22. Clasificacion y cultivo de los ovocitos

ESTADO MADURATIVO DE LOS OVOCITOS

Estructuralmente el ovocito maduro mide entre 110-115 micras y esta rodeado de una
membrana llamada oolema. Esta membrana contiene el citoplasma del ovocito u ooplasma,
donde se encuentran las organelas citoplasmaticas y el nucleo. Rodeando al conjunto
ovocito-oolema esta la llamada zona pellcida, que es de naturaleza glicoproteica y tiene
un grosor de 15-20 micras que disminuye tras de la fecundacion. El conjunto ovocito—zona
pelticida mide aproximadamente 150 micras. Entre el oolema y la zona pelucida esta el
espacio perivitelino, en el que se encuentra el corpusculo polar.

La presencia de un corpusculo polar (CP) indica que la maduracion nuclear ha finalizado. Se
cree que hace falta un breve intervalo de tiempo tras la extrusion del primer CP, para que el cito-
plasma madure completamente. Un ovocito puede ser meidticamente maduro pero no haber
alcanzado la madurez citoplasmatica, lo que puede llevar a fallos o defectos en la fecundacion.

Los ovocitos recuperados tras la puncion folicular estan rodeados de células de la granu-
losa que forman el cumulus ooforus. Estas células son imprescindibles para la reanuda-
cioén de la meiosis. La capa mas interna constituye la corona radiata.

Tradicionalmente, la valoracion de la maduracion del ovocito se ha basado en el grado de
expansion del cumulo y la corona que lo rodea:

e Metafase Il: células del cimulo expandidas y luteinizadas.

e Metafase |: células del cimulo menos expandidas.

e Profase I: células del cimulo compactadas.

La aparicién de la microinyeccién espermatica (ICSl), y la necesaria denudacion de los
ovocitos para su realizacion, nos ha permitido valorar con mas exactitud su estadio madu-
rativo asi como su morfologia®@3).

Caracteristicas del ovocito en metafase II: ovocito maduro o preovulatorio.
Haploide. Presenta corpusculo polar, lo que indica la reanudacion de la meiosis.
El corpusculo polar permanece conectado con el huso meiético mediante
un puente citoplasmatico un tiempo después de su extrusion. Tiene aspecto
redondeado, ooplasma claro y granulacion homogénea. Las células

del cumulo estan expandidas y filantes y la corona es radial.
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Caracteristicas del ovocito en metafase I: es un ovocito inmaduro,
haploide, No tiene corpusculo polar, el huso y los cromosomas estan
alineados en los polos. Su aspecto es redondeado, con citoplasma claro
y granulacion homogénea. Los metafase | tempranos pueden presentar
granulacién central. Las células del cimulo y la corona estan menos
expandidas y no son filantes. Los metafase | tardios pueden presentar
células del cimulo luteinizadas.

Caracteristicas del ovocito en profase I: es un ovocito inmaduro, diploide.
No tiene corpusculo polar. Presenta vesicula germinal con nucleolos
refractiles. Tiene aspecto irregular oscuro en su zona central y ooplasma
granular. Las células del cimulo y corona estan compactadas.

EVALUACION DE LOS OVOCITOS

Historicamente la evaluacion de la madurez de los ovocitos se basaba en la expansion y
el aspecto del complejo cumulus-corona que rodea al ovocito®@.

Esta valoracién, aunque se acerca bastante a la maduracién del ovocito, no es del todo
fiable debido a la disparidad que puede existir en el proceso de maduracion del ovocito
y del cumulus, en pacientes sometidas a estimulacion ovarica controlada®9),

Con laintroduccion de la ICSI, esta situacion cambid completamente, ya que, al tener que denu-
dar el ovocito antes de su microinyeccion, se podia visualizar mejor la morfologia del mismo.

Los ovocitos recuperados de pacientes sometidas a estimulacion ovarica muestran dife-
rentes estados de maduracion meiética. Solo los Ml son validos para la ICSI, mientras
que los MI pueden ser cultivados durante unas horas para ver si se produce la liberacion
del corpusculo polar, en cuyo caso podran ser microinyectados®. Los ovocitos en pro-
fase |, que muestran vesicula germinal, no pueden ser utilizados debido a que tienen carga
cromosomica diploide.

