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Manipulacions dels giametes en el laboratori per tal de dur a
terme laF. in V.

per S. Marina, S. Menéndez, L. Pous, J.A. Vendrell, A. Vergés,
P. Viscasillas, i L. Gil-Vernet.

Us oferim a continuaci6 una exhaustiva analisi de tots els detalls que ﬂs Sui Pl 5834 al & %&ZER e
s'inclouen a la FIV practicada en humans. La tecnica utilitzada és gineailegs, 0 S. Menénde (bioga), la reta son

descrita en detall i té en compte des del medi de cultiu utilitzat fins als
criteris seguits per valorar I’estat dels gametes i I éxit de la fecundacié.

e forma natural en els mamifers,

la fecundaci6 o fusié6 de la
céllula germinal masculina o esper-
matozoide amb la femenina o ovul
ocorre en l'interior de I'aparell genital
femeni. En la dona, I'encontre té lloc
en el terg extern de les trompes. Els
milions d’espermatozoides mobils que
rep la dona, ja sigui durant el coit o
per inseminacié artificial (IA), pene-- >
tren en la mucositat del coll de la
matriu, travessen aquesta i1 pugen per
les trompes, on, si troben un ovul
madur —és més correcte parlar d’ovo- s
cit—, el fecundaran. Un cop I'embrié e {
[ format, aquest descendira fins a I'Gter, — -
a I'endometri del qual s’implantara e s
uns dies després de la seva fecundacié.

El 1956 s’aconsegui per primera

vegada la fecundacié d’oocits de conill
fora de I'organisme femeni, al labora-
tori, és a dir, 7 vitro, per contraposi-
cié a tn vivo. Des d’aleshores, la FIV ,
s’ha efectuat amb éxit a diverses espé- N g0
cies de mamifers, com la rata, I’hams- = - :
ter, el cobai, el ratoli, el rhesus, el gat,
el gos, lovella, la vaca, el cavall, per
citar-ne només alguns. I culmina el ' o
1978 amb el naixement del primer ==
ésser huma la fecundacié del qual ha- "
via tingut lloc #n vitro. En aquests ! 4
darrers cinc anys, els esforcos i els ' .
avangos en el camp de la FIV han e
estat realment importants. L’objectiu I
de la FIV realitzada a I'espécie hu- S PRI
mana és solucionar el problema d’es- | fheiy
terilitat d'aquelles parelles que no sén s
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Fig 1

Incubadora de CO,. Al seu interior hi ha les plagues
amb els medis de cultiu. A la dreta, una bala de CO,
que i proporciona el gas.
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Fig 2

Ovocit preovalar recent identificat i traslladat al medi de
cultiu (x 160)

Fig 2

Ovocit immadur recent identificat (x 160).

Fig 4

Ovocit amb dos pronuclss 15 hores després de la insemi-

nacio (x 160).

tributaries d’altres técniques més sen-
zilles, o la causa d'esterilitat de les
quals ens és desconeguda.

En aquest treball comentarem la
técnica de la FIV practicada en hu-
mans que empra el grup CEFER
(centre de Fertilitzacié) de Barcelona.
El dividirem en els segients apartats:
1. Utillatge per a la FIV
2. Medi de cultiu
3. Obtenci6 1 preparacié de les

céllules germinals o gametes
. Inseminacié
. Ciriteris de fecundacié6

N

Utillatge per a la FIV

1 CEFER, el laboratori de FIV

és annex al quirofan on s’efectua
la puncié i aspiraci6 del follicle per
extraure I'oocit. En ell disposem de:
a) Una campana de fluix laminar que
esterilitza l'aire per filtracié. Es el lloc
on es treballa (fig. 7).
b) Un estereomicroscopi amb el qual
s'aconsegueixen fins a §o augments.
Ens serveix per identificar I'oocit, re-
collir-lo amb pipeta per passar-lo a
una altra placa, carregar el catéter de
transferéncia amb I'embrid, etc.
c¢) Un invertoscopi amb objectius de
3,2, 16 1 40 que abasten 32, 160 i
400 augments, respectivament, i que
ens serveix per veure |'estadi madura-
tiu de I'oocit, observar el grau i per-
centatge d’espermatozoides mobils,
verificar si hi ha hagut fecundacié i si
s’ha iniciat la divisié dels blastomers.
d) Una placa calefactora per mantenir
els gametes i embrions a 37°C els
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Fig. 5
Embric buma de 2 cél-lules 27 hores després de la

inseminacio (x 400).

Fig 6
Embric buma de 5 cél-lules 64 hores després de la

inseminacso (x 400)

breus periodes de temps que estan
fora de la incubadora. Aquests tres
elements estan dins de la campana de
fluix laminar i, per tant, tota manipu-
laci6 té lloc en un medi esteril.

e) Una incubadora que permet man-
tenir constants una temperatura de
37-37,5° C, una humitat del 98% 1i
una concentracié de CO, del 5% en
aire. Esta connectada per tant a preses
de CO, i d’aire (fig. 1).

f) Centrifugadora per a la preparaci6
del semen.

g) Bany maria on es colloquen els
liquids fol-liculars fins a la seva obser-
vacié a l'estereomicroscopi. Esta si-
tuat a la reixa de la finestra que comu-
nica el quirdfan amb el laboratori de
FIV.

h) Material fungible: pipetes, plaques
de cultiu, tubs Falcon, etc., on es re-
cull el liquid fol'licular, s’incuba I'0o-
cit, s'insemina, i sinicia la divisié
cel-lular.

Medi de cultiu

nomenem medi de cultiu per a

FIV a la solucié que conté els
elements nutritius i energétics neces-
saris perqué |'oocit es conservi viu, els
espermatozoides es capacitin, es pro-
dueixi la fecundacié i s'inicii la divisié
cel-lular.

Els medis de cultiu més emprats
per a FIV s6n el medi Menezo B, i el
Ham-F 10, ambdés comercialitzats. El
Menezo B, és més complet i només
cal afegir-li sérum sanguini com a
font d’albimina. L'inic inconvenient
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que presenta és el seu cost elevat. El
Menezo B, conté: glucosa, albimina
serica bovina (BSA), aminoacids, co-
lesterol, piruvat sodic, bicarbonat so-
dic, clorur potasic, sulfat magnesic,
fosfat acid de sodi, fosfat acid de po-
tasi, acetat sodic, lactat calcic, peni-
cil-lina, estreptomicina i vermell fenol
com a indicador de pH. L'osmolaritat
és de 280 miliosmols/Kg i el pH de
I'ordre de 7,6. Ve preparat en ampo-
lles de 10 ml.

El medi HAM-F1o es comple-
menta amb penicil-lina i estreptomi-
cina, lactat calcic, bicarbonat sodic i
vermell fenol. S'ajusta I'osmolaritat a
280 miliosmols/Kg i se li afegeix fi-
nalment sérum sanguini matern.

Sigui quin sigui el medi de cultiu
que es faci servir, es prepara la nit
anterior a la laparoscopia afