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INTRODUCCION.—

En julio de 1978, en la ciudad de Londres
(Inglaterra), Louise Brown dio a luz una nifa
sana y robusta que fue concebida por un proce-
dimiento de FERTILIZACION ASISTIDA; gra-
cias a los Dres. STEPTOE y EDWARS.

Desde aquel entonces, se crearon muches
centros capacitados en diferentes ciudades del
mundo, luchando per lograr ese objetivo, que es
el de ayudar a Ia pareja infértil; stendo les re-
sultados muy variables, logrando selamente al-
gunos el éxito esperado .

A continuacién presentamos la primera se-
rie Peruana lograda integramente en nuestro
pais, que marca el inicio de una nueva era en el
adelanto médieo que ayuda a la pareja a coense-
guir el hijo no logrado.

MATERIAL Y METODOS.—

Para la primera serie Peruana de Fertiliza-
cién Asistida por Procedimientos de Alta Com-
pejidad, fueron seleccioinadas 20 parejas que ha-
bian recibido diversos tratamientos de infertili-
dad por un minimo de 48 meses antes de ser
incorperadas al programa.

De los 20 cases, todos con antecedentes de
infertilidad primaria, 5 tenian un periodo de in-
fertilidad 1 — 5 anos, 13 variaban entre los 6 -
10 afios y 2 casos llegaban a tiempos de inferti-
lidad de 11 — 15 afes. (Tabla N° 1).

* (Clinica Santa Isabel. Lima - Peri.

En 9 casos se identificaron factores de in-
fertilidad de tipo tubérico peritoneal y/o uterine
en una o mas combinaciones, 6 casos presenia-
ban factores de tipo maseculino con 4 pacientes
azoospérmices, y 5 casos fueron problemas de
etiologia desconocida o idiopatica.

Las edades de las pacientes fluctuaron en-
tre los 23 y 39 afios, comprendiendo un caso de
20 — 25 afes, 8 casos de 26 — 30 anos, 7 casos
de 31 — 35 afios y 4 casos de 36 — 40 afos. (Ta-
bla N¢ 2).

Protocolo de Estimulacion.—

Los protocolos de estimulacién ovarica fue-
ron iniciados 8 dias antes de la menstruacion con
20 UI de LEUPROLIDE (AGONISTA GNRH)
(LUPRONT R ABBOT), por via subcutiuea.
A partir del segundo dia del ciclo, la dosis de
Leuprolide se redujo a 10 Ul hasta el dia de apli-
cacién de HCG ~ 10,000 UI (Pregnil® Organon)
via IM. El segunde dia del ciclo, se inicio tam-
bién la administraeién de FSH 75 UI (Metro-
dine® SERONQ). EI FSH se administro en do-
sis de 2 ampollas a las 8 am. y 2 ampollas a las
8 p.m. durante tres dias consecutivos. El dia 5°
del ciclo se inmici6 el monitoreo ecografice ufili-
zando un equipo de ULTRASONIDO MARCA
KRETZ (AUSTRIA) MODELO COMBISON
310 — EQUIPADO CON TRANSDUCTOR DE
240° Y CON SISTEMA DE PUNCION Y RE-
CUPERACION ELECTRONICA °*’,
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El mismo dia, fue practicado el primer do- ;,E;t
saje de ESTRADIOL por radioinmunoensayo.
Cuando el ESTRADIOL sobrepasé los 100 GRAFICA N* 8 — CARA 1

pg/ml, la désis diaria de FSH 75 Ul (Metrodine )
fue reducida a 2 ampollas a Ias 8 p.m. hasta que
el dlagnostlco ecografico registré foliculos de 13
mm. de didmetro ‘mayor. A partir de ese dia, la
estimulacién ovérica eontinué corn 2 ampollas de
FSH 75 UL-LH 74 Ul {Pergonal). La dosis IM.
se aplicé diariamente a las 8 p.m. hasta que fue-
ron identificados folieulos de 20 mm. Al dia si-
guiente, se administré a las pacientes 2 ampollas
IM de HCG ( Pregml) y 36 horas después se

efectud la recuperacién de los ovocitos.

