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INTRODUCCION

En el laboratorio de embriologia se llevan a cabo las técnicas avanzadas dentro del marco
de las Técnicas de Reproduccion Asistida (TRA). La fecundaciéon in vitro (FIV) es un trata-
miento ampliamente utilizado dentro del grupo de las TRA. Consiste basicamente en la
fecundacion del ovocito por el espermatozoide en condiciones de cultivo in vitro, previa
obtencién y preparaciéon de gametos, y posterior transferencia de los embriones obtenidos
a la cavidad uterina. Los embriones que no son transferidos se criopreservan para su uso en
posteriores ciclos.

Para obtener el maximo rendimiento con la FIV, es indispensable disponer del mayor nume-
ro de ovocitos para inseminar, ya que asi dispondremos del mayor nimero de embriones a
seleccionar. Para ello se somete a la mujer a un tratamiento de Estimulacion Ovarica Contro-
lada que consigue un Desarrollo Folicular Multiple (DFM), ya descrito en temas anteriores.

El proceso de la fecundacion in vitro que se lleva a cabo en el laboratorio de embriologia
consiste en una serie de procedimientos que precisan de requisitos especificos y condiciones
de equipamiento que vienen recogidos en el RD 413/1996, de 1 de Marzo. Recientemente
se ha publicado una guia de buenas practicas: “Revised guidelines for good practice in IVF
laboratorios (2015)"”, Human Reproduction, 2015, en donde se revisa todo el equipamiento
necesario. En este tema desarrollaremos los distintos procedimientos que se llevan a cabo
en el laboratorio de embriologia.

1. PUNCION OVARICA, PROCESAMIENTO DEL LiQUIDO FOLICULAR
Y RECOGIDA DE LOS CUMULOS OVOCITARIOS.

La puncién ovarica se realiza en quiréfano, a ser posible contiguo al laboratorio de FIV. Con-
siste en la puncién de los foliculos ovaricos mediante una aguja de puncion folicular que va
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acoplada a una sonda vaginal ecoguiada. La aguja va conectada a un sistema de aspiracion,
y a su vez a un tubo estéril donde se recoge el liquido folicular. A los tubos se les afnade
heparina previo a la recogida del liquido para evitar la formacién de coagulos cuando el
proceso es muy hemorragico, también se les puede afadir medio de cultivo para lavado
de ovocitos. Una vez se han recogido todos los tubos se llevan a la cabina de flujo laminar
calefactada donde se buscan los ovocitos mediante inspeccion directa en estereomicrosco-
pio. Es importante mantener la temperatura de los tubos a 37°C durante todo el proceso
de puncion, por ello se debe o bien buscar los ovocitos inmediatamente tras la aspiracion
o bien mantener los tubos en termobloques calefactados hasta que se termine la puncion.

Los materiales necesarios son: tubos para puncién, placas de petri para recogida, placas de
petri para lavado, medio de cultivo para lavado de ovocitos, pipetas Pasteur de cristal fla-
meadas, jeringas insulina y agujas para deshacer coagulos, estereomicroscopio y cabina de
flujo laminar horizontal calefactada y mechero flamear las pipetas.

Una vez tenemos los tubos dentro de la cabina calefactada a 37°C vamos uno a uno, vertién-
dolos en placas de petri para la recogida previamente calentadas e inspeccionamos primero
macroscépicamente, visualizamos el cimulo ovocitario (ovocito envuelto por las células de
la granulosa) con un aspecto de moco transparente o cimulo refringente caracteristico que
luego se confirma bajo inspeccién en el estereomicroscopio o lupa (Figura 1). Se debe ins-
peccionar toda la placa y sobre todo los bordes de la misma puesto que los cimulos tienden
airse a estos. Una vez localizados el/los ovocitos, se recogen con la pipeta Pasteur y se depo-
sitan en la placa de lavado con medio de cultivo. Una vez estan todos los ovocitos en la placa
de lavado se pasan a otra placa con medio de cultivo para FIV previamente acondicionada
(minimo de 2 horas en el incubador). Los ovocitos ya recuperados se mantendran dentro del
incubador (37° Cy 6 % CO2) hasta el momento de la inseminacion.

. Células de la granulosa
Ovocito

Figura 1: Complejo cimulo-corona-ovocito.

2. INSEMINACION DE LOS OVOCITOS (DiA+0)

Llegados a éste punto, tenemos que distinguir entre las los técnicas disponibles para rea-
lizar la inseminacién de los ovocitos y conseguir la fecundacién de estos por los esperma-
tozoides, con el fin de llevarlos a cultivo in vitro hasta estadios tempranos de desarrollo
embrionario. Disponemos de Fecundacion in vitro convencional (FIV) y Microinyeccién del
espermatozoide dentro del ovocito (ICSI) (Figura 2). En funciéon de las indicaciones de la
pareja en tratamiento de reproduccion asistida, se aplicara una u otra.
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¢ Indicaciones de la FIV: se aplica a parejas con problemas de infertilidad femenina (en-
fermedad tubdarica, endometriosis) y con parametros seminales normales o moderada-
mente alterados (oligo, asteno, teratozoospermia moderadas, presencia de anticuerpo
antiespermatozoides). Tras fallos de Inseminacién Artificial (IA) y en infertilidad no ex-
plicada.

e Indicaciones de la ICSI: se emplea en parejas con problemas de infertilidad masculina
severa, con parametros seminales muy alterados (oligo, asteno, teratozoospermia se-
vera). Tras fallos repetidos de IA , tras fallo de fecundacién en FIV, en Azoospermias
obstructivas o secretoras (se obtienen los espermatozoides de aspiracién de epididimo:
o de biopsia de testiculo), en sémenes valiosos y en Diagnostico Genético Preimplanta-
cional (DGP)

La FIV consiste en poner en contacto durante varias horas y en una placa de cultivo los cu-
mulos ovocitarios (CCO) recuperados tras la puncién con los espermatozoides, previamente
capacitados, de manera que serdn los propios espermatozoides (SPZs) los encargados de
fecundar por si solos a los ovocitos. Para la inseminacion de los ovocitos con los espermato-
zoides previamente capacitados tendremos en cuenta los siguientes aspectos:

— Concentracion de SPZs a inseminar: 50000-250000 (100000) por ovocito.

- Inseminaremos varios ovocitos juntos (en placas de 4 pocillos) o bien separados uno
a uno (en microgotas).

— Tiempo de espera para inseminar: 2-6 h tras puncién

— Tiempo de inseminacién: 16-18h

FIV ICSI

Figura 2: Técnicas de fecundacién in vitro.

La ICSI difiere fundamentalmente de la FIV en que se selecciona un SPZ (con mejor morfolo-
giay movilidad) y se microinyecta en un ovocito. Este ovocito debe ser primero decumulado
(liberado de las células de la granulosa) para asi poder visualizar al microscopio su grado de
madurez nuclear (valoracion de los ovocitos) y segundo microinyectado.

Los materiales y medios necesarios son: placas de 4 pocillos, placas de cultivo en microgotas,
placas de microinyeccion (ICSI), medio de cultivo para lavado de gametos y medio de cultivo
para FIV, incubador a 37°Cy 5-6 % CO2, pipetas pasteur estiradas a la llama, microscopio
invertido con sistema de micromanipulacién adaptado.
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1° Decumulacion de los ovocitos: se prepara placa de 4 pocillos disponiendo en pocillo 1:
hialuronidasa diluida con medio cultivo, pocillos 2,3 y 4 medio cultivo. Los cimulos que son
ricos en acido hialurénico se pasan al primer pocillo con hialuronidasa mediante una pipeta
Pasteur flameada unida a mecanismo de succion manual y, aspirdndolos y expulsandolos
varias veces se decumula groseramente. En esta solucién no deben estar mas de un minu-
to. Luego se pasan los ovocitos al segundo pocillo con medio de cultivo para lavarlos de la
hialuronidasa y de aqui al tercer pocillo, en donde los ovocitos estan rodeados todavia por
algunas células de la granulosa que se irdn eliminando mecanicamente con sucesivos pases
por pipetas Pasteur estiradas a la Ilama de diferentes calibres. Una vez eliminadas todas
las células de la granulosa, los ovocitos se pasan al cuarto pocillo donde se procedera a su
clasificacién: (Figura 3)

e Vesicula germinal (VG): ovocitos oscuros que se encuentran en profase de la primera
division meidtica, se identifica claramente un nucleo en dictiotene llamado vesicula
germinal.

e M I: son ovocitos inmaduros que se encuentran en estadio de metafase de la primera
divisiéon meidtica. No se ha extruido todavia el primer corpusculo polar.

e Atrésicos o degenerados: ovocitos deformes, oscuros y sin membrana citoplasmatica
claramente definida.

e M - II: ovocitos en estado preovulatorio que se encuentran en el estadio de metafase
de la segunda division meidtica y en los que se observa claramente el corpusculo polar.

