FERTILIZAREA IN VITRO (FIV):

( dupa literatura de specialitate)

Def.: (1) este o tehnica de reproducere asistata, alaturi de :

inseminarea de sperma;
transferul intrafalopian de gameti (GIFT);
tehnici de micromanipulare a gametilor( ZIFT, PROST, ICSI).

Tehnica cuprinde mai multe etape:

1.) (2) Selectarea pacientilor cu infertilitate date de :

a.) Boala tubara( obturarea trompelor);

b.) Endometrioza ( este cauza cu un procent de 15% a infertilitatii);

c.) Infertilitatea de cauza masculina;

d.) Cauze imunologice.
2.) Inducerea cresterii foliculare ( 3 ):
la Tnceput ( anul 1981) se foloseau oocite (ovuli) din ciclul natural nestimulat dar
dezavantajele metodei erau mari;
din anul 1981 s-a folosit pentru prima datd pentru inducerea ovulatiei cu Clomiphene
Citrat ( CC), astfel rezultand prima sarcind gemelara;
au apdrut alti agenti cum ar fi: hMG, FSH urinar, FSH recombinat, GnRH cu agonistii
si antagonistii sai, hormonul de crestere,etc.

Monitorizarea clinica a inducerii ovulatiei ( 4) este o etapd importantd pentru a cunoaste si a
evalua nu doar cresterea foliculard ci si actiunea directd a estradioluluisi progesteronului
asupra endometrului, pentru a-i induce modificari morfologice si functionale compatibile cu o
implantare a embrionului.

Colectarea de ovule:

se face incepand cu anul 1984 cu un ac special cu ghidaj al sondei transvaginale, atasat
la o pompd automatsuctiune care mentine o presiune de 100-120 mm HG;

cu acul respectiv se punctioneaza foliculul cel mai apropiat si se goleste;

lichidul folicular obtinut va fi predat imediat embriologului pentru a identifica oocitul;
lichidul este pus de obicei in cutie Petri si se cautd oocitul sub un stereomicroscop.

Cultura de embrioni ( 5) necesitd mai multe etape:

a.) mediul de culturd: are un pH de 7,35-7,40 si contine ser fiziologic
imbogatit cu solutii complexe de saruri, vitamine $i aminoacizi;
b.) mediul inconjurator:embrionii se cresc intr-o atmosfera cu 5% CO2, 5%
02 51 90% Nitrogen, 1n conditii ridicate de umiditate.
c.) Colectarea si maturarea oocitelor:
dupa aspirarea lichidului folicular, aspiratul este pus in vase Petri si examinat la
stereomicroscop pentru evidentierea oocitelor;
se spald sangele din jurul oocitelor;
oocitul gasit se va curdfa, se va aspira in pipetd Pasteur si se transfera intr-o placa
unde din nou este spalat rapid pentru a fi trecut intr-un mediu de inseminare; se
acopera placuta si se introduce in incubator.
toate aceste manevre trebuie si dureze maxim un minut;
in timpul punctiei ovariene, sotul sau partenerul pacientei va produce sperma necesara
prin mastrubare, Intr-un recipient steril;
sperma se prepara prin eliminarea supernatantului dupa centrifugare, se adauga si alte
substante, etc.
la 4-6 ore de la colectarea de ovule se face inseminarea prin adaugarea spermei
rezultate si placuta se repune in incubator;



controlul fertilizarii se face la 16-18 ore dupa inseminare: astfel se controleaza la
microscop oul prezinta cei doi pronuclei,

embriotransferul se efectueaza la 44-48 de ore de la inseminarea oocitelor;

se aleg cei mai buni embrioni ( aici se refera probabil la Dg. de preimplantare care
se face pentru a stabili dacad acesti embrioni prezinta tare genetice, pentru a fi distrusi
si reimplantati doar cei sandtosi d.p.d.v.genetic ! ) si, cu acordul pacientei se
implanteaza 3-4 embrioni in uter, fiind in stadiul de 4-6 celule;

pacienta si pacientul pot vizualiza micii embrioni pe monitoarele speciale;

transferul intrauterin se face cu un cateter special si cu o seringd de tuberculind in care
se trag embrionii + ser. Cateterul este introdus pana aproape de fundul uterin si sunt
transferati embrionii;

pacienta va astepta doud sdptamani, dupa care dacd nu apare menstra va face
determinarea de hormon B-Hcg ( hormon ce apare in urind dacd femeia este
insdrcinatd). Daca testul de sarcina este pozitiv va urma evolutia unei sarcini.