El protecolo de estimulacién fue registrade
en fichas especlalmen,te disefiadas que permitie-
ron al paciente llevar un control personal (Gra-
fica N2 1), y al grupo de trabajo establecer las
relaciones necesarias y registrar los indicadores
relativos durante todo el proceso de estimulacién

(Grafica N° 2).

CRECIMIENTO Y DESARROLLO
FOLICULAR.—

Se realizo ecografia basal en los dias 1 — 2
del cicle para determinar la presencia de foliculos
residuales que pudieran alterar el crecimiento de
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los otros feliculos reclutados. En dos casos se
realizaron punciones de estos foliculos persisten-
tes en los dias 5 y 6 respectivamente; siendo en
una de 15 mm. y en otro de 20 mm.

En todas las pacientes se continué realizan-
do la monitorizacion ecografica en forma diaria,
observandose un crecimiente promedio de 2 — 3
mm./diario.

El desarrollo felicular se monitorizé ade-
mas de la ecografia, con la valoracion del moco
cervical, medicién del endometrio, medicién del
canal endocervical y con el estudio del colpoci-
lograma.

ASPIRACION Y FECUNDACION IN VITRO.

Las soluciones d¢ DULLBECO (Gifco y
HAM F 10 (Gifco) fueron preparadas con agua
ultrapura obtenida de un equipo desionizador en
serie de 3 columnas de lecho mezelado y filtro de
1 um. El agua utilizada para preparar los me-
dios registraba una conductividad de 1 micro-
Siemens por centimetro.

La solucién de DULLBECO fue ajustada a
una osmolaridal de 280 mili-ogmoles por kilo,
suplementada con 10,000 UI por litro de HE-
PARINA (Abbot) y esterilizada por filtracién
en un sistema CORNING de 0,22 UM.

La solucion HAM F 10 fue igualmente ajus-
tada a 280 mOsm/ Kg, esterilizada por filtra-
cion y suplementada al 7% con suero de cordén
umbilical inactivado a 56° C. por 5 horas.

La Aspiracién de los foliculos se practico
bajo anestesia general (PENTHOTAL y HALO-
THANE) con equipe de Ecografia con Sistema
de Recuperacion Electronica por via TRANSVA-
GINAL. El transductor vaginal fue acondicio-
rado con guias para agujas de aspiracion N° 15
de 25 cm. de longitud.

La aspiracion se realizé a través de estas
agujas econ una jeringa hipodérmica de 20 cc.
(TERUMO) pre-cargada con 2 cc. de solucion
de DULLBECO.

El fluido aspirado fue trasvasado a un tubo
de cultivo de 15 cc (Faleén) y conducido rapi-
damente al laboraterio.

El laboratorio de Fertilizacion Asistida fue
instalado en el Area quinirgica, a unos pasos de
la sala de operaciones y esta equipado con una
Camara de Flujo Laminar (FORMA SCIENTI-
FIC), un microscépio estereoscépico (OLIM-
PUS), un microscopio invertido (REICHERT),
una incubadora para 37° C./5% C0:/100% hu-
medad (FORMA SCIENTIFIC), una Centrifu-
ga (ROLCO); ademas del equipo necesario para
ultrapurificar el agua, preparar y almacenar los

medios y disponer el material pldstico descar-
table .

En el laboratorio, el fluido aspirado fue ra-
pidamente distribuido en Capsulas 3002 (FAL-
CON ) .para identificar los ovocitos con ayuda del
microsedpio estereoscopico. Utilizando una Pipe-
ta PASTEUR, les ovocitos fueron trasladados en
una pequena gota, a otra eapsula y conducidoes
al microscépio invertide para ser clasificados, Fi-
nalmente, con un tiempo de trabajo aproximado
de un minuto, los ovocites fueron lavados en
HAM F 10 y depesitades en una capsula NUNC
de 4 wells, en la que pasaron a la incubadora.

La identificacién del evocite fue inmedia-
tamente eomunicada a sala de operaciones, para
proceder a la aspiracion de un nuevo foliculo.
En caso negativo, el mismo foliculo fue lavado
con solucién DULBECO hasta conseguir la aspi-
racion e identificacién del ovocito. En cada as-
piracion se efectudé un registro, con todos los da-
tos. pertinentes. (Grifica N° 3).

Una vez terminada la aspiraeicn de todos
los foliculos y los ovecitos almacenados en la in-
cubadora, se inicié la preparacién del semen.

El eyaculado, obtenido por masturbacion,
después de 3 — 5 dias de abstinencia sexual, fue
evaluado en términes de concentracion y meotili-
dad en una Camara de MACKLER (SELF-ME.
DICAL INSTRUMENTS), y separado a través
de una fraccon de PERCOLL (SIGMA) al 75%,
por centrifugacién a 7000 RPM por 5 minutos.
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TRANSFERENCIA Y FASE LUTEA.

Las Transferencias en trompa, en estado de
pronicleo (PROST) o de embrién {(TET) se
efectuaron por Laparoscopia bajo anestesia gene-
ral (PENTHOTAL y HALOTHONE) utilizan-
do un laparoscopio de doble entrada (WOLF) y
catéteres tipo MARS (COOK). Las transferen-
cias tipo PROST se realizaron 20 — 24 horas
post-inseminacion y las TET, 40 — 49 horas des-
pués, con embriones en diversos estades de de-
sarrollo,

Todos los procedimientos fueron ambulato-
rios, las pacientes fueren dadas de alta 5 horas
después de la transferencia, recomendandoles 3
dias de reposo en cama,

Las transferencias en ttero (FIV-TE fue-
ron practicadas por via vaginal, conduciendo los
embriones a través de una canula de FRYDMAN.

CRAFICA N+ 3

Eliminado el sobrenadante (restos de eyacu-
lado y Percoll) los espermatozoides fueron resus-
pendidos en 5 cc de HAM F 10- 7% de suero
y centrifugado a 3000 RPM por 7 minutos. La
ultima muestra fue resuspendida en 1 cc de me-
dio y nuevamente evaluada en la Camara de

MACKLER.

Dos o tres horas después de la aspiracion,

Jos ovocitos fueron inseminados con una mues-
5 . -

tra de 10° espermatozoides por cc. en la Capsula

NUNC.
OBSERVACIONES:

A partir de las 12 horas de inseminacién
los ovocitos fueron monitoreados a través del mi-
croscépio invertido para identificar los proni-
cleos y el clivaje ulterior.

En los casos en que fue necesario continuar
el clivaje, los ovocitos fecundades fueron incu-
bados en Capsulas 3037 (FALCON) con HAM
F 10 suplementado al 15% con suero de cordén
inactivade.

PROST
Lolea o
FECHA DA DO3SI3 DE PAOLUTON 100
Y Y Q0 {Recuperacion)
Y S *1 {Transterencis)
R S 2 G.12 m
PR S +«3 0,30 mi
Y S . 4 €30 mi
Y Sy . «5 .30 m!
- ofa . . 8 .30 mi
SRR 0.20 »  H,C.G. 5000 UI
- Ao e . -8 0,30 mi
[ S -9 0,30 mi
R S - +10 Q.60 ml
PR JERY S 11 1 ml
Y S S *12 2,80 mi
[ S +13 1 m
Y Dy «14 0,80 mi
Y SV S 15 t ml
- -I-‘ [ +18 0,50 ml
R R 17 1 me
Iy Y 1 0,50 ml
Y S 19 Subunidad Bels de HCG

GRAFICA No &
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La fase Liitea fue controlada con désis va-
riable de PROLUTON 100 (Progesterona cris-
talina ), a partir del dia de la aspiracién de ove-
citos, en los casos de FIV-TE y del segundo dia
post-transferencia en los easos de PROST y TET.
A partir del 7to. dia post-transferencia se utihi-
z6 ademas 5000 UI de HCG (Pregnil) '. El do-
saje de la sub-unidad beta se realizé 19 dias des-
pués de la aspiracién y en las pacientes beta-po-
sitivas, la primera ecografia transvaginal a las
4 semanas de la transferencia.