CUERPO
POLAR

VG M-I M-II M-II

Figura 3: Clasificacion de los ovocitos.

Los ovocitos M- Il son los se consideran aptos para la microinyeccién.

2° Microinyeccion de los ovocitos: una vez se tienen los ovocitos decumulados y los esper-
matozoides capacitados, se procede a realizar la microinyeccidén. Los pasos a seguir son los
siguientes:

— Colocacién y alineaciéon de las pipetas en microscopio invertido: se utilizan dos pipe-

tas, una de sujecion o HOLDING y otra de microinyeccién o ICSI.

— Preparacién de la placa de microinyeccion ( placa de ICSI): en esta placa se ponen
dos gotas de 5 pl de PVP (polivinilpirrolidona). A la derecha de estas y haciendo una
fila se ponen gotas de 5 pl de medio de cultivo tamponado, tantas como ovocitos se
vayan a microinyectar. Se cubren todas las gotas con aceite mineral.
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— En la placa de ICSI se colocan los ovocitos en las gotas de medio y los espermatozoi-
des en una de las dos gotas de PVP. Se lleva la placa asi preparada al microscopio
invertido con platina calefactada. Se bajan las pipetas y se aspira una pequefa can-
tidad de PVP.

— Se busca, captura e inmoviliza un espermatozoide: para ello se introduce la pipeta
de microinyeccion en la gota de PVP limpia y se aspira un pequefio volumen de
medio. Se pasa a la gota de PVP con espermatozoides, seleccionar uno con morfo-
logia normal e inmovilizarlo mediante un golpe en la cola con la pipeta de ICSI. Se
inmovilizan los espermatozoides para evitar que el movimiento del flagelo dafie las
estructuras celulares del ovocito y para facilitar la fecundacion, ya que con la deses-
tructuracién de la membrana del espermatozoide se facilita la descondensacion del
nucleo de éste y la posterior formacién del pronucleo masculino.

—Se aspira el espermatozoide inmévil con la pipeta de ICSI preferiblemente por la cola,
se aspira con la HOLDING el ovocito y se coloca con el corpusculo polar en posicion
de las 6 6 las 12 horarias (para evitar dafar el huso meiético que suele estar en la
porcion del citoplasma adyacente al corpusculo).

— Se acerca la pipeta de ICSI a la zona pelucida por la zona de las 3 y se aproxima el
espermatozoide a la punta de la pipeta. Se presiona el ovocito con la pipeta hasta
atravesar la zona pelucida y se aspira una pequefa cantidad de citoplasma para con-
firmar que la membrana se ha roto. Se deposita el espermatozoide en el interior del
citoplasma del ovocito y se retira la ICSI con suavidad.

Una vez se ha finalizado la microinyeccién se pasan los ovocitos a placas con medio de culti-
vo para FIV (medio para desarrollo embrionario desde d+0 hasta d+1) que previamente han
sido equilibradas en el incubador.

3. EVALUACION DE LA FECUNDACION (DiA +1)

Una vez transcurrido el tiempo de cultivo se procede a la valoraciéon de la fecundacion me-
diante observacién directa en microscopio invertido (Figura 4). Se debe realizar ésta obser-
vacion entre las 16 a 19 horas post-inseminacion.

* Fecundaciéon normal (A): visualizacién de dos pronucleos (con nucleolos en su inte-
rior) en el citoplasma del ovocito y de dos corpusculos polares en el espacio perivi-
telino.

¢ Fecundacion anémala (B): presencia de un Unico pronucleo en el citoplasma del ovo-
cito, o de tres o mas pronucleos.

* No fecundacién: ausencia de pronucleos en el citoplasma del ovocito.
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2 pn + 2cp 3pn+1cp 1 pn + 1cp

Figura 4: Tipos de fecundacion. A: Normal y B: anémala.

Los ovocitos correctamente fecundados se pasan a placa con medio de cultivo nuevo previa-
mente equilibrada en incubador y se dejan hasta el dia siguiente (D+2) donde se valorara
la divisién embrionaria.

Relacién n° PN-CP FIV I1CSI
2PN+ 2CP Continuar
1PN+ 1CP Descartar

Descartar (segun texto)
1TPN+2CP Si evoluciona 80 % diploidia Si evoluciona,
20 % diploidia

2PN+ 1CP Descartar*

>2 PN Descartar

Tabla I: Recomendaciones de cultivo en funciéon del numero de corpusculos y pronucleos.
Tomado de Cuadernos de Embriologia clinica. Criterios ASEBIR de Valoracién Morfolégica de Ooci-
tos , Embriones Tempranos y Blastocistos Humanos, 32 Edicion, 2015.* En caso de encontrar 2PN +
1CP es preciso descartar el zigoto dado que si no es partenogénesis existe riesgo de diginia, con las

implicaciones correspondientes de riesgo fetal (Carceller, 2004).