Descrierea etapelor.

1.)

Prepararea si inseminarea spermei ( 6):

sperma este obtinutd prin masturbare intr-un recipient steril ;

se face spermograma ;

se urmareste obtinerea unui specimen cu un numdr cat mai mare de spermatozoizi cu
motilitate buna si lipsit de contaminare microbiana;

nu se cunoaste densitatea minimd de spermatozoizi necesard pentru fertilizare;
inseminarea se efectueazd la o concentratic de 50.000-200.000
spermatozoizi/ml.

Fertilizarea( 7):

fuzionartea spermatozoizului cu oul reprezintd punctul culminant al unor multitudini
de procese ;

la ejaculare spermatozoizii parcurg un fenomen de capacitare care 1i face capabili sa
penetreze oul;

apoi spermatozoidul parcurge reactia de acrozom prin care el va penetra membrana
ovulului, apoi are loc o reactie corticald prin care este blocatd intrarea altor
spermatozoizi in ou;

oul, la randul lui, inainte de fecundare este curatat si introdus in incubator, dupa care
este apt pentru fecundare.

Calitatea embrionului ( 8):

dupa 48 de ore de stat in incubator, oocitele fecundate, ajung la stadiul de 4 celule;

se face apoi evaluarea embrionilor pentru transfer si pentru crioprezervare ( tehnica
efectuata sub microscop);

Co- culturile de embrioni ( 9) :

este nevoie de un sistem de co-culturd care sa pentru a ajuta maturarea si dezvoltarea
embrionilor; astfel creste numarul de celule per embrion §i permit unui numar mai
mare de embrioni sa atinga stadiul de blastocist, comparativ embrionii de control
crescuti in medii standard,



5.) Aspectele genetice ale FIV (10) :

studiul cariotipului oocitelor a dus la concluzia ca frecventa oocitelor cu anomalii
variaza intre 24 si 35%! Cele mai comune erori sunt: ANEUPLOIDIA, DIPLOIDIA
si ANOMALIILE SRTUCTURALE.

6.) Crioprezervarea (11):

s-a dezvoltat o tehnologie in paralel care care permite depozitarea embrionilor pe
termen lung;

embrionii inghetati in nitrogen lichid de la stadiul de zigot pana la blastocist au putut
fi transferati, ducand la cresterea numarului de sarcini;

se fac studii despre potentialul genetic dupa crioprezervare, respectiv posibila
deteriorare a embrionului la temperatura camerei dupa dezghetare, crescand riscul
ANEUPLOIDIILOR!

7.) Maturarea in vitro ( 12) :

unul din cele mai mari dezavantaje in FIV este hiperstimularea ovarinana controlata
cu riscul de a NU obtine un embrion (un copil)!.

un alt dezavantaj este necesitatea existentei unor oocite proaspete, sandtoase,
nedeteriorate, competente pentru diviziune.

8.) Embriotransferul — ET (13 ):

un procent de 87,5% dintre pacientele la care s-au colectat ovule sunt capabile de
embrio-transfer, dar numai 21,1% dintre ele vor procrea ;
etapele ET sunt:

a. transferul se face de la ziua 1 dupa colectarea de ovule pana la ziua 5 in stadiul
de blastocist ;

b. este foarte important stadiul dezvoltarii endometrului;sansa cea mai mare de
implantare o are in zilele de 17-19 ale ciclului;

c. numarul embrionilor transferati este important, astfel rata sarcinilor multiple
este in concordantd cu numarul de embrioni de buna calitate transferati; in
prezent marea majoritate a clinicilor limiteaza numarul embrionilor transferati
la 2 pentru pacientele sub 35 de ani si la3 pentru cele trecute de 35 de ani;

d. embrionii sunt transferati in cateter intr-un mediu vascos pentru a falicita
transferul,

e. locul de transfer embrionar in cavitatea uterina: este in partea joasa a uterului,
crescand astfel rata sarcinii, astfel embrionii trebuie sa fie la I cm proximal de
fundul uterin;

f. dupa transfer cateterul se scoate cu grija.

9.) Faza luteala ( 14) :

intre anii 1980-1987, s-au folosit Clomiphene Citrat si hMG pentru stimularea
ovariana.

mai tarziu, datorita deficitului de faza lutealda s-a incercat o stimulare cu hCG sau
progesteron care nu a imbunatatit Tnsd rezultatul pana recent cand s-a introdus in
inducerea ovulatiei analogul de GnRH combinat cu Metropine.