Al mismo tiempo, el ovocito debe haber crecido completamente y haber completado la
maduracion nuclear y citoplasmatica de una manera coordinada, para que pueda existir
una correcta fecundacion. Alteraciones o asincronias en este proceso pueden derivar en
diferentes anomalias morfolégicas, dependiendo de si se ha afectado la maduracion
nuclear(®, o la maduracion citoplasmaética®9).

Algunas alteraciones pueden ser causadas por un descenso del aporte sanguineo al foli-
culo durante la estimulacion, lo que implica una deficiencia de oxigeno. Se ha demostrado
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una asociacion entre una disminucién del aporte sanguineo al foliculo y defectos en el
huso mitético y en los cromosomas. La hipoxia también afecta a la concentracion de ATP
intracitoplasmatico y la organizacion del citoplasma.

Se acepta que los ovocitos metafase Il de buena morfologia deben de tener un citoplasma nitido
y moderadamente granuloso, un espacio perivitelino pequefio, un corpusculo polar intacto y
una zona pellcida clara” 19, aunque la mitad de los ovocitos que se recuperan son morfoldgi-
camente anormales, y presentan tanto anomalias citoplasmaticas como extracitoplasmaticas( .

Algunos autores('? han encontrado una correlacion entre la morfologia ovocitaria y el resul-
tado del tratamiento reproductivo, mostrando una tasa de embarazo del 24% en pacien-
tes a las que se les habian transferido embriones procedentes de ovocitos normales, frente
al 3% obtenido cuando los embriones derivaban de ovocitos con anomalias citoplasma-
ticas. Resultados similares encontraron otros autores®. Cuando los embriones se origi-
naban a partir de ovocitos normales, la tasa de embarazo era del 29,4%, mientras que si
los ovocitos presentaban citoplasmas oscuros, la tasa resultante era del 5,5%. Asi mismo,
cuando el citoplasma presentaba un aspecto muy granuloso, las tasas de embarazo se
situaban alrededor del 12,8%(13),

Se ha encontrado un descenso en la tasa de aborto temprano en pacientes a los cuales
no se les habian transferido embriones procedentes de ovocitos dismorficos (20%, frente
a 58,3% en dismorficos). Este efecto negativo puede ser explicado por la elevada tasa de
aneuploidias encontradas en ovocitos dismorficos('d. Los diferentes protocolos de esti-
mulacién han contribuido a la divergencia que existe en la literatura respecto a la corre-
lacion con los resultados de ICSI(4).

Las anomalias extracitoplasmaticas incluyen irregularidades en la forma de los ovocitos,
ampliacion del espacio perivitelino, fragmentacion del primer corpusculo polar y consis-
tencia anormal del oolema y de la zona pellcida. Algunos de estos rasgos estan asocia-
dos con un descenso en la supervivencia de los ovocitos tras la ICSI('519), pero no con la
fecundacién ni con la calidad embrionaria.

Sin embargo, un corpusculo polar intacto con una superficie lisa conlleva un buen pro-
nostico en términos de fecundacion y calidad embrionaria”-'"), asi como en la tasa de
implantacion y de embarazo('"). Otros autores(') han demostrado también que una serie
de factores como corpucuslo polar fragmentado, espacio perivitelino grande, inclusiones
citoplasmaticas, etc., tienen un efecto negativo en relacion a la calidad embrionaria y al
porcentaje de zigotos.

Se han descrito diversas anomalias morfolégicas del ovocito que poseen un factor pro-
nostico en reproduccioén asistida.
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Caracteristicas morfologicas del ovocito:

e Corpusculo polar: la presencia de un corpusculo polar dismorfico, aunque no afecte a
la tasa de fecundacion, si afecta al posterior desarrollo del embridon, asi como a la tasa
de embarazo(10:15:16),

e Espacio perivitelino: un espacio perivitelino agrandado, irregular, con contenido en su

interior, disminuye la tasa de embarazo, aunque no afecte a la tasa de fecundacion(1%:15.16),

Zona pelucida: la existencia de una zona pellcida engrosada, adelgazada, irregular o

tabicada o con diferente densidad, afecta a la tasa de ovocitos que no contindan su

desarrollo tras la ICSI(15.16),

Citoplasma: la presencia de anomalias del citoplasma como granulaciones, inclusiones,

cuerpos refractiles, vacuolas, etc., se ha demostrado que disminuye la tasa de emba-

razo(1210.17)_ Otros autores consideran que las anomalias en el citoplasma son un factor
prondstico pobre, aunque si un signo de inmadurez citoplasmatica. Se ha demostrado
una relacion directa entre las anomalias citiplasmaticas y el nimero de aneuploidias('213),

La valoracién de la calidad ovocitaria esta basada en la morfologia
del ovocito, apariencia de su zona pellcida, espacio perivitelino,
corpucuslo polar, membrana plasmatica (oolema) y citoplasma (ooplasma).

Se considera un ovocito morfolégicamente normal y, en consecuencia,
de buena calidad, aquel que presenta una zona pellcida proporcionada,
bien definida y regular, un espacio perivitelino virtual en el que cabe el
corpusculo polar, un corpucuslo polar unico, ligeramente aplanado

con forma esférica, un oolema regular y un ooplasma homogéneo.

La presencia de un corpusculo polar dismérfico se asocia a peores
tasas de embarazo.

La existencia de un espacio perivitelino agrandado, irregular, con
contenido en su interior, se asocia con peores tasas de embarazo.

Las anomalias de la zona pellicida se asocian a unos peores
resultados tras ICSI.

Las anomalias citoplasmaticas se asocian con inferiores tasas de
embarazo y una mayor frecuencia de aneuploidias.

CULTIVO DE LOS OVOCITOS

Una vez que tenemos los ovocitos clasificados los colocaremos en un medio adecuado
para su desarrollo. El medio o medios adecuados, serian aquellos capaces de responder
a las necesidades metabolicas del embrion en cada momento evolutivo.
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Es comun aceptar que el piruvato y el lactato son la fuente de energia preferida en los pri-
meros estadios de desarrollo. El consumo de glucosa es bajo en esta primera fase y
comienza a aumentar conforme aumenta el nimero de células y la sintesis de proteinas.

Segun el volumen de medio de cultivo utilizado, éste puede ser de dos tipos: microgotas
de 20 a 30 pl dispuestas en una placa de cultivo y cubiertas con aceite mineral'8), y poci-
llo con un volumen de medio entre 0,5 y 1 ml(19:20),

Durante el cultivo embrionario, el embriéon produce una serie de factores de crecimiento,
autocrinos y paracrinos que ayudaran al desarrollo de los embriones que se encuentren
en el mismo cultivo. Este es uno de los motivos por el que algunos autores('® consideran
que estos factores producen un efecto beneficioso sobre el desarrollo y la morfologia del
embrién y en consecuencia sobre su capacidad de implantacion(9),

El cultivo embrionario puede realizarse individualmente o en grupo. Aunque es mas fre-
cuente que el cultivo en grupo se realice en pocillo y el individual en microgota, no es
estrictamente necesario que ocurra siempre asi. A los efectos beneficiosos del cultivo en
grupo, debemos afadir los efectos perjudiciales derivados del acumulo de productos de
desecho metabdlico. En consecuencia, los cultivos embrionarios en grupo no deben con-
tener mas de 4 embriones.

El cultivo en microgota (que no debe contener un volumen inferior a 20 microlitros), per-
mite el seguimiento individualizado del desarrollo evolutivo de cada uno de los embrio-
nes@". No existen diferencias significativas en los resultados obtenidos, refiriéndonos a
calidad embrionaria, tasa de implantacion y tasa de embarazo, realizando el cultivo embrio-
nario en pocillo o en microgota@2"),
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