En esta tabla se representan las recomendaciones de continuar el cultivo o no en funcién de
los prontcleos y corpusculos polares observados.

4. CULTIVO EMBRIONARIO Y EVALUACION DE LOS EMBRIONES

Existen medios de cultivo de diferentes casas comerciales, todos ellos se basan en soluciones
acuosas estériles con los nutrientes necesarios para cada una de las etapas del desarrollo
embrionario y generalmente incorporan un antibiético para evitar contaminaciones.

Se pueden utilizar dos tipos de métodos de cultivo:

- Cultivo secuencial: se basa en utilizar un medio distinto (con diferentes requerimien-
tos en concentraciones de sales, aminoacidos, lactato, piruvato, etc) en funcién de la
etapa de desarrollo en la que se encuentre el embrién.

- Etapa I (cultivo corto): imita las condiciones del microambiente existente en el ovi-
ducto durante la fecundacién y el desarrollo del embrién hasta que llega al utero
(d+0 hasta d+3)
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- Etapa Il ( cultivo largo): imita condiciones del microambiente uterino, desde que
se produce la activacion genémica del embrién ( d+3) hasta blastocisto (d+5, d+6 o
d+7).

- Cultivo unico: se basa en que son los gametos o es el embrién los que van utilizan-
do los nutrientes segun sus necesidades. Dichos nutrientes estan todos en el mismo
medio (medio Unico).

En ambos métodos, las condiciones de cultivo 6ptimas son: 37 °Cy entre 5-6 % de CO2 en
el incubador para gasificar los medios y ajustar el pH. Se puede realizar el cultivo en placas
de cuatro pocillos pero preferentemente se hace en microgotas: se preparan placas de cul-
tivo con gotas de 40 ul de medio cubierta con aceite mineral. En cada gota se dispone un
embridén para asi poder seguir su grado de desarrollo.

El éxito de las TRA depende tanto de la receptividad endometrial como de la calidad em-
brionaria. Por ello es de gran importancia tanto la preparacion del endometrio como la
correcta seleccion embrionaria, la cual consiste en la eleccién del embriéon de mejor calidad
y con mayor potencial implantatorio para su transferencia al Utero. La capacidad de iden-
tificar el / los embriones de mejor calidad implica también poder reducir el nUmero de em-
briones a transferir sin disminuir la tasa de gestacion, acercdandonos mas a la transferencia
de un Unico embrién y minimizando el riesgo de embarazo multiple. El método mas habi-
tual para valorar la calidad embrionaria es el que se basa en la utilizacién de los parametros
morfolégicos, tales como el nUmero de blastomeras, aspecto de las mismas, presencia de
fragmentaciéon, multinucleacién, etc. Segun sean estos parametros, el embriéon tendrd me-
jor o peor calidad. De manera clasica, la calidad embrionaria se valoraba fundamentalmen-
te en el segundo o tercer dia de cultivo (d+2 y d+3).

Actualmente se siguen los criterios de clasificacion morfolégica de ASEBIR (Asociacion para
el Estudio de la Biologia de la Reproduccién) cuyas recomendaciones vienen recogidas en
Criterios ASEBIR de Valoracion Morfolégica de Oocitos, Embriones Tempranos y Blastocis-
tos Humanos, 3? Edicién, 2015. En esta se desarrollan todos los aspectos morfoldgicos que
nos ayudan a identificar los embriones con mayor capacidad de desarrollo y mayor poten-
cial implantatorio, desde el estadio de ovocito, pasando por zigoto, embrién en dia2y 3 de
desarrollo, embrién compactado en dia 4 hasta llegar a blastocisto a partir de dia 5.
— Intervalo de observacion postinseminacion en dia +2 y dia +3:
e Dia +2: 45-47 horas postinseminacion
¢ Dia +3: 67-69 horas postinseminacién
— Parametros evaluados en dia +2 y dia +3:
e Numero de células y ritmo de division
* Porcentaje y tipo de fragmentacién celular
e Tamano de los blastdmeros estadio-especifico

e Visualizacion de los nucleos y grado de multinucleacién
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e Anomalias citoplasmicas:
o Anillo acitoplasmatico
o Presencia de vacuolas
o Pitting o moteado
® Forma del blastémero
® Zona pelucida
e Grado de compactacion / adhesién temprana
Numero de células y ritmo de division:
e Evaluacion en d+2: segun el numero de células se clasifican de mejor a peor
tasa de implantacion.
o 4 células
o5 células
02,3,6 células
°o 1 0o mas de 6 células

e Evaluacion en d+3: la valoracién del embrién en d+3 es dependiente del ritmo
de division entre d+2 y d+3

Ritmo de Division T. Implant | Implantados | Transferidos | P (respecto al primero)
4-57-9 24,8 % 326 1312

55>6:45>9 16,8 % 33 196 0,015
2->4-9 10,2 % 19 186 0,0001

456 7,6 % 6 79 <0,0001

35>4 31 % 3 94 <0,0001
s ol | qasw |3 e

Tabla II: Agrupacién del tipo embrionario segun la evolucién de la divisién celular,
de mejor a peor tasa de implantacion.
Tomada de Cuadernos de embriologia de ASEBIR, 3% Edicion, 2015

3 células

4 células

Figura 5: Estadios de 2 a 5 blastomeros.

Tomada de Cuadernos de embriologia de ASEBIR, 32 Edicion, 2015.
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6 células T célu 8 células

Figura 6: Estadios de 6 a 8 blastomeros.
Tomada de Cuadernos de embriologia de ASEBIR, 32 Edicion, 2015.

Porcentaje de fragmentacion: se establecen 4 categorias de calidad embrionaria de mejor a
peor tasa de implantacién tanto en d+2 como d+3

0 <10% de fragmentos
0 10-25 % de fragmentos
0 25-35 % de fragmentos

0 >35 % de fragmentos

Tamano de los blastomeros, de mejor a peor tasa de implantacion:
o Blastdbmeros compatibles con su ciclo de divisién (estadio-especifico)

o Blastomeros no compatibles con su ciclo de division (no estadio-especifico)

Visualizacion de los nucleos, de mejor a peor tasa de implantacion:
o Presencia de un nucleo en todos los blatémeros
o No visualizacién de todos los nucleos, pero ausencia de multinucleacién
o Presencia de blastomeros binucleados

o Presencia de blastébmeros multinucleados (>2 nucleos/celula) o microntcleos

Anillo acitoplasmatico en d+3, de mejor a peor tasa de implantacion:
o Ausencia de anillo

o Presencia de anillo

Vacuolas, de mejor a peor tasa de implantacién:
o Ausencia de vacuolas
0 <50 % de blastbmeros con vacuolas pequenas
0 <50 % de blastobmeros con vacuolas grandes

©>50 % de blastémeros con vacuolas pequefias y/o grandes

Zona Pelucida, de mejor a peor tasa de implantacion:
o Zona pelucida normal

o Zona pelucida anormal
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<10 % fragm 1 blastémero Tamafio blastom Presencia Vacuola grand
Binucleado > 20 % diferencia  Anillo acitopl.  en <50 % blast.

Figura 7: Imagenes de embriones.
Tomada de Cuadernos de embriologia de ASEBIR, 32 Edicién, 2015.

Con todos estos parametros se establece una gradaciéon embrionaria en d+2 y d+3, clasifi-
cando al embrién en 4 categorias en funcién del potencial implantatorio:

-Categoria A: embrién de 6ptima calidad con maxima capacidad de implantacion
-Categoria B: embrién de buena calidad con elevada capacidad de implantacién
-Categoria C: embrién de regular calidad con probabilidad de implantacién media
-Categoria D: embrién de mala calidad con probabilidad de implantacién baja

Es importante resefiar que no se debe valorar un embrién mediante una observacién aisla-
da en un momento puntual de su desarrollo, si no, tras multiples observaciones realizadas a
lo largo del mismo. La valoracién de un embrién en un momento determinado debe tener
en cuenta los aspectos observados en estadios anteriores.

Un esquema de gradaciéon propuesto para la practica en el laboratorio seria el siguiente:

| Ritmo de divisién | Otras caracteristicas:
NO células D+2 N° células D+3 7o Frogmentackn || Aot
[ | I = 10% B...anommal
~ 3-5 o8l ———t B.iciaanra >10-25%
- : e e
4+5ced — D Multinucleacién

3 cel C AereerenSIN Multinucleacidn

C.oveve-1 01, b en D+2 0 bien

1-2 cél. bn en D+3. Resto Grado A
Dooereen Cuddguier otra multinucleacion
Simetria
A 4{D+2)Estadio-Especfico(EE)—+8(D+3)EE
B.. 4D+2)}EE—=T(D+3)NoEE
C...4(D+2)EE/MoEE—=B{D+3)NoEE
D...3 cél. {D+2) NoEE

3
T

4 cel A

10 cel ——
11-12 ced ———

Vacuolas

A..Sin vacuclas

B..=50% cél. con vacuclas pequelias
C..=50% cél, con vacuolas grandes
D..>50% cél, con vacuolas pequefias

6cel ——
5 cel - B - 7-10 cel ——+
11-12 col ——=

Todl —
C{a-uca—.

>6 cel - D *2 1 cel més que D+2——

/\

e
LI

6 cel

Tabla Ill. Esquema de gradacion propuesto para el trabajo diario.
Tomada de Cuadernos de embriologia de ASEBIR, 3? Edicién, 2015.
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Evaluacion morfolégica del estadio de moérula al blastocisto (dia +4, dia+5 y dia +6)

— Intervalo de observacion postinseminacion en d+4,+5y +6
e Dia +4: 90-94 horas posinseminacién
¢ Dia +5: 114-118 horas posinseminacion
* Dia +6: 136-140 horas posinseminacién

— Parametros evaluados en dia +4
e Division celular
e Adhesioén celular
e Compactacioén celular
e Fragmentacion y vacuolizacion

El embrion 6ptimo es el que estd compactado o compactando y ha iniciado la 4% ronda de
divisiones mitéticas (tiene mas de 8 células)

La compactacion debe comprender el total del volumen del embrién.

——> Morula con compactacion total
Figura 8: Mérula. Tomada de Cuadernos de embriologia de ASEBIR, 32 Edicion, 2015.

Esquema de gradacién en dia +4:

D+3 Caracteristicas morfoldégicas D+4

Cawvitacidn temprana
Compactaddn total y >8 células

Compactacion parcial {1-2 oél. exduidas)

Compactacidn parcial (>2 odél. excluidas)
Mo compactacidn (> B oél.)

Cavitacidn emprana
Compactacidn total y >8 células
Compactacidn parcial (1-2 ofl. excluidas)

Compactacedn parcial (=2 cél. exccluidas)
Mo compactacon (> 8 ofl.)

Cavitacian temprana
C Compactacidn total y >8 células

Compactacidon parcial
D Cualquier caracteristica

Cualqlier embriéon que presante en D4+4:
Fragmentacion celular >35%

= Excesiva vaouolizacidn. ;—“
- =8 células sin signos de compadacion o
con compactacon de <50% del embridn,

Embriones excluidos de la clasificacidn por probabilidad de implantaciGn practicamente
nula: Falta de divisidon en 24 horas y embriones que mmbhacﬂnde:rz

Msmnlasdehmhagnﬁa

Tabla IV. Esquema de gradacion embrionaria en d+4.
Tomada de Cuadernos de embriologia de ASEBIR, 32 Edicion, 2015.
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- Parametros evaluados en dia +5 y dia +6

Se considera que un embrién cultivado in vitro que alcanza el estadio de blastocisto en d+5
o d+6, tiene un alto potencial de implantacién. Los parametros a valorar son:

o Blastocele

o Zona pellcida

o Masa celular interna (MCI)

o Trofoectodermo (TE) polar y mural

Masa celular interna

Blastocele

Trofoectodermo polar
Trofoectodermo mural

Figura 9: Blastocisto. Tomada de Cuadernos de embriologia de ASEBIR, 32 Edicién, 2015.
Grado de expansion del blastocele: cuando el blasto se expande aumenta el volumen del

blastocele o cavidad del blastocisto. La observacién de la expansion del blastocele se rela-
ciona con altas tasas de implantacion

Figura 10: (A) blastocisto temprano; (B) blastocisto en expansion; (C) blastocisto expandido.
Tomada de Cuadernos de embriologia de ASEBIR, 32 Edicion, 2015.

Zona Pelucida: con la expansion del blastocele se va afinando la zona pelucida, alcanzando
un grosos minimo cuando el blastocisto esta totalmente expandido y se inicia la eclosién
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Figura 11: (A) blastocisto en eclosién; (B) blastocisto eclosionado.
Tomada de Cuadernos de embriologia de ASEBIR, 32 Edicion, 2015.