10.)REZULTATE (15) :

- rata sarcinii este de 25-30% prin Gift fata de 12-19% prin FIV-ET si in prezent nu
se cunosc imbunatatiri substantiale;

- sarcinile ectopice dupa ET ( embriotransfer), au loc in proportie de 4-5%;

- rata sarcinii creste cu numarul de embrioni transferati, dar creste si numarul de sarcini
multiple;

- riscul nasterii premature ( 26-28 saptamani), este de 12,8%;

- procentul de operatii cezariene in FIV este de 45-55%,

- mortalitatea perinatala in FIV este de 45/1000 nasteri in Australia, 27 in Marea
Britania, etc.;

- procentul malformatiilor congenitale in FIV nu difera fatda de cel al populatiei
generale(?).

11.)Micromanipularea gametilor:

- tratamentul infertilitatii masculine a fost cu rezultate minime fata de cel al infertilitatii
feminine. Astfel au aparut noi sperante o data cu FIV si Embrio-transferul,

- exista trei tipuri de sperma asociate cu infertilitatea de cauza masculind: oligospermia,
teratozoospermia si astenozoospermia,

- exista trei proceduri de micromanipulare care imbundtitesc capacitatea
spermatozoizilor de a fertiliza:

a.) procedeul de zona-opening, prin obtinerea unei mici ferestre in zona
pellucida ( membrana ovariand) cu ajutorul unui microac, fiind astfel direct
expus spermatozoizilor crescind numarul de sarcini! ( 16).

b.) Insertia spermatica subzonala (SUZI), prin microinjectarea unuia sau mai
multor spermatozoizi in interiorul zonei pellucida. Un mare dezavantaj al
acestei metode este ca atunci cand se alege doar o singura sperma (!) pentru
micromanipulare trebuie intai tratatd pentru a asigura completarea reactiei
acrozomiale ( 17).

d.) injectia intracitoplasmatica de sperma (ICSI), avand avantajul de a utliza
doar o singura sperma pentru fertilizare si poate fi aplicatd in cazuri severe
de oligozoospermie ( cantitate insficientd de spermatozoizi la barbati, fiind
motiv de infertilitate), si azoospermie obstructiva ( lipsa spermatozoizilor
prin obstructia canalelor prin care ei ajung in mod obisnuit Tn sperma).(18)

Concluzii:

- fertilizarea asistata prin primele doud metode ( a si b ) prezentate mai sus nu are
mare succes in tratarea tuturor cazurilor de infertilitate masculing ,

- fertilizarea asistata s-a utilizat pentru a indeparta barierele de fertilizare in vitro, prin
dislocarea zonei pellucida, permitand astfel spermei un acces direct in ovul pentru a fi
fecundat,

- procentul de fertilitate a fost scazut!

- doar a treia metoda ( ICSI), la care se foloseste injectarea unui singur spermatozoid
(1), a dat rezultate mai bune, crescand procentul de fertilitate iar numarul de embrioni
sunt mult mai mari.

- ,MEDSANA” este prima clinicd din tarda unde se efectueazd aceasta metoda de
insamantare artificiala.




Vidul legislativ al FIV din tara noastra ( din Dosarele Provita Media

Bucuresti) :

- primul centru de fertilizare in vitro din Romania a intrat In functiune in 1995, la
Timisoara, dupa care au luat fiinta alte doua in Bucuresti. Activitatea acestor centre insa
nu are nici un suport legal.

- Parlamentul Romaniei a ratificat la 22 februarie 2001, conform Constitutiei Romaniei ,
art. 74, alin. 2, Conventia Europeana pentru protectia drepturilor omului si a demnitatii
fiintei umane, fatd de aplicatiile biologiei si medicinei, Conventia privind drepturile
omului si biomedicina, semnate la Oviedo, la 4 aprilie 1997 . S-a semnat la Paris la 12
ianuarie 1998 si Protocolul aditional la aceastd Conventia Europeana privind drepturile
omului si a demnitatii fiintei umane fta de aplicatiile biologiei si medicinii , referitor la
interzicerea clonarii fiintelor umane.

- Comisia de Obstetrica si Ginecologie a Ministerului Sanatatii si Familiei considera ca
activitatea de fertilizare in vitro se desfasoara in baza acestor acte normative care sunt
insa doar orientative, fara sa existe o lege in Romdnia care sd precizeze toate detaliile
activitatilor ce presupun interventii pe embrioni.

