
inseminacion o inseminaciones seriadas.

. Capacitacion del semen.

. Técnica de Inseminacion Intrauterina.

. Soporte de fase latea.

Numero méximo de ciclos a realizar.

. Estimulacion Ovarica Controlada: implica el uso de medicamento
apropiados para obtener un desarrollo folicular mdultiple de forma
controlada. EIl crecimiento folicular se debe visualizar principalmente con
ultrasonografia transvaginal, y el médico tratante se puede apoyar con
mediciones de estradiol sérico.
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La estimulacion se debe apegar a los protocolos existentes, tomando en
cuenta la edad de la paciente, la causa de infertilidad y tratando de evitar
siempre el sindrome de hiperestimulacion ovarica.

. Induccién de la Ruptura folicular y Momento de la Inseminacion:

El éxito de Inseminacion Artificial depende de la precision con que se
decida el momento exacto en el que se van a depositar los
espermatozoides capacitados en el fondo de la cavidad uterina.

La capacidad del ovocito para ser fertilizado se estima en aproximadamente
12 horas (ventana de fertilizacion). Si los espermatozoides llegan al lugar
donde se encuentra el 6vulo demasiado pronto, cuando éste llegue, los
espermatozoides ya no tendran capacidad de fecundar. De la misma
manera, si los espermatozoides alcanzan el évulo mucho después de que
se produzca la ovulacion, tampoco se podra producir la fecundacién por los
cambios que ya se habran producido en el gameto femenino.

Una vez que mediante control sonografico el tamafio folicular alcanza un
promedio de 18 mm se procede a la administracién de 5,000 a 10,000
unidades de hormona gonodatropina humana (hCG) y se programara una o
dos inseminaciones entre las 24 y 40 horas posteriores segun criterio del
médico tratante.

. Capacitacion y Recuperacion Espermatica (Preparacion del Semen
para Inseminacién Artificial):

La preparacion del semen se lleva a cabo una hora antes de la
inseminacion en el lugar definido (ver Normativa). Mediante ella vamos a
conseguir la recuperacion los espermatozoides con mejor movilidad y
ademas, conseguir una adecuada capacitacion. En la capacitacion se
inducen aquellos cambios funcionales y estructurales que deben sufrir los
espermatozoides para adquirir la capacidad de poder fecundar el ovocito.
En la capacitacion “in vivo” los espermatozoides migran por el moco
cervical, al tiempo que escapan de los factores inhibidores que existen en el
plasma seminal. Ademas el moco cervical permite la eliminacion del
colesterol. La membrana plasmatica sufre una reordenacion lipidica, que
consiste en una externalizacion de fosfolipidos y la eliminacion de
colesterol. La hiperactivacion consiste en la fosforilacion de los residuos
tiroideos en las proteinas flagelares, con lo que se produce un cambio en el
patron en la movilidad espermatica. Mediante estos cambios los
espermatozoides adquieren la capacidad fecundante.

En los procesos de capacitacion “in vitro”, que se llevan a cabo en el
laboratorio, se intentan imitar todos los pasos y cambios que sufren los
espermatozoides en la capacitacion “in vivo”

v' Separacion previa de los espermatozoides con eliminacién del
plasma seminal mediante centrifugaciones. En estos pasos de
centrifugacion se usan medios de lavados (que son los liquidos
fabricados y utilizados para este procedimiento).
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v' Incubacion: se hace en medio de cultivo adecuado con una
concentracién suficiente de iones de Ca**, COsH y de HSA (Human
Serum Albumin) que permitan la supervivencia y la capacitacion
espermatica. Se puede utilizar incubadora, o bien bafio Maria o bafio
seco en el caso de no contar con incubadora.

v' Existen diversas técnicas de capacitacibn y recuperacion
espermatica, entre ellas se encuentran:

«  Swin-up: se considera la mas recomendada.
« Gradientes de densidad.

v Tras la incubaciéon de los espermatozoides tanto por Swim-up o por
gradientes de densidad el valor de la recuperacion de
espermatozoides moéviles, o REM, determina qué técnica de
reproduccion debe seguir esta muestra:

» REM > 10 x 10° espermatozoides méviles (A+B): son
muestras destinadas a inseminacion artificial.

» REM 5-10 x 10° espermatozoides moviles (A+B): son
muestras que deben examinarse para observar el
porcentaje de espermatozoides con morfologia normal
presentes y decidir en funcion de este porcentaje:

o Formas normales > 30%: muestras para
inseminacion artificial.
0 Formas normales < 30%: muestra para FIV.

» REM < 5 x 10° espermatozoides méviles (A+B): son
muestras destinadas a ICSI.

v' El dltimo paso que se realiza en el area definida en la normativa con
respecto a la Inseminacién Artificial, es cargar la muestra ya
capacitada en la céanula de inseminacién. La muestra se recoge
mediante una jeringuilla, del pellet resuspendido en caso de
gradientes de densidad y del sobrenadante en caso de swim-up, y
posteriormente se acopla directamente a la canula de inseminacion.

D. Técnica de Inseminacion Intrauterina: es el médico capacitado para este
procedimiento, el encargado de introducir por el cuello del Gtero la canula y
depositar los espermatozoides en el fondo uterino. En posicion
ginecoldgica y previa colocacion de espéculo y limpieza del flujo vaginal del
exocervix con solucion salina, debe utilizarse un catéter o canula estéril
para inseminacion intrauterina estandar o con memoria. De preferencia y
siempre que se pueda, la inseminacion se realizara eco guiada, con
ultrasonografia pélvica suprapubica para mejor visualizacion del
procedimiento. La inyeccion de la muestra debe realizarse de forma rapida
dentro del Utero, retirando la canula lentamente. La paciente permanecera
acostada durante 30 minutos tratando de evitar el reflujo de la muestra
inseminada.

E. Soporte de Fase Lutea: se debe dar un soporte de fase lutea de 200

mg/24 horas de progesterona natural micronizada via vaginal, comenzando
la noche de la primera o segunda inseminacion hasta el dia de la prueba de
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embarazo y prolongando este soporte hasta la semana 10 de embarazo, si
éste se consigue.

Numero maximo de ciclos a realizar: segun consenso generalizado
deben realizarse un maximo de cuatro ciclos de IAH. Si no se consigue la
gestacion, pasamos a un tratamiento de FIV/ICSI por “fallo de IAH”. El 92%
de los embarazos se consiguen en uno de los cuatro primeros ciclos de
IAH.
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Tabla 1. Técnica de Recuperacion y Capacitacion Espermatica

Técnica Descripcion Ventajas Desventajas
Swin-up Se basa en el principio de que solamente los espermatozoides moviles son capaces de ascender en un Técnica sencilla y | - Posible dafio a

sobrenadante. economica. los espermato-
Buena recuperacion zoides por

Se solicita la muestra directamente por masturbacion en recipiente estéril. La capacitacion del semen no en muestras leucocitos ROS.

debera empezar antes de 30 minutos de la obtencién de la muestra, tiempo necesario para la total oligoastenozo- - Mayor dafio

licuefaccion del eyaculado. ospérmicas. mitocondrial y del
Mayor recuperacion ADN.

Al eyaculado se afiade medio de lavado en la proporcion 1:1. Tras homogeneizar la muestra se centrifuga de espermatozoides

durante 20 minutos a 300 atmosferas. Se retira entonces el sobrenadante por decantacion, quedando en moviles progresivos y

el fondo el pellet o sedimento seminal. con buena
morfologia.

Inmediatamente se le afiade 0.6 mL de medio de incubacién, muy lentamente, dejandolo resbalar por la

pared del tubo para no romper el sedimento espermatico.

De esta manera, y sin homogeneizar, se introduce el tubo preparado en la incubadora a 37°C y un 6% de

CO,, con posicion ligeramente inclinada y se deja en reposo durante aproximadamente 30-60 minutos. En

este periodo se produce el ascenso de los espermatozoides moviles y capacitados hasta el

sobrenadante.

De la porcion méas superficial de este sobrenadante se recogen 0.5 ml que seran utilizados para la

inseminacién (Fig. 1). Se debe comprobar la calidad de la recuperacién mediante la realizacion de una

REM (Recuperacién de Espermatozoides Moviles).

Gradientes | El fundamento radica en que solo los espermatozoides mejores pueden vencer la dificultad que Conseguimos una - Menor
de densidad | representan los gradientes de densidad y llegar hasta el fondo del tubo donde seran recogidos con una mejor recuperacion recuperacion

pipeta. (Fig. 2).

Se preparan 2 6 3 tubos conicos, segun volumen de semen. En cada tubo ponemos primero el gradiente
de mayor densidad, recubriendo la mayor parte del interior y seguidamente resbalando por la superficie
del tubo, dejamos caer lentamente el gradiente de menor densidad para evitar romper la interfase entre
ambos.

Repartimos el volumen de semen (1mL) en los tubos conicos encima del gradiente de menor densidad. A
continuacion se centrifuga a 300 atmdsferas durante 15-20 minutos, y posteriormente se rescata con una
pipeta el “pellet” obtenido, llevandolo a otro tubo donde es lavado dos veces con medios adecuados en
proporcion 1:5 mediante centrifugados durante 5 minutos a 300 atmdsferas. Durante estos lavados se
elimina el sobrenadante y se resuspende el “pellet”.

Tras el segundo lavado se resuspende el “pellet” nuevamente con 0,5mL de medio de cultivo y se deja en
el incubador o bafio seco hasta el momento de realizar la inseminacion.

de espermatozoides
moviles en muestras
normozoospérmicas.
Muestras mas
limpias por que los
leucocitos y el
detritus son
eliminados.

Menor cantidad de
leucocito ROS
(menor dafio
mitocondrial y del
DNA).

espermatozoides
moviles
progresivos en
malas muestras.
Requiere mas
tiempo y una
mayor inversion
econdémica.
Existe un
potencial riesgo
de endotoxinas,
aunque sea bajo.
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|.  INDICACIONES DE FERTILIZACION INVITRO Y TRASFERENCIA
EMBRIONARIA

A. Factores Femeninos:

1. Factor Tubarico de Infertilidad: trompas de Falopio obstruidas
o0 dafadas, las cuales pueden ser causadas por enfermedad
inflamatoria pélvica o cirugia reproductiva previa.

a. Patologia tubéarica no susceptible de solucionar con
microcirugia.

b. Casos de funcién tubéarica deficiente, sin obstruccion,
luego de un periodo de infertilidad de 2 6 mas afios con
tratamientos convencionales. Dependiendo de la edad de
la mujer, la FIV puede aplicarse luego de un periodo mas
corto de infertilidad.

c. La obstruccion tubérica bilateral de las trompas de
Falopio de tipo infeccioso y especialmente iatrogénica
para esterilizacion, En todos estos casos se debe
considerar la FIV como terapéutica primaria, dado el mal
prondstico con otras alternativas.

2. Endometriosis Pélvica: extensas consideraciones al respecto
se analizan sobre Endometriosis Pélvica e Infertilidad. La
fisiopatologia subyacente de la endometriosis asociada a
infertilidad es compleja y puede involucrar una combinacion de
factores que incluyen la distorsion de la anatomia pélvica por
presencia de procesos adherenciales, mayor produccién de
sustancias prostanoides e incrementada actividad peritoneal de
macréfagos, entre otras. Las estrategias terapéuticas
estandares incluyen la ablacién quirdrgica a través de varias
técnicas y la supresion de la produccién hormonal con varios
agentes hormonales: 7 agonistas de la hormona liberadora de
gonadotropinas  (a-GnRH), danazol y progestagenos,
fundamentalmente. Cuando estos tratamientos convencionales
han fallado, la FIV ofrece tasas exitosas de embarazo similares
a las obtenidas en aquellas pacientes con infertilidad tubarica.

3. Factor Cervicall/ Infertilidad Inmunoldgica: la presencia de
factor inmunolégico puede establecerse a través de una prueba
postcoital francamente anormal, astenozoospermia marcada en
el espermiograma rutinario, luego de reversién quirargica de
pacientes vasectomizados, o por la presencia de anticuerpos
antiespermatozoides identificados en el semen y/o en los
tractos reproductivos masculino y femenino.
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a. Las principales opciones terapéuticas en estos casos
incluyen el tratamiento de infecciones coexistentes del
aparato genital, Ul asociada con HOC y la terapia
inmunosupresiva. La eficacia de esta ultima con el uso de
corticoesteroides no esta bien establecida, pero sus efectos
secundarios y riesgos pueden llegar a ser significativos.

b. Luego de dos afos de infertilidad la FIV debe considerarse y
aun mas temprano en mujeres mayores de 35 afios. Ante la
presencia de niveles significativos de anticuerpos
antiespermatozoides circulantes en la paciente, una fuente
de proteina que no sea el suero materno debe utilizarse en
la suplementacion del medio fertilizante.