Trofoectodermo: se caracteriza por presentar una monocapa de células cohesionadas que
constituyen la pared del blastocele. Segun el numero, forma y grado de cohesién de éstas
células se clasifica el blastocisto en distintas categorias:

o Epitelio homogéneo con células elipticas

o Epitelio irregular

o Epitelio irregular con células escasas
Masa celular interna (MCI): debe tener forma ovalada y sus células deben estar compac-
tadas. El tamafo de la MCl varia entre 1900 y 3800 pm?, si es inferior se corresponde con

menor potencial implantatorio. Una MCl de 3800 pm? es comparable al tamafio de un blas-
tdmero de un embrién en estadio de 4 células.

Fragmentacion y vacuolizacion : su presencia se consideran de mal pronéstico.

Los blastocistos se clasifican de manera independiente, sin tener en cuenta su evolucion pre-
via. Sélo en casos de igualdad de calidad de los blastocistos se seleccionaran los embriones
en base al histérico de su evolucion en dia +3 y dia 4.

TROFOECTODERMO

MASA CELULAR INTERNA

Figura 12: Clasificacion ASEBIR de los blastocistos en funcién de la calidad de la MCl y el TE.
Tomada de Cuadernos de embriologia de ASEBIR, 32 Edicion, 2015.
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Gradacion embrionaria para D+5

D+4

Grado de expansion

Deasde:
"Iniciando la expansion”

Hasta:
Moérula compacta "Eclosionando”™

OCOD>»P00@®>»P000P

Blastocisto temprano o
cavitando (ZP gruesa)

O 0 DoOOW>»O000>P000P>

Morula no

compacta Morula

Tabla V. Gradacién embrionaria D+5.
Tomada de Cuadernos de embriologia de ASEBIR, 32 Edicién, 2015.

Gradacion embrionaria para D+6

D+5 D+6

Grado de expansion

ASEBIR

cavitando (ZP gruesa)

A
B B
C
Desde: B
"Iniciando la expansion” A
B
C
Hasta: D
Blastocisto temprano o "Eclosionando”
sl
=]
C
D

O OO0 W OO W OO

Blastocisto temprano o
cavitando (ZP gruesa)

o

Morula no compacta Morula

Tabla VI. Gradacién embrionaria D+6.
Tomada de Cuadernos de embriologia de ASEBIR, 32 Edicion, 2015.
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Recientemente han surgido nuevas tecnologias que aportan informacién de la cinética
embrionaria y permiten una mejor seleccion de los embriones con mayor capacidad im-
plantatoria. El sistema de monitorizacion Time-lapse (TMS) es una nueva tecnologia que
permite mantener estables las condiciones de cultivo de los embriones, no hay que extraer
los embriones del incubador en ningin momento para analizarlos. El sitema TMS permite
la continua evaluacion del desarrollo del embrién, a través de un sistema automatico que
capta imagenes cada 5-20 minutos, sin tener que depender de una observacion estatica
para analizar todo un proceso dindmico. EIl TMS ha puesto de manifiesto ciertas anomalias
del desarrollo embrionario que no se habian visto con el sistema convencional expuesto
anteriormente y que deben tenerse en cuenta para realizar la seleccion embrionaria. La
informacion que proporciona el time-lapse se estd integrando en los nuevos sistemas de
clasificaciéon embrionaria. Algunos TMS tienen asociado un ordenador que permite hacer
anotaciones y comparaciones entre embriones, siendo posible ver toda la secuencia de ima-
genes en formato video, disponiendo asi de mucha mas informacién de la que se tenia
hasta el momento. Como resultado de ello, el TMS puede disminuir la variabilidad intra e
interobservador.

5. TRANSFERENCIA EMBRIONARIA

La transferencia intrauterina es el Ultimo paso de todo el proceso de la fecundacién in vitro.
La transferencia embrionaria se debe realizar de forma muy meticulosa pues es esencial
en el éxito de la FIV ya que la implantaciéon embrionaria se sustenta en tres pilares: el em-
brién, la receptividad endometrial y la técnica de la transferencia. Se utiliza un catéter de
transferencia y de forma ecoguiada para asegurar que la punta del catéter esta dentro de
la cavidad uterinay a la distancia adecuada (1.5 cm del fondo uterino). Se debe intentar no
tocar el fondo uterino y no realizar maniobras bruscas evitando sangrados que disminuyan
la posibilidad de implantacién.

