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I. Laboratorio de embriologia

En los laboratorios de embriologia se desarrollan procesos de reproduccion asistida (FIV/ICSI),
y concretamente inseminacion de ovocitos, evaluacion de fecundacion, seleccién de gametos
y capacitacion etc.. Estos procesos requieren un ambiente extremadamente controlado, en el
que no haya contaminaciones ni manipulaciones indebidas de las muestras. Se extreman las
precauciones respecto a la temperatura (24 °C ambiente y 37°C en incubadores), la presion
positiva, contaminaciones volatiles, y otras particulas.

Para mantener el aire puro, el laboratorio dispone de filtros de aire comunes y filtros de carbon
y HEPA. El material que se utiliza debe ser esteril, desechable y homologado para la manipu-
lacion embrioldgica; tras la manioulacién de una muestra, el material debe ser immediatamente
desechado, ya que la contaminacion de las muestras puede ocasionar graves repercusiones.

El acceso al laboratorio esta altamente restringido, y se debe acceder segun la normativa
para evitar las contaminaciones (vestuario, sin maquillaje o colonias y sustancias nocivas para las
células).

II. Seminograma

El seminograma o espermiograma es la prueba diagnoéstica clinica empleada para evaluar la
fertilidad masculina. Consiste basicamente en analizar la muestra de semén de manera cualitativa
y cuantitativa y a nivel tanto microscopico como macroscépico. Los parametros y examenes a
poder realizar son los siguientes:

Concentracion. Cantidad de espermatozoides por ml de muestra.

Motilidad. Clasificacion A;B;C;D dependiendo de la motilidad, desde un patrén de movili-
dad progresiva a los immoviles.

Vitalidad. Se emplea la tincion eosina nigrosina. Los espermatozoides muertos son per-
meables a las tinciones, por lo que se emplea la coloracion de los gametos para descartar-
los.

Morfologia. A la hora de seleccionar los espermatozoides son preferibles aquellos que
no presentan anormalidades morfolégicas, ya que podrin estar sujetas a aberraciones
genéticas.

Movilidad Morfologia Concentraciéon

Normal

Anormal

Astenospermia  Teratospermia  Oligospermia
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Estas pruebas son las mas comunes y aportan una
idea general de la calidad del esperma. Sin embargo se
han empezado a incluir estudios de biomarcadores, los
cuales proporcionan mayor informacion sobre la mues-
tra; los estudios mas felevantes son los genéticos: FISH,
microarray, deteccion de microdeleciones del cromoso-
ma Y, epigenética y fragmentacion del ADN (fragmen-
tacion monocatenaria o bicatenaria). Dependiendo de
las caracteristicas del esperma (concentracion, motili-

- e - 5 dad, morfologia) se recomienda un tipo de test u otro.
® . La fragmentacion del ADN puede tener varias cau-
. ‘, sas: la gametogenésis, el estrés oxidativo, el entorno, la
- L edad...En cualquier caso, el resultado de la fecundacion
° 8 ‘s e por un espermatozoide con ADN danado es un embridn

Seleccion espermatica

inviable y en la mayoria de casos ocurre el aborto (aun-
que pueda llegar a desarrollarse, el feto no llega a nacer
Vivo).

Se pueden emplear distintos métodos para seleccionar los espermas, dependiendo del procedi-
miento que se vaya a realizar posteriosrmente.

Swim up. Esta técnica consiste en seleccionar los espermatozoides con mayor capacidad
motil. Se centrifuga la muestra y se anade medio sin resuspender el pellet; los esper-
matozoides con mayor motilidad son capaces de desplazarse al nuevo medio, por lo que
trasncurrido el tiempo de incubacion, se recoge este medio para la fecundacion.