4. Otras Indicaciones:
a. Exposicion in atero al Dietilestilbestrol (DES):

i.  Su prescripcion durante el embarazo fue abandonada en
1971 debido al elevado riesgo de aparicion de
adenocarcinoma de células claras en el cérvix y vagina de
los nacidos vivos de sexo femenino. Su empleo
indiscriminado antes de ese afio ha resultado en la
presencia de alteraciones en el potencial reproductivo de
aguellas mujeres que no desarrollaron la neoplasia, y que
se ha demostrado se ven afectadas de un mayor riesgo de
pérdida gestacional, aborto recurrente, embarazo ectopico,
incompetencia cervical y labor pre-término.

. El grado de riesgo esta en relacion proporcional a severidad
de anomalias uterinas identificables con la SG,
histerosonografia o histeroscopia diagnéstica.

iii. Las tasas de embarazos clinicos con la FIV en estas
pacientes son similares a aquellas obtenidas en mujeres con
patologia tubarica. Si se logra el embarazo es mandatorio en
ellas un seguimiento cauteloso para descartar embarazo
ectdpico.

b. Esterilidad Multifactorial. Se trata de parejas portadoras de
varios y simultaneos factores femeninos y masculinos de
infertilidad que imposibilitan el proceso reproductivo, y en los
cuales han fracasado previamente varios intentos con
tratamientos convencionales.

c. Alteraciones Hormonales. Pacientes anovulatorias que luego de
varios ciclos de tratamiento con diversos esquemas O
protocolos de induccion de la ovulacion, no han alcanzado el
éxito.

B. Factor de Infertilidad Masculino:
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En esta causa se incluye la disminucion del conteo de espermatozoides y
obstruccion. Una detenida evaluacion de la pareja infértil puede determinar la
presencia de factor masculino primario en aproximadamente el 40% de casos.

a. Los parametros seminales normales en el espermiograma
convencional incluyen concentracion de espermatozoides
mayor de 20 x 10%/mL, motilidad tipo A del 25% o motilidad
progresiva (A+B) superior a 50% y mas de 14% de
morfologia normal.

b. Las anomalias en el analisis seminal pueden ser Unicas o
mas frecuentemente, multiples: oligozoospermia,
astenozoospermia, teratozoospermia, fundamentalmente, y
sus respectivas combinaciones.

c. En los casos de factor masculino leve o moderado la
inseminacion intrauterina (IUl) con semen preparado, junto a
un esquema de hiperestimulacién ovérica controlada (HOC)
puede ser la solucion.

1. Total de espermatozoides métiles (TEM) < 7x10°%: el
tratamiento de eleccion es la inyeccion
intracitoplasmica de espermatozoides (ICSI).

2. TEM >8x10° y <15x10°% FIV en casos de infertilidad
de 2 o mas afos de duracién, con previos ciclos
fallidos de [UL.

3. TEM >15x10° conducta similar a la de infertilidad
inexplicada.

C. Infertilidad Inexplicada o Idiopética:

Es por definicion, un diagndstico de exclusion en aproximadamente el 10%
de parejas infértiles evaluadas en las cuales no es posible identificar una
etiologia especifica. Una bateria diagnostica completa que generalmente
incluye, como minimo: espermiograma, histerosalpingografia (HSG) (con o
sin laparoscopia-histerosonografia o histeroscopia), y documentada
deteccién de la ovulacion, no encuentra factor de infertilidad primario, solo o
asociado.

a. Pueden someterse a ciclos de IUl con HOC antes de considerar
la aplicacion de fertilizacion in Vitro, en cuyo caso las tasas
exitosas de embarazo son buenas, inclusive superiores a las
conseguidas en pacientes portadoras de factor tubarico puro de
infertilidad.

b. Adicionalmente, la FIV en estos casos puede servir como
método diagndstico, dado que defectos intrinsecos de los
gametos pueden manifestarse a través de una tasa de
fertilizacion disminuida, pobre calidad morfologica del ovocito o
desarrollo embrionario anormal como fenémeno de clivaje
retardado o excesiva fragmentacion.

c. En los principales reportes estadisticos (8) ocupa el
tercer lugar ente las indicaciones de la FIV y deber ser aplicada
en casos de infertilidad inexplicada de duracion de 3 o mas
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afios, 0 mas tempranamente si se trata de mujeres mayores de
35 anos.

II. SITUACIONES PUEDE IMPEDIR EL ESTABLECIMIENTO DEL
EMBARAZO:

a. El desarrollo de los foliculos y el tiempo de ovulacion es impredecible
y la ovulacidbn puede ocurrir sin signo alguno o por el contrario
puede no ocurrir en el ciclo monitoreado. Esto impide cualquier
posibilidad de obtener évulos viables.

b.
C.

d.

h.

i
J-

En raros casos no se obtiene ningun évulo.

Los Ovulos obtenidos pueden no ser normales o no estar
maduros.

Los resultados de los exdmenes de sangre y ultrasonido y/u
orina muestran que los ovarios han tenido muy poca o mucha
estimulacién, y no es aconsejable realizar la extraccion de
ovulos.

El ultrasonido demuestra que no hay foliculos, o sélo hay un
foliculo desarrollandose.

Por cualquier razén el esposo es incapaz de producir las
muestras de semen necesarias.

La fertilizacion normal, o el desarrollo adecuado de los
embriones, o la implantacion del embrion a la pared uterina no
ocurre.

Los oOvulos fertilizados no contindan desarrollandose como
embriones.

El (los) embrién (es) no se desarrolla normalmente.

Cualquier otra circunstancia imprevista que impida que se lleve a
cabo cualquier paso de procedimientos en el laboratorio,
impidiendo que se obtenga el embarazo.

. RIESGOS Y COMPLICACIONES DEL PROCEDIMIENTO: La
fecundacion in vitro exige un compromiso fisico, emocional, financiero y
de tiempo considerable.

1.