RESULTADOS Y COMENTARIO.—

De las 20 pacientes admitidas en la Prime-
ra Serie Peruana de Fertilizacién Asistida por
Procedimientos de Alta Complejidad, 16 inieia-
ron el ciclo de estimulacién en forma sinerénica
y 4 permanecieron con retraso menstrual hasta
por 5 dias.

Los 20 procedimientos se realizaron entre
los dias 1° y 9 de Marzo de 1990, en las instala-
ciones de la Clinica ““Santa Isabel”, registrando-
se 3 casos de hiperestimulacion leve y 2 casos de
hiperestimulacion moderada. Todos los casos
evolucionaron favorablemente.

En dos casos se realizaron aspiraciones pre-
liminares, por guia ecografica transvaginal, de
folieulos persistentes que hubieran dificultado el
crecimiento de los otres foliculos.

Induccion de la Ovulacion.

La fase de estimulacion se inicié el dia 19
de Febrero y duré entre 10 y 14 dias. En pro-
medio se utilizaron 27,3 ampollas de FSH 75
UI — (Metrodine) y 5,5 ampollas de FSH 75 Ul
— LH 75 UI (Pergonal) por paciente.

El LEUPROLIDE AGONISTA Gn RH
(Lupront), se aplicé durante todo el ciclo de es-
timulacien, favoreciendo notablemente la res-
puesta ovarica debido a que produce una cas-
tracién eliniea a nivel hipotalamo-hipofisiarie
que facilita la aecién de hormonas exégenas en
la estimulacién ovérica’. '

Fecundidad in vitro

El laboratorio de Fecundacién in wviiro,
acondicienado segun se explicé en la seccion an-
terior, fue sometido a las mas exigentes medidas
de seguridad, tanto en esterilizacion ambiental
como en lo referemnte a ingreso y cireulacion de
personal. A pesar de esto, se presento un caso
de contaminacién del cultivo probablemente de-
bido a una irregularidad en el transporte del

~ fluido aspirado, desde la sala de operaciones has-

ta el laboratorio.

En el caso referide fue necesario adelantar
la transferencia de les ovocites en estado de pro-

~ micleo a una paciente seleccionada para FIV-TE.,

Los resultados de la aspiracién de ovocitos
fueron en general muy buenos. Se identificaron
un total de 179 ovocitos, de los cuales, 129 eran

. madures en estado de metafase II, 13 eran in-

maduros sin vesicula germinal (metafase I), 9
eran inmadures con vesicula germinal (Profase),
2 eran post-madures {corona irregular y pig-
mentados), 4 llegaron al Laboratorio en estado
atrésico v 22 fueron identificados rotos o frac-

turados (ZF). (Tabla N° 3).

El promedio de ovecites maduros por pa-
ciente varié entre 2 y 14 con una media de 6,45
ovocitos maduros por caso.

Estos valores permitieron, en la mayoria de
casos, seleecionar solo los ovoeites madures para
inseminarlos. En los casos que se comsiguié po-
cos ovocites maduros y algunos inmaduros, estos
fueron ““madurados” in vitro e inseminades en
tiempos diferidos. A diferencia de su centra-
parte femenina, las muestras maseulinas presen-
taron diversos factores de variacién tanto cuali-
tatives como cuantitativos. Las muestras de eya-
culado tuvieron concentraciones que variaron en-
tre 42 y 300 x 10° espermatozoides/cc., econ ran-~
gos de mortalidad de 20 a 100%.

Después de la seleccién en PERCOLL, los
porcentajes de motilidad fueron mas uniformes.
(X = 80,75% ) pero las concentraciones se man-
tuvieron igualmente dispersas (1 — 50 x 10%sp-/ec.)
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TABLA N¢ 3