Un punto clave también es el momento en el que se debe realizar la trasferencia: dia+2,
dia +3 o en blastocisto. La transferencia tanto en dia +2 como dia +3, ofrece practicamente
las mismas tasas de embarazo. Se transfiere en dia +2 cuando se tenga un namero limitado
de embriones o cuando se tenga un nimero elevado de embriones de mala calidad y no
merezca la pena llevar a cultivo largo. Se transfiere en dia +3 cuando se tengan un nimero
elevado de embriones de buena calidad pues parece que los embriones en dia +3 tienen
mayor potencial de implantacion que en dia +2.
La transferencia de embriones en estadio de blastocisto ofrece varias ventajas:

o Mejor seleccion embrionaria

o Mejor sincronia entre el estadio embrionario y el ambiente uterino

o Menor contractibilidad uterina en el momento de la transferencia

El cultivo y transferencia de blastocisto ofrece mayores tasas de gestacion y recién nacido
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vivo que la transferencia de embriones en dia +3, consiguiendo una mejor seleccién embrio-
naria y la reduccion del numero de gestaciones multiples.

Finalmente, se debe decidir cudles y cuantos seran los embriones para transferir. Se decide
en funcién de la calidad de los embriones. El nUmero de embriones a transferir dependera
de la calidad embrionaria, la edad de la mujer, el deseo reproductivo de la pareja, el resul-
tado de transferencias anteriores y se valoraran también los posibles riesgos obstétricos,
existencia de enfermedades crénicas, etc.

Habitualmente se realiza transferencia de dos embriones, pero las recomendaciones y la
tendencia actual es de realizar transferencia de un solo embrién para evitar la gestacién
multiple.

Técnica de la transferencia: se colocan encima de la cabina de flujo laminar calefactada a
37°C el catéter de transferencia, jeringa de insulina para la carga y guantes sin polvo unos
10-20 min minutos antes de la transfer para que se atemperen. En el momento en que se
vaya a realizar la transferencia, se saca la placa de cultivo con los embriones a transferir del
incubador y bajo observacién en esteromicroscopio en cabina se realiza el siguiente proce-
dimiento:

o Se confirma identificacién de la paciente.

o Se acopla jeringa al catéter y se carga alternativamente columnas de aire y me-
dio: primero aire, luego medio con los embriones (10-20 pl) y otra vez aire

o Se lleva catéter a la sala de transferencia o quiréfano donde se realice la trans-
ferencia debiendo transcurrir el menor tiempo posible desde la carga hasta la
descarga.

o Por ultimo, se debe confirmar que en catéter como en la vaina externa, no se han
quedado adherido los embriones.

6. CRIOPRESERVACION DE LOS EMBRIONES

Se criopreservan los embriones de buena calidad que no han sido transferidos. Asi, la con-
gelacién del excedente de embriones supernumerarios tras la transferencia en fresco nos
permitira rentabilizar un ciclo de estimulacién ovarica y aumentar las tasas de éxito sin
tener que volver a comenzar otro ciclo de estimulacion. Otras indicaciones para la criopre-
servacién de embriones son:

— Cuando se desaconseje la transferencia en fresco o bien cuando se dé algun impedi-
mento para la transferencia (riesgo de SHO, aparicion de pdlipos, hidrosalpinx)

— Casos de mala receptividad o insuficiente preparacion endometrial.

— Tratamientos de quimioterapia o radioterapia.

Las tasas de gestacion con embriones congelados se aproximan hoy en dia a las obtenidas
con embriones frescos, a lo que ha contribuido en gran medida la optimizacién de los pro-
cedimientos desarrollados en el laboratorio.
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Hay dos métodos de criopreservacién : lenta y vitrificacion. El soporte utilizado en ambos
es la pajuela de congelacién y se necesitan también agentes crioprotectores, son sustancias
guimicas que protegen las células de la congelacién /descongelacién evitando la formacion
de cristales intracelulares y la deshidratacion excesiva. Existen diferentes soluciones de crio-
protectores y de diferentes casas comerciales.

- Lenta (s6lo para embriones)
- Vitrificaciéon (embriones y ovocitos)

Hasta hace pocos afos los protocolos mas utilizados eran los de congelacién lenta, para los
gue se necesitaba un congelador programable y los tiempos de congelacion oscilaban entre
90 minutos y 5 horas.

Actualmente, la vitrificacién practicamente ha reemplazado a la congelacién lenta ya que,
ademas de que reduce el tiempo de congelaciéon a unos pocos minutos y se alcanzan velo-
cidades de enfriamiento de hasta 25.000°C/minuto, los resultados conseguidos tanto en la
tasa de supervivencia embrionaria como en la tasa de implantaciéon y embarazo tras trans-
ferencia son mucho mejores.
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