Gradiente de densidad. Esta estrategia aprovecha la diferencia de densidad de los diferen-
tes componentes seminales y la movilidad y morfologia de los espermatozoides. Los mas
moviles (tipo A 'y B) conseguiran atravesar mas rapidamente las diferentes capas de los gra-
dientes hasta situarse en el fondo, mientras que los tipo C y D junto con otros componentes
seminales (restos celulares, plasma seminal) quedan en capas del gradiente superiores.

Sperm-slow. En esta técnica de recuperacion de esperma se emplean sustratos de acido
hialurénico; los espermatozoides capacitados, expresan receptores de AH, por lo que los
espermatozoides immovilizados se seleccionan para la fecundacién. En este ensayo se
observan los espermatozoides immovilizados por la cabeza, pero con gran motilidad en la
cola.

Columnas de anexina. Consiste en la captacion de espermatozoides apoptéticos por me-
dio de sustratos magnéticos en la columna. Esta técnica se basa en la presencia de fosfa-
tidilserina en las membranas de las células apoptoticas; el sustrato magnetico es capaz de
unir la fosfatidilSer y por lo tanto no deja eluir los gametos apoptéticos.

IMSI. Consiste en la seleccion de espermatozoides por morfologia, y se emplea mayormen-
te en ténicas de FIV

Pagina 2



. ’
Embriologia Laura I. Sarasola
a Density gradient centrifugation b Swim-up
Centrifugation for 20 mins at 1,600 rpm
- =—= Place tube at
) | 45°angleand
incubate for #7" .
1 hour & \
= —p
+—Seminal plasma Motile sperm
=== White blood cells and debris Sperm [— - 5“'i"|" up into
) i =1 top layer
Upper phase ! —Abnormal non-matile sperm pracesing { o
45% ¢ medium \
w1 —Interphase - O
Lower phase ] i ooy B Nornwi b |
Soh e lf%i s et *5;5’
Era)

Magnet

Binding of sperm
to annexin V-labelled
beads retains damaged

retd ‘- Unbound sperm
sperm inside column

eluted freely

aronic acid

e

Motile sperm organelle
morphology examination

% 6,000

vacuole

/1o,

ITI. Fecundacion in vitro - Transferencia embrionaria

La fecundacion in vitro convencional consiste en la union del évulo y el espermatozoide en el
laboratorio, para posteriormente implantarlo en el endometrio de la madre. Pararealizar la FIV,
se requieren varios 6vulos y se realizan varias fecundaciones para asegurar la formaciéon de un

embrion viable. El proceso es el siguiente:

1. Estimulacion hormonal de la mujer. Para poder conseguir varios évulos se debe controlar
el ciclo hormonal de la mujer; se emplean analogos o antagonistas de la hormona libe-
radora de gonadotropinas -GNRH- (reguladora de la secrecion de hormonas LH y FSH),
inhibiendo la secrecién hipotalamica de GnRH. De esta manera se previenen las ovulacio-
nes espontaneas. De esta manera, la menstruacién podra ser controlada por las hormonas
administradas exogenamente.

Extraccion de ovulos. Se realiza una puncion folicular para extraer el liquido; se limpia
el foliculo para arrastrar las células foliculares no deseadas y se aspira el 6vulo para su
extraccion. El proceso se realiza con instrumentos especializados y mediante visualizacion
ecografica. El dvulo extraido debe ser maduro, por lo que debe estar en la metafase (un
cuerpo polar unido).

Unién de o6vulo y espermatozoide. Tras seleccionar las muestras, se incuban el évulo y
espermatozoide para que suceda la fecundacion espontaneamente. Se observa la fecun-
dacion y el desarrollo del embrién hasta el estadio mérula o blastocisto.

4. Implantacion ene el endometrio. Tras la fecundacion y desarrollo inicial del embrion se
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implanta en el endometrio de la mujer. 15 dias después de la implantacion se realiza una
prueba de embarazo.