Ne Inmaduros Inmadures Maduroes Post-mad. Atres. Fract.
I (pref.) (M 1) (M I1)
1 — — 8 — — 2
2 _ — 2 — — —
3 — 3 6 — 1 —
4 — — 3 — — 3
5 — — 5 — — 2
6 — 4 5 — —_ —
7 — — 7 — — —_—
8 — — 5 — —_— 1
9 — —_ 7 — — —
19 —_ - 5 — — -—
11 1 — 2 —_— —_ —
12 — — 13 —_ — 4
13 —_ —_ 14 — 1 3
14 — — 7 — — —
15 — — 5 — 1 6
16 4 — 10 — — —
17 — 5 9 — 1 1
18 — — 6 — _— —_—
19 — — 3 — - —
20 4 1 7 1 — —
20 9 13 129 2 4 22
X 0,45 0,65 6,45 0,2 1.1
{Tabla N° 4). En todo caso, la mayoria de prue- 8 60 100 40 100
bas tuvo éxito al primer intento, siendo necesa- ? 150 60 15 20
rio reinseminar los ovocitos unicamente en 3 de 10 110 80 40 85
los 20 casos. 11 26 56 10 70
12 85 60 25 80
13 60 50 20 80
TABLA N° 4 14 50 50 10 70
15 150 40 25 80
16 42 20 1 60
EYACULADO PERCOLL 17 60 35 20 20
- 18 75 50 10 75
Esp/ML Mouv. Esp/Mi. Mow. 19 53 50 17 85
Ne o (z106) (%) (x 105 (%) 26 95 60 25 80
1 45 50 15 20
2 300 80 50 95 20
X 109,75 55,75 21,75 80,75
3 160 50 7 08
4 210 80 30 990
5 70 50 1o 70 En total fueron inseminados 146 ovocitos,
6 200 60 30 80 129 madures y 17 *‘madurados”, lo que hace
7 200 50 45 75

un promedio de 7,3 ovocitos por paciente. De
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estos, 91 (X = 4,55) fecundaron cen la prime-
ra inseminacién, presentindose un solo caso de
2 ovocitos con tres prontcleos que fueron reti-
rados en la primera evaluacion.

De los casos en que fue necesario reinse-
minar, 2 requirieron un segundo intento para
la totalidad de ovoeitos obtenidos: consiguiendo

uterina, adelantada por contaminacion en una
paciente seleccionada para FIV-TE; las otras dos
fueron tubdricas en pacientes seleccionadas para

PROST.

En los 17 casos restantes los embriones per-
manecieron en cultivo por diversos periodos de
tiempo que en ningiin caso sobrepasaron las 48.

TABLA N° 5
Ovocitos Ovocitos Fecund. Fecund, Fecund.
e maduros “madurados’ normal. Reins. Reins. tripl.
1 8 —_ 8 — — S
2 2 —_— 2 — — S
3 6 3 G — — 2
4 3 — 3 — — —
5 5 — 5 — — —_
6 5 4 7 — — —
7 7 —_— 1 6 1 —
8 5 —_ 4 — _ —
9 7 —_— 7 S S —_
10 5 — 3 — —_ —
11 2 — 2 - — _
12 13 — 11 — — _
13 14 — — 14 9 —
14 7 — 6 —_ — _
15 5 —_ 5 — _ —_
16 10 — — 10 6 —
17 9 5 6 — — _
18 6 — 5 — — _
19 3 — 2 — —_ _
20 7 5 8 — _ —
X 6,45 0,85
20 129 17 91 10 16 2
4,55 1,5 0.8 0,1

fecundar 16 de los 30 ovecitos remanentes. (Ta-
bla N¢ 5). Esta diferencia se debe a que los
ovocitos reinseminados ya habian permanecido
por 12 a 18 heras en ineubacion para un primer
intento, y algunos habian vencido el grado de
maduracion necesario para fecundar.

Tres de las transferencias fueron efectua-
das con ovecitos en estado de pronicleo, entre
las 20 y 24 horas post-inseminacion. Una fue

horas. De estos, 13 fueron transferencias tuba-
reas (TET) y 4 fueron uterinas (FIV.-TE).
Durante todo el procedimiento in vitro, ca-
da etapa fue evaluada en forma independiente.
De esta manera, de los 179 ovocitos aspirados,
148 fueron clasificados aptos para inseminacion
(82,68% ), y de estos 91 fecundaron en la pri-
mera inseminacién (61,48% ) y 30 fueron rein-
seminados logrdndose 16 nuevas fecundaciones

(53,33%).
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En total se obtuvieron 107 cigotos (72,29
%) y en los 17 casos con desarrollo invitro se

lograron 80 embriones normales (74,76%).
(Tabla N° 6).

pacientes que no menstruaron anfes del dia 19,
se realizo el dosaje de la sub.unidad beta, regis-
trandose 3 casos positivos.