Hematomas por las inyecciones repetitivas. Muchos
medicamentos para la FIV se tienen que administrar por medio de
inyeccion, con frecuencia varias veces al dia.

Sindrome de hiperestimulacién ovéarica (OHSS, por sus siglas en
inglés), que causa una acumulacion de liquido en el abdomen vy el
torax. Los sintomas comprenden dolor y distension abdominal,
aumento rapido de peso (10 libras en 3 a 5 dias), disminucion de
la miccién a pesar de tomar mucho liquido, nauseas, vomitos y
dificultad para respirar. Los casos leves se pueden tratar con
reposo en cama, mientras que los casos mas graves requieren
drenaje de liquido con una aguja.

Los estudios médicos hasta la fecha han concluido que los
farmacos para la fertilidad no estan ligados al cancer de ovario.
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Los riesgos del retiro del évulo comprenden reacciones a la
anestesia, sangrado, infeccidbn y dafio a las estructuras que
rodean los ovarios, incluyendo el intestino y la vejiga.

Existe un riesgo de embarazos mdltiples cuando se coloca mas
de un embrion en el Utero. El hecho de llevar mas de un bebé a la
vez incrementa el riesgo de parto prematuro y bajo peso al nacer;
sin embargo, incluso un solo bebé nacido de una fecundacion in
vitro corre un mayor riesgo de ser prematuro y tener bajo peso al
nacer. No estéa claro si la FIV incrementa el riesgo de defectos o
anomalias congénitas.Los embarazos multiples pueden requerir
hospitalizacion prolongada de la madre y/o los bebés como
también admisiones adicionales en el hospital.

Embarazo Ectépico: existe un riesgo superior al 3%, en relacion a
los embarazos espontaneos.

Después de la extraccion de los Ovulos puede que sienta
molestias moderadas o agudas tales como:

i. Sangrado vaginal.
ii. Malestar.

iii.  Infeccion genital.

Ilv. Sangre en la orina o sangrado de los ovarios los cuales

pueden requerir excepcionalmente tratamiento quirdrgico.

v. Puncién de un asa intestinal u otra parte de la anatomia.

vi. Torsion ovarica.

vii.  Los propios de la anestesia.

En la mujer de edad avanzada se incrementan los riesgos de
complicaciones durante el embarazo y para la descendencia.

Riesgos de transmision de enfermedades de padres a hijos:

Riesgos psicologicos: se describe en ocasiones aparicion de
trastornos psicologicos significativos como:

Sintomas de ansiedad y sintomas depresivos, tanto en el
hombre como en la mujer.

En algunos casos, pueden surgir dificultades en la relacion de
pareja (sexual y emocional).

Niveles elevados de ansiedad en el periodo de espera entre la
aplicacion de la técnica y la confirmacion de la consecucién o
no del embarazo, asi como ante los fallos repetidos de la
inseminacion.

IV. FASES DEL PROGRAMA DE FERTILIZACION IN VITRO

El programa de fertilizacién in Vitro y transferencia embrionaria consta de las
siguientes fases o etapas:
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Fase clinica.

Fase de recuperacion ovocitaria.

Fase de laboratorio de reproduccion asistida.

Fase de transferencia embrionaria.

Control de la fase latea y diagnéstico de embarazo.

moowz>

FASE CLINICA: El procedimiento de obtencion del gameto femenino se
puede realizar en dos circunstancias:

Ciclo Natural: Se denomina al ciclo ovarico natural o espontaneo (sin
aplicacibn de hormona gonadotropina coriénica, HCG) es posible la
recuperacion de un ovocito, desarrollo in Vitro de un embrién y su
transferencia Unica a la cavidad uterina.

Tiene las siguientes desventajas:

a. Bajas tasas de embarazo por la ineficacia clinica con la transferencia
de un solo embrion.

b. Requiere de una técnica de monitoreo 0 seguimiento minucioso para
determinar el pico enddégeno de la hormona luteinizante (LH) v,
ocasionalmente, obliga a realizar la recuperacion ovocitaria en horas
fuera de trabajo.

Hiperestimulacién Ovérica Controlada: consiste en la estimulacion de
un crecimiento folicular mdultiple y sincronizado, obtencién de varios
ovocitos maduros y viables, disponibilidad de un mayor nimero de
embriones para la transferencia intrauterina y/o intratubérica,
circunstancias que se asocian a mayores posibilidades de lograr
gestaciones exitosas.

Los esquemas y drogas mas usualmente utilizados son los siguientes:

Citrato de Clomifeno asociado a gonadotropina menopausica
humana u hormona foliculo estimulante urinaria.

Gonadotropina solas. Estos protocolos usan HMG-Massone, u-FSH
o r-FSH, solas o combinadas a diferentes dosis, inicio y duracion de
la administracion. Dado los inconvenientes que pueden acarrear
como pico prematuro de LH enddgena, cancelaciones, embarazos
multiples y sindrome de hiperestimulacion ovarica (SHO), también
deben ser utilizadas con supresores del pico de LH.

Agonistas de la Hormona liberadora de gonadotropinas asociados a
Gonadotropinas: HMG, u-FSH o r-FSH, solas o asociadas.

iv.  Protocolo largo de a-GnRH asociado a la r- FSH. La administracion

del agonista se inicia preferentemente en la fase lutea media del ciclo
previo (dia 21) a una dosis habitual de 1 mg/dia (0.2 mL s.c) de
acetato de Leuprolide hasta confirmar la supresion hipofisiaria y se
continua mitad de dosis (0.5 mg/dia o 0.1 mL s.c) durante todo el
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periodo de estimulacion ovarica hasta la administracion de la HCG.
Esta supresion se logra a los 10 a 14 dias del uso del agonista,
comprobando el estado de quiescencia ovarica por ultrasonido y
determinacion hormonales, para dar inicio a la administracion r-FSH
desde el dia 3 0 4 del ciclo en tratamiento a dosis individual variable
e intramuscular (i.m.) segun la edad de la paciente, cirugias ovaricas
anteriores, respuestas en ciclos previos, sindrome de ovarios
poliquisticos, factores de riesgos para una HOC, etc.: < 25 afios: 150
Ul/dia, entre 25 y 30 afios: 150-225 Ul/dia, 31 a 35 afos: 200-250
Ul/dia y > 36 afios: 250-300 Ul/dia.