I In vitro fertilization ‘

Este méods de reproduccén asistda 1, La produoddn del dvulo es esiimulada
consiste en la fecundacidn exiena de a través de terapia hormonal,

un dvulo y un espermatozoide. Ambas Crvule production stimulated by
oélukas son extraidas desde los -. ]

jprogenitores, inducéndose su unidn en
o laboratono, para postenormente
inplandar e o los embriones resultantes
en |as paredes uterinas de la madre.
This method of asssted reproduction

3. Se provee
esperma

COmsesls on the exiel (=] i Dy O
the ovube and sperm Baoth cells
are extracted from the parents, induang
theair uneon na lab 1o kater implant the
resulting embryo or embryos in the

motheer's wierine walls.

5. Los dvulos fecundados
son introducidos al Gbero
5. Fertiized eggs
nireduced inlo ulenus

2. Los dwulos son
sacados ded ovano,
2. Creules retrieved
from ovary

4. Los dvulos y la esperma
s combinan para permilic
la fecundacidn.

4, Owvules and sperm are
combi

IV. Técnicas de microinyeccién-ICSI

La técnina de reproduccion asistida ICSI (Fecundacion In vitro Intracitoplasmatica con microinyec-
cion) consiste en la inyeccion de un solo espermatozoide en el évulo. La obtencién y seleccién
de gametos se realiza de la misma manera que en al FIV convencional.

1. Microinyeccion. Se seleccionan los espermatozoides previamente realentizados por PVP.
Se recogen en posicion para la fecundacion y se insertan directamente al 6vulo rompiendo
la membrana.

2. Observacién. A las 16 h de la fecundacion se obserevan los prondcleos. A los 2 dias se
forma el blastomero de 4 células y se duplica al 3 dia con 8 blastomeras. Al cuarto dia
se puede observar la mérulay al quinto el blastocisto; en estos Ultimos estadios se puede
implantar en el endometrio. Al sexto dia el blastocisto es expulsado del revestimiento zona
pelucida.

3. Seleccion de embriones e implantacion. Antes de la implantacién se seleccionan los em-
briones con mayor viabilidad; solamente se pueden implantar 3, y en la mayoria de los casos
se implantan 2. Los embriones seleccionados se recogen en catéteres que son insertados
en el Utero para se depositados en el endometrio. Si el endometrio no esta receptivo, se
crioconservan las muestras para su préxima implantacion.

V. Criopreservacién

La criopreservacion consiste en la congelacion de évulos, esperma o embriones para su préxima
aplicacion. Las razones de criopreservar las muestras pueden ser varias, desde la preservacion
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por quimioterapia hasta criopreservacion social. Actualmente se relaizan dos tipos de criopreser-
vacion de distinto procedimiento:

Congelacion lenta. Esta técnica es mas antigua y la tasa de supervivencia es bastante
baja.

Bitrificacion. Consiste en la congelacién immediata de la muestra y requiere un tratamiento
previo. Primero se deshidrata la muestra para sustituir el medio por compuestos crioprotec-
tores; las muestra se sumerge en soluciones de bitrificacién de concentracion ascendente,
hasta que el medio haya sido totalmente sustituido. Una vez la muestra este crioprotegida
(1 min) se recoge con el cryo-top, de manera que la muestra queda en la punta y se libera
del exceso de medio crioprotector. Se sumerge en nitrogeno liquido a -196 °C y se conser-
va en congelacion. El proceso de desvitrificacion se realiza de manera rapida, exponiendo
la muestra congelada directamente a 37 °C; la muestra se estabiliza extrayendo el medio
crioprotector

En la crioconservacion es muy importante identificar las muestras adecuadamente; en la
muestra debera constatar el tipo de muestra, fecha, identificador...es decir toda informacién ne-
cesaria para conocer bien la muestra.

En la crioconservacion del embrion, se deshace la zona pellcida; las técnicas para este pro-
cedimiento pueden ser la inyeccion, la aspiracion o rotura por laser. También se aplican esta
técnicas en ICSI, cuando la zona pellcida presenta mayor resistencia a la inyeccion.
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