A la 4ta. semana post-transferencia se rea-

TABLA N°¢ 6
3 3 8
O 33 § X
& 5 3 3 £ % 3 3
¢ 5 5 g F - ~ = -
< S ‘5; g IS e 3 3 8 B 2
S & S & S 38 & S S & S
1 8 3 100 8 [ — 8 100 o 75,0
2 2 2 100 2 — _ 2 100 2 100.00
3 10 9 90 6 _— — 6 66 .66 4 66 .6
4 6 3 50 3 — — 3 100 —_ _
5 7 5 71 .4 5 _ — 5 100 5 100
6 9 9 100 ¥ — — 7 77,7 6 85,7
7 7 7 100 1 6/1 16.6 2 28°5 2 100
8 6 5 83,3 4 — — 4 80,0 2 50
9 7 7 100 7 — — 7 100 5 71 .4
10 5 5 100 3 — — 3 60 3 100
11 3 3 100 2 — _ 2 66,60 2 100
12 17 13 76,4 11 _— — 11 84 .6 11 100
13 18 i4 77,7 —_ 14/9 64.2 9 62,2 4 44 .4
14 7 T 100 6 6 6 6 85,7 4 66,6
15 12 5 41,6 5 — — 5 100 5 100
16 16 10 62,5 S 10/6 60 6 60 — —_—
17 16 14 37,5 6 — — 6 42.8 6 100
18 6 6 100 5 S S 5 83.3 5 100
19 4 4 100 2 —_ — 2 50 — —
20 13 12 92,3 8 S S 8 66,6 8 100
20 179 148 82,6 91 30/16 53.3 107 72,2 80 74,7
X 8.95 7,4 — 5.05 — —_ 5,35 S 4.7 —

Estos calculos estadisticos otorgan un buen
calificativo a tedo el proceso de clasificacién, fe-
cundacién y clivaje.

Fase Lutea y Embarazos.

La medicacion de la fase lutea fue progra-
mada en fichas especiales para los casos de
PROST (Grafica N® 4) y FIV-TE (Grafica N°
5). Las désis correspondientes a los tres prime-
ros dias fueron aplicadas en el domicilio de las
pacientes para evitar riesgos innecesarios. En las

lizé la primera ecografia transvaginal y se deter-
miné que de los 3 casos sub-unidad beta positi-
vos, uno practicade por FIV-TE en una paciente
con antecedentes de tuberculosis utero-tubarica,
llevaba un embarazo simple. En los dos casos
restantes, logrados por procedimientos TET, se
identificé un embarazo multiple con tres em-
briones y un embarazo simple (Tabla N° 7).
Evaluande estadisticas, esta primera seric ha te-
nido un éxito de 25% para el procedimiento
FIV-TE, y para los procedimientos TET un
15.38% .
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TABLA N° 7

Casos  Procedimiento Embarazos Porcentaje

4 FIV . TE 1 simple 25%

2 PROST
13 TET 1 multiple (3)

1 simple 15,38%
1 PROST-utero
(contaminade) -—— -

CONCLUSIONES.—

Después de superar una serie de dificulta-
des, hemos concluido la Primera Serie Peruana
de Fertilizacion Asistida.

Al presentar este informe preliminar, se
han visualizade les 5 embriones con sus activi-
dades cardiacas, cursando aproximadamente las
8 semanas.

Para el mes de Noviembre del afio en curse
se espera el nacimiento de los primeros 5 nifios
peruanos logrados por Fertilizacién Asistida.

Eslos nacimientos seran el resultado de un
gran esfuerzo humano y tecnelégice, realizado
por primera vez integramente en nuestro pais,
ubicando a Ja Medicina Peruana a la vanguardia
de la Medicina Mundial.

Esperando que nuestro trabajo sea el esti-
mulo suficiente para que otres grupos continuen
intentandolo hasta lograr éxitos similares.
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