v. En pacientes mayores de 38 afios o con inadecuada respuesta previa
a la HOC, se debe utilizar el protocolo de microdosis de a-GnRH (50
ug cada 12 horas) iniciado el tercer dia de finalizada la toma de
anticonceptivo oral durante 21 dias en el ciclo previo (levonorgestrel,
0.25 mg; etinilestradiol, 0.05 mg) y la estimulacion intramuscular con
r-FSH a dosis de 300-450 Ul/dia después del quinto dia. A partir del
dia 6 de la administracibn de la gonadotropina se inicia el
seguimiento ecografico transvaginal y determinaciones séricas de
estradiol (E2) y progesterona (P4) para documentar el desarrollo y
crecimiento de los foliculos, niveles de esteroideogénesis ovarica y
detectar un probable incremento en los niveles de P4 que pueden
aparecer inmediatamente antes de que ocurra el pico endogeno de
LH.

b. En todos los casos, independientemente del esquema utilizado, se
administra via IM 5000 Ul o preferentemente 10000 Ul de gonadotropina
coriénica (HCG) cuando el crecimiento folicular alcance el diametro
requerido (17-18 mm), endometrio de al menos 8 mm de espesor con
apariencia de halo trilaminar y niveles de estradiol de 100-150 pg/mL por
cada foliculo, con objeto de inducir la ruptura folicular aproximadamente
36 a 38 horas mas tarde.

c. La mujer debe ser sometida a ecografias transvaginales regulares para
examinar los ovarios y a exdmenes de sangre para verificar los niveles
hormonales.

d. Se han esgrimido varios argumentos en contra de la hiper estimulacion
ovarica:
i.  Disconfort.
ii. Mayor necesidad de anestesia general para la recuperacion
ovocitaria.
iii. Periodo corto de recuperacion antes de realizar otro intento y
aparentemente una carga emocional mayor.
iv.  Mayor incidencia de embarazos multiples con sus conocidas
complicaciones obstétricas y neonatales.

3. FASE DE RECUPERACION OVOCITARIA: Consiste en una cirugia

menor, llamada aspiracién folicular para retirar los évulos del cuerpo de la
mujer y es un procedimiento que normalmente se realiza en forma
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ambulatoria en el cuarto de procedimiento. En raras ocasiones, se puede
necesitar una laparoscopia pélvica para retirar los évulos.

Aspiracion folicular:

a. La aspiracion folicular para recuperacion ovocitaria se lleva a cabo 34
a 36 horas de la administracion de la dosis ovulatoria de HCG.

b. EIl procedimiento se debe realizar en el cuarto de procedimientos con
la paciente en posicion de litotomia dorsal, Bajo sedacion intravenosa
y mediante puncion transvaginal bajo guia ecogréfica de los foliculos
ovaricos, utilizando una aguja de aspiracion descartable de 17gy de
300 mm de largo .

c. Se aplica una presion negativa de 100-120 mmHg mediante un
sistema o bomba de aspiracion y el liquido aspirado se colecta en un
tubo de 15 ml mantenido previamente a una temperatura de 370 C
en bafo seco.

d. La succidén se inicia el momento que la aguja punciona al foliculo y se
la mantiene hasta que éste se colapse totalmente, como se puede
apreciar en el monitor del ecografo.

e. El operador debe alinear la imagen sonografica de varios foliculos en
el mismo plano para minimizar el nimero de punciones en el interior
del ovario, iniciando por el de localizacion mas superficial de tal
manera de proseguir con los foliculos adyacentes. La aguja de
aspiracion es lavada con medio de cultivo, antes del procedimiento y
luego de ser retirada de la vagina para recuperar ovocitos retenidos
en su interior y los tubos son transportados inmediatamente al
laboratorio situado junto al cuarto de procedimientos.

f. La asepsia y antisepsia del canal vaginal se la realiza con solucion
salina y al final de la aspiracién se debe examinar detenidamente la
probable presencia de lesiones sangrantes en las paredes vaginales
y/o cuello uterino.

g. Administrar rutinariamente antibioticos profilacticos
perioperatoriamente para evitar el riesgo de infeccion local o pélvica
doxiciclina 100 mg oral cada 12 horas por 3 a 4 dias o azitromicina
1g oral como dosis Unica.

h. Este tipo de recuperacion ovocitaria presenta varias ventajas sobre la
via laparoscopica: facilidad de puncidn en casos de extensas
adherencias pélvicas con inaccesibilidad ovarica, menor morbilidad,
menor tiempo de exposicion anestésica, eliminacion del potencial
riesgo de acidificacién del liquido folicular por el biéxido de carbono
utilizado para el neumoperitoneo vy, finalmente, tiempo de
recuperacion mas corto.

4. FASE DE LABORATORIO DE REPRODUCCION ASISTIDA:

A. Identificacion y Clasificacion de los ovocitos
En la estacién de trabajo del laboratorio, que tiene instalada la camara
de flujo laminar, el contenido del tubo es inmediatamente vertido a un

plato de reconocimiento donde se observan e identifican los oocitos
para luego realizar un lavado de los mismos en un plato de cuatro
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pozos que contiene medio. Esto se realiza bajo la lupa de un
estéreomicroscopio de reconocimiento que posea una platina térmica
que estabilice la temperatura del procedimiento en todo momento. El
Ooocito aparece usualmente rodeado de una cantidad variable de
células del cumulus ophorus y de pequefios coagulos sanguineos
provenientes de la aguja de coleccion que deben ser delicadamente
disecados con la punta de una aguja 23g. Cuando el CCO es localizado
es necesario clasificar su grado de madurez en base a su volumen,
densidad y condicion de las circundantes células de la corona y
cumulus.

Si el ovocito es claramente visible este momento, la presencia del
cuerpo polar nos indica que ha alcanzado el estadio de metafase Il y de
que, habitualmente se trata de un ovocito maduro y preovulatorio.
Existen reportes relacionando la apariencia del CCO con el estado de
madurez y capacidad de fertilizacion del ovocito.

La clasificacion ovocitaria tomard en cuenta los siguientes parametros:
estado nuclear, caracteristicas del ooplasma, espesor de la zona
pelicida, apariencia de las células de la corona radiata, grado de
expansion del cimulus ophorus y aspecto de las células de la granulosa,
para, segun ellos, agruparlos en el esquema sefialado a continuacion.

Diversos estadios de maduracion del ovocito humano encontrados en el

laboratorio de FIV:

- Vesicula germinal: se trata de un ovocito muy inmaduro. No existe
expansion de las células circundantes que se encuentran
aparentemente dispuestas alrededor del ovocito. Un gran nucleo (la
vesicula germinal) todavia se encuentra presente y ocasionalmente
puede ser visualizada con microscopio invertido. Ocasionalmente
pueden madurar in Vitro a partir de este estadio, luego de
preincubarlos 24 horas antes de su inseminacion.

- Metafase I: el ovocito se encuentra rodeado por células de la corona
yuxtapuestas y éstas a su vez, por células del cumulus ophorus
densamente dispuestas alcanzando un tamafio méaximo de
aproximadamente cinco veces el diametro ovocitario. No se observa
vesicula germinal y la ausencia del cuerpo polar nos indica que se
encuentra en metafase |. Pueden ser preincubados in Vitro por 12 a
24 horas antes de su inseminacion.

- Metafase Il o Preovulatorio: es el nivel 6ptimo de maduracion
apropiado para unafertilizacion exitosa. Las células de la corona
rodean al ovocito pero estan totalmente radiantes; el cuerpo polar ha
sido extruido y el cimulus se encuentra expandido en una delicada
masa que puede ser estirada faciimente.

- Postmaduro: el ovocito se visualiza facilmente como una esfera
palida. Escasas células de la corona se encuentran disociadas del
ovocito. El cimulus es muy profuso pero aun celular. Eventos tardios
de este estadio incluyen la condensacion del cimulus en pequefias y
retractiles gotas negruzcas, entre otros.

40



Vi.

Norma de Técnicas de Reproduccion Asistida

- Luteinizado: el ovocito se torna dificil de visualizar debido a su gran
palidez. El cumulus se ha fracturado y convertido en una masa
gelatinoso periférica. Tienen escasa probabilidad de fertilizacion.

- Atrésico: las células de la granulosa se han fragmentado adquiriendo
una apariencia similar a encaje. El ovocito es muy oscuro y dificil de
identificar.

Se prosigue con el periodo de incubacién, sea cual fuere el sistema
utilizado, los platos conteniendo los ovocitos son introducidos a la
incubadora con 6% de CO2 y humidificada para su cultivo celular.

Simultaneamente, se recolecta la muestra de semen del esposo
mediante masturbacion y se procede a su preparacion y capacitacion.

. Inseminacion:

La mezcla del espermatozoide y ovulo se denomina inseminacion.

El espermatozoide del hombre se coloca junto con los évulos de mejor
calidad y se almacenan en una camara ambientalmente controlada. El
espermatozoide generalmente entra en (fertiliza) un ovulo unas cuantas
horas después de la inseminacion.

Si el médico considera una baja posibilidad de fecundacioén, el personal
del laboratorio puede inyectar directamente el espermatozoide dentro del
ovulo (inyeccion intracitoplasmica de espermatozoides-ICSI por sus
siglas en inglés).

. Constatacion de la Fertilizacion: cuando el 6vulo fertilizado se divide y

se convierte en un embrion; el personal de laboratorio lo vigilara
regularmente para asegurarse de que esté creciendo de manera
apropiada. En aproximadamente cinco dias, el embrion tiene varias
células que se estan dividiendo activamente.

i. Dia 1: A las 18-20 horas de inseminados se procede a retirar
las células de la corona y del camulus que rodean al ovocito
para facilitar la visualizacion, con microscopio invertido, del
ooplasma y verificar la fertilizacién. EI método de diseccién
debe llevarse con cuidado con objeto de evitar la exposicion
del ovocito fertilizado a cambios de temperatura y pH.

La presencia de dos pronucleos y dos cuerpos polares indican
una fertilizacion normal, ademas de zona pellcida regular e
intacta y citoplasma claramente saludable; una variedad de
hechos pueden, ademds, ser observados en caso de
fertilizacion normal: el citoplasma usualmente es ligeramente
granular mientras que el del ovocito no fertilizado es
completamente claro y sin rasgos caracteristicos; el citoplasma
puede aparecer de color café u oscuro y degenerado; la forma
del ovocito puede variar de perfectamente esférica hasta
totalmente irregular. La presencia en la periferia citoplasmatica
de un halo claro de 5 a 10 um de grosor es indicador de una
buena activacion y reiniciacion de la meiosis.
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Ovocito fertilizado: la observaciéon de los pronucleos debe
llevarse a cabo en un lapso apropiado, antes que sufran un
proceso de singamia-clivaje embrionario con fertilizacion
anormal que hace imposible distinguirle de aquellos con dos
pronucleos. Aunque la presencia de dos pronucleos confirma
la fertilizacion, su ausencia no necesariamente indica falla de
la misma y puede representar activacion partenogenética o
demora en el tiempo de aparicién de uno o mas de los eventos
involucrados en el proceso. Posteriormente se retiran los
ovulos fertilizados de las gotas o pozos de inseminacion, se
transfieren a nuevos platos conteniendo medios de cultivos
nuevo y equilibrado 12 horas antes y se los introduce a la
incubadora para las futuras 12 a 24 horas de cultivo.

Dia 2: La visualizacion a las 40 horas verifica el fendmeno de
division mitética o clivaje con la presencia de embriones
divididos tipicamente en 2 a 4 ceélulas o blastémeras,
permitiéndonos la valoracion de la calidad embrionaria de
acuerdo a su morfologia; numero (tasa de division celular),
tamafio y regularidad de las blastomeras, tiempo requerido
para el clivaje, presencia o ausencia de vesiculacion,
fragmentacion y granularidad del ooplasma; y, por ultimo,
espesor o0 apariencia de la zona pelucida.

D. FASE DE TRANSFERENCIA EMBRIONARIA:

Dia 3: En el dia 3 los embriones clivados poseen entre 6 a 8
blastomeras y constituye el estado y tiempo adecuado para ser
transferidos. Los embriones que presentan un proceso rapido
de clivaje, con buen nimero de blastbmeras al momento de la
observacion, parecen poseer mejor potencial de implantacion.

La transferencia de blastocistos en dia 5 6 6 tiene la ventaja de
lograr una mejor sincronizacion entre el estado embrionario y
el grado de receptividad endometrial, asi como el de detectar
aguellos embriones incapaces de desarrollarse después de la
activacion del genoma cigético debido a defectos genéticos o
metabdlicos.

Dia 5. Blastocisto: Una vez observados los embriones segun
su morfologia, se transferiran solo 1-2 Blastocistos. La
transferencia embrionaria no es un procedimiento quirdrgico
por lo que se realiza en el cuarto de procedimientos para lo
cual se utilizan catéteres fabricados con sustancias plasticas
no-toxicas que varian en relacion con su longitud (20-23cm),
diametro (3.5-5.0 French), caracteristicas de la porcion distal,
grado de flexibilidad y memoria. El biélogo colocara el o los
embriones en el interior del catéter de transferencia estéril
junto a un pequefio volumen (20 a 30ul) de medio de cultivo,
gue estabilice correctamente el pH para optimizar el trabajo en
el medio ambiente.
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Transferencia del embrion: Los embriones son colocados
dentro del Utero de la mujer de 3 a 5 dias después del retiro y
fecundacion del oOvulo. El procedimiento se hace en el
consultorio del médico mientras la mujer esta despierta:

a. Paciente en litotomia dorsal se utiliza un espéculo

vaginal estéril y el cuello uterino con su orificio
externo es limpiado con similar medio de cultivo para
retirar el exceso de moco y/o secreciones vaginales.
Habitualmente la introduccién trans-cervical del
catéter no ofrece dificultades, caso contrario se
deben intentar varias maniobras incluyendo un
reajuste del espéculo y/o de la posicion de la
paciente, doblar ligeramente el extremo distal del
catéter en relacién con la posicion uterina, emplear
catéteres mas rigidos, etc.

Utilizar guantes sin talco y presionar suavemente la
jeringa estéril de 1mL que va conectada al catéter
para depositar delicadamente el contenido del
mismo a 1 6 2 cm por debajo del fondo uterino,
siempre guiado por ultrasonido transabdominal para
asegurarnos la perfeccion de la maniobra, ademas
de permitir a la paciente o pareja observar en el
monitor del ecografo la correcta transferencia de sus
embriones. Es importante evitar, en lo posible, el
trauma endometrial durante el procedimiento dado
gue aparentemente minimas cantidades de sangre
fresca pueden reducir las tasas de embarazo.

Luego de la transferencia el catéter es sometido en
el laboratorio a una inspecciébn microscopica y
lavado con medio de cultivo para identificar o no
embriones retenidos; en este ultimo caso se vuelve a
cargar el catéter y se procede a una transferencia
adicional que al parecer no compromete
significativamente las tasas de embarazo, si se la
realiza de manera atraumatica.

Una vez que se ha completado el procedimiento la
paciente permanece en ligera posicion de
Trendelemburg por 10 minutos en el cuarto de
procedimientos y permanece otros 30 minutos
adicionales en su habitacion, antes de recibir el alta
con las consiguientes instrucciones:

Descanso por el resto del dia. El reposo completo en cama no es
necesario, a menos que haya un aumento del riesgo de presentar el
sindrome de hiperestimulacion ovarica (OHSS, por sus siglas en inglés).
La mayoria de las mujeres regresan a sus actividades al dia siguiente.

Tomar pastillas diariamente o hacerse aplicar inyecciones de la hormona
progesterona durante 8 a 10 semanas después de la transferencia del
embridn. La progesterona es una hormona producida en forma natural
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por los ovarios que ayuda a engrosar el revestimiento del utero, lo cual
facilita la implantacion del embriéon. Muy poca progesterona durante las
primeras semanas del embarazo puede ocasionar un aborto
espontaneo.

Regresar a los 12 a 14 dias después de la transferencia del embrion
para poderle hacer una prueba de embarazo.

Se le orienta sobre las posibles reacciones por las cuales debe acudir
inmediato:

1. Fiebre de mas de 38° C (100.5° F).

2. Dolor pélvico.

3. Sangrado abundante por la vagina.

5. CONTROL DE LA FASE LUTEA Y DIAGNOSTICO DEL EMBARAZO

V.

a. La suplementacion lutea en las TRA se realiza con:

I.  Progesterona oleosa que ocasiona intenso dolor local en el sitio
de la inyeccion por su caracter de solucion oleosa.

ii.  vaginal. micronizada de progesterona a dosis de 200mg cada 8
horas utilizando un aplicador plastico para facilitar su
administracion.

b. Seguimiento de la fase Iutea: Las determinaciones séricas
secuenciales de E2, P4 y HCG; las determinaciones secuenciales de
esta ultima han demostrado, en embarazos iniciales normales, una
tasa de incremento del doble cada 36 0
48 horas.

i. Valores bajos de P4 y/o E2 en esta etapa sugieren la posibilidad
de embarazo ectopico o amenaza de aborto, siendo en estos
casos mandatorio un seguimiento mas estrecho.

ii. En ocasiones niveles extremadamente bajos de E2 conducen a la
suplementacién con 17-Beta estradiol por via oral a dosis de 2 a 6
mg/dia hasta alcanzar niveles 6ptimos.

c. Ecografia transvaginal: se realiza entre la 4ta a 5ta semana pos
recuperacion ovocitaria para demostrar la presencia de uno o mas
sacos gestacionales, asi como su viabilidad. En el embarazo normal,
un saco gestacional intrauterino puede detectarse por ecografia
transvaginal cuando la concentracion sérica de a.HCG alcanza
aproximadamente 2.000 mUI/ml, pero en otras ocasiones su aparicion
es mucho mas tardia.

FERTILIZACION INVITRO CON DONACION DE OVULOS:

A. Procedencia de évulo donado:

i. Donantes andnimos: cuando no existe vinculo familiar o de
amistad.

ii. Donantes abiertos o conocidos: Se permite la donacion
abierta o conocida cuando la donante y la pareja receptora
tienen vinculo familiares o de amistad, siempre y cuando
exista un acuerdo mutuo por escrito y se establezcan los
derechos legales a la pareja.
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El 6vulo puede proceder de bancos o bien de la captura ovular de la donante
simultdneamente que la receptora esta siendo preparada.

B. Estudios de la donante:

iv.

Realizar un reconocimiento médico que incluye su historia
clinica completa, antecedentes personales, familiares y un
examen fisico con citologia cervicovaginal.

Ultrasonografia pélvica y estudios hormonales necesarios
para valorar la adecuada reserva ovarica.

Estudio a nivel sanguineo para la deteccion de
enfermedades de transmision sexual: VDRL, hepatitis B y
C, sifilis, SIDA, citomegalovirus, chlamydia, virus del
herpes | y Il, grupo sanguineo y Rh.

Para los casos de donacion para bancos: no se permite
una misma donante en méas de diez embarazos.

C. Seleccién de 6vulos procedentes de banco: Para escoger a la
donante mas apropiada a cada pareja receptora, esta ultima debe
rellenar un formulario con sus caracteristicas fisicas, grupo
sanguineo y Rh, etc. Se debera cumplir la Normativa de Banco de
Ovulos.

D. La preparacion de la donante debe apegarse al acapite IV-A: Fase
Clinica y IV-B: Fase de recuperacion ovocitaria.

E. Preparacion de la receptora:

Existes dos tipos de receptoras:

- Pacientes sin funcién ovarica, y
- Pacientes con funcion ovarica.

Pacientes sin funciéon ovéarica:

- El tratamiento de sustitucion hormonal se inicia antes
de comenzar la estimulacion ovérica de la donante,
de forma secuencial y creciente, primero con
estrégenos y posteriormente con progesterona. Se
utiiza con mas frecuencia estrégenos orales
(valerato de estradiol, estradiol oral micronizado) y
de menos uso la via transdérmica.

- Los estrégenos se inician a dosis de 2 a 4 mg via
oral, los primeros 4 dias; 4 a 6 mg los siguientes 4
dias y si fuera necesario hasta 8 mg del noveno dia
en adelante sin interrupcion.

- La evaluacion de la respuesta al tratamiento se
realiza mediante ultrasonido transvaginal y medicion
del nivel de estradiol sérico cada 4 dias. Se
considera que el endometrio es adecuado para la
implantacion cuando es trilaminar, mayor de 6 mmy
el nivel de estradiol es de méas de 200 pg/mL.

45



VI.

Norma de Técnicas de Reproduccion Asistida

Obtenidos estos parametros, la dosis se mantiene
sin modificacion. El tiempo requerido para alcanzar
esta preparacion puede ser tan corto como una
semana o tener que prolongarse hasta 7 semanas.
Mas alla de este periodo, la tasa de éxito disminuye.
El dia de la aspiracibn de la donante, se inicia
progesterona oleosa, en dosis de 50 mg/dia por via
IM o progesterona micronizada intravaginal, a dosis
de 600 mg/dia.

La transferencia de embriones se realiza en el dia 3
0 5 posterior a la captura.

El protocolo de sustitucion hormonal se mantiene
hasta la semana 9 6 10 de gestacion, si se
consigue.

Pacientes con funcién ovérica:

- Se utiliza el protocolo largo con agonistas GnRh en

fase latea del ciclo, antes de iniciar la estimulacion
endometrial con estrogenos, para neutralizar la
produccion endégena de gonadotropinas y evitar su
interferencia en la transferencia de embriones.

- Una vez que se verifica el reposo ovarico, mediante

ultrasonido transvaginal y niveles de estradiol sérico
(<30pg/mL), se inicia el protocolo de sustituciéon
hormonal al igual que las pacientes sin funcién
ovarica.

- Se realizan ultrasonidos transvaginales y/o estradiol

sérico seriados cada 4 dias para evaluar la
respuesta al tratamiento. La dosis de agonistas
GnRh se mantiene hasta el dia antes de la
aspiracion de la donante.

- Al igual que en la paciente sin funcion ovarica se

inicia progesterona el dia de la captura con dosis y
tiempo de administracion similares.

LABORATORIO DE FERTILIZACION IN VITRO

1. Area de Laboratorio

Asegure las condiciones ambientales para la estabilidad y proporcionar los
parametros 6ptimos para la fertilizacion de ovocitos y el dearrollo del
embridn, para ello debe presentar como minimo las siguientes condiciones:

a. Area con una temperatura constante entre 21 a 24 grados

b.

centigrados, evitando variaciones de temperatura.

Poseer filtros [[HEPA]] en la cabina de flujo laminar, en la
climatizacion y en la salida del laboratorio para evitar la presencia de
particulas en el ambiente.

Evitar al minimo los compuestos volatiles (VOCs), ya que podrian
contener atomos y compuestos dafinos para los embriones. Algunos
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VOCs no son filtrables por métodos normales, y por tanto hay que
emplear filtros de carbon activo con distintas concentraciones de
permanganato potésico. Es necesario recordar que esto tiene una
vida limitada por su capacidad de absorcién, asi que hay que
cambiarlos periédicamente.

Presion positiva, para evitar que cuando se abran las puertas se
entre aire sucio del exterior.

Baja intensidad luminosa.

Mantener la humedad en el 50%, sobre todo para el bienestar del
trabajo.

Funcionamiento de su sistema de alarmas.

Planta de energia eléctrica.

El control de calidad de los laboratorios de FIV debe ser estricto y
cefirse a normas internacionales.

2. Equipamiento:

S@~oa

Cabina de flujo laminar.

Microscopio invertido con 400 aumentos y contraste de fase modular
sobre una mesa anti vibratoria.

Incubador para cultivo celular, temperatura de 37°C,
concentracion con 6% de CO2 y 98% de humedad; con ocho
compartimentos interiores individualizados.

Centrifuga para procesamiento de semen.

Reloj cronémetro.

Juegos de pipetas.

Gradillas plasticas.

Material descartable: tubos para recoleccién de ovocitos y platos de
cultivo, platos de cuatro pozos para cultivos de embriones.

Medios para cultivos celular de embriones.

3. Aspectos Generales:

a.
b.

Rotular como un &rea de acceso restringido.

Cuenta con un area de vestidor con direccion unidireccional, en la
gue los bidlogos puedan cambiarse con ropa y zapatos limpios antes
de su ingreso.

Materiales de construccién del ambiente similares a la de una sala
de cirugia que permita una limpieza frecuente y adecuada. Disefiada
para proveer ambiente libre de distraccion y/o accidentes.

Ambiente seguro para cada manipulacidn y con estaciones de
trabajo de ubicacion planificada.
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