- Dupa un interviu realizat de Asociatia Provita Media din Bucuresti cu prof. dr. Bogdan
Marinescu, prof. dr. Virgiliu Ancar si prof. Dr. Ifrim Mircea in legaturd cu acest ,,gol
legislativ’, redam cateva raspunsuri. Prof. dr. Bogdan Marinescu, fost secretar de stat
la Ministerul Sanatatii, recunoaste ca la noi, legea care acopera fertilizarea in vitro
este legea de transplanturi si organe si tesuturi. Numai cd noi in loc sa transplantim
organe, transplantim oameni intregi, embrioni! Despre soarta embrionilor
supranumerari ne spune ca acestia raman doi ani inghetati, dupd care acestia pot fi
donati altui cuplu sau spre cercetatre! Pe plan mondial sunt tari care permit cercetarea
pe embrioni §i sunt tari care nu permit acest lucru. Noi activdm sub umbreld , a
reglementarii pe care am adoptat-o si la noiprivind protejarea genomului uman, norma
impusd de d UNESCO. Prof. Ifrim Mircea, presedintele Comisiei de Sdnatate a
Camerei deputatilor, sustine ca laboratoarele nu necesita o legislatie aparte, dar exista o
legislatie pe plan international. De asemenea ne spune cad incd NU avem o legislatie
care sd intergicda cercetdrile pe embrion §i nu avem legi care sd intergica ,,mama
purtitoare”! In Franta spre exemplu este interzisi ,,mama purtitoare”. O concluzie
tristd la care a ajuns prof. dr. Virgil Anciar, membru al Academiei medicale si seful
Clinicii de Obstetrica si Ginecologie de la Spitalul Clinic de Urgentd ,,Sf. Pantelimon”,
este aceea ca ,,...din ce In ce mai multe femei doresc sa faca copii cu sperma donata.
Avem foarte multe cereri ale unor femei singure care vor sa aiba copii, doar pentru
ele si nu le intereseazd sotul...”




Dr. Todea-Gross Christa : Ce spun alti medici despre FIV si la ce concluzii
au ajuns diferite studii medicale ?

Dupa un sudiu realizat 26 de Centre de Dg. de preimplantare din Europa, Australia si
SUA.in perioada 1993-2000 la 886 de perechi care au recurs la FIV s-au relalat
urmatoarele:

- s-au nascut 162 de copii din 123 de sarcini ( multe fiind gemelare);

- au fost folosita 47 de ovule fecundate pentru fiecare nastere, deci pentru cele 162 de
sarcini s-au fertilizat artificial 9102 de embrioni!

- 1in total s-au creat pe cale artificialda 9102 de embrioni, dintre care s-au nascut doar 162
de copii, deci un procent de 1,8%!

- 1n 132 de cazuri s-au facut alaturi de Dg. de preimplantare si alte metode invazive si s-
au constatat §i embrioni bolnavi. Astfel, s-au facut 7 avorturi terapeutice timpurii, in
primele 3 luni de sarcind si alti 9 copii au fost practic distrusi in timpul graviditatii
printr-o tehnica numita ,,reductiva’. Pentru aceasta tehnica se foloseste o substanta
numita Clorura de Calciu care se injecteaza in inima copilului si care fi va fi fatala.
Alti 2 copii au murit in timpul sarcinii. S-au nascut si 2 copii bolnavi. Deci 18 copii au
murit din cei 132, un procent de 13%; una dintre mame a avut 5 embrioni, dintre care
au fost ,,redusi”2; la altd mama care a avut 3 embrioni s-a facut o ,,reducere”, ramanand
cu 2 copii, dar a facut o infectie in sdptdmana a 22-a de sarcind si a pierdut si pe ceilalti
2 copii. (19)

Dr. Gabi Wloka - medic din Germania — afirma despre aceastd metoda urmatoarele: ,,
Metoda FIV duce frecvent la aparitia unei boli cum ar fi mucoviscidoza, o boala letald in
timp. S-a intAmplat ca 0 mama sa aiba toti copiii (4) bolnavi , motiv pentru care ei au fost
distrusi Ce se intdmpla? Prin Dg. de preimplantare se distrug si multe celule asa numite ,,cu
potential letal”. Aprox. in stadiul de morula cu 8-10 celule se pot distruge aceste celule.
In Germania exista o lege care ocroteste embrionul. Si totusi un procent de 20% dintre
femei prefera un avort decat nasterea unui copil bolnav iar 36% prefera sa nasca un copil
bolnav decat sa avorteze.
O metoda FIV costa 5000 Euro. Riscurile unei astfel de metode o reprezinta o ratd crescuta
a unor boli precum Diabet Zaharat si Preeclampsia ( o HTA grava care duce rapid la coma
si la moartea mamei). De asemenea creste rata sarcinilor multiple, in mod normal existd un
procent de 1,2% al sarcinilor gemelare dar prin FIV creste de 20 de ori! lar in 3% din cazuri
exista tripleti. Doar in Germania in ultimii 20 de ani s-au nascut 9.000 de gemeni. O femeie
poate purta In mod normal doar un copil, cu putine exceptii mai multi. De aceea FIV a dus
la mari riscuri in cazul sarcinilor multple. Astfel DZ, preeclampsia, depresii nervoase, etc.
dar si multe malformatii deoarece sunt distruse celule sanatoase prin aceste metode. In cazul
sarcinilor multiple se recurge la acele ,,reduceri” de care am amintit mai sus. Dar apari dupa
aceste ucideri frecvent depresii nervoase ale mamei.
Singura metoda prenatald nenociva este ecografia si analizele de singe ale mamei.
Toate celelalte metode moderne ( de stabilire a Dg. prenatal) sunt invazive si
constituierataciri ale medicinii ( amniocenteza etc.).
Existd in Germania o clasificare al bolilor prenatale si existd pentru fiecare din aceastd
grupa o statistica care arata procentul cererilor de avorturi al acestor copii bolnavi. Astfel au
fost impartite in 3 grupe :
- grupa I : multiple malformatii cu potential letal: boli cromozomiale, displazia osoasa,
etc. cu o rata de peste 80% al avorturilor;
- grupa II : boli cronice netratabile: spina bifida, etc. cu un procent de peste 50% al
avorturilor;




grupa III : boli usoare, tratabile, rata avorturilor fiind de peste 10% ; (20).

Prof. Dr. H.Tristram Engelhardt jr..

in cartea ,, Fundamentele Bioeticii Crestine” (21 ) afirma :” Intrucét prin FIV conceptia
are loc 1n afara sotiei, existd o rupturd dihovniceascd semnificativa (...). Functiile
sexuale reproductive si cele unitive au fost separate”. 1l da ca exemplu pe Sf. Vasile cel
Mare care sustinea cd ,, ucigas este cel ce ucide un embrion neformat sau imperfec,
intrucat acesta, desi nu e Incd o fiintd completd, era menit sa se desavarseasca in viitor,
potrivit succesiunii neaparate a legilor firii”.

autorul cartii mai afirma ca este imoral ca embrionii ,,in exces” sa fie congelati sau
distrusi si da o penitentd cuplului( 22 ) :”Pentru a nu fi vinovat de avort, un cuplu care a
produs un exces de embrioni, are obligatia prima facie de a avea copii in fiecare an,
pana cand tuturor embrionilor li s-a dat posibilitatea de a se naste”.

Concluzii: Dr. Todea-Gross Christa :

omul doreste tot mai mult sa-l inlocuiasca pe Dumnezeu si astfel s-a gandit sa
,creeze el in locul Lui atunci cand, din motive numai de El stiute, Dumnezeu intdrzie
sd dea un astfel de dar anumitor cupluri,

Fiv este o ,,alta fata nevazuta a avortului”,

conceperea unui copil NU trebuie sd se faca decat in modul natural si nicidecum
folosind alte metode, imorale, precum este ,,masturbarea”!

FIV a dus la aparitiei deja a unei alte forme de fertilizare in vitro — cea a
partenogenezei - care ne duce cu gandul spre o clonare si reprezintd o adevarata
insultd la adresa omului in general i a lui Dumnezeu in special! Aceastd metoda a
partenogenezei urmareste cuplarea a doi spermatozoizi sau a doud ovule, fiind astfel o
»sperantd” a homosexualilor de a avea copii. La ora actuald o firmd de medici din
Japonia a reusit acest lucru, urmeaza sa mai experimenteze la porci, dupa care vor sa o
faca si la oameni! (23).

FIV devine totodata o noud forma de rasism prin ,,eliminarea” embrionilor bolnavi si
»cultivarea” doar a celor perfect sdnatosi, doriti de cuplu: astfel prin intermediul Dg.
de preimplantare ( care este tratat in alt curs), embrionul este supus deja in primele
zile unor investigatii pentru a descoperi eventualele modificdri genetice i doar daca
este sandtos va fi reimplantat in uter. In acest sens, prof. Virgil Anciir sustine ci
yAvortul in cazul handicapului, se face cand vine asa zisul ,,rezultat pozitiv”, adica
este atestat handicapul prin diferite teste genetice ( vezi Dg. Prenatal ).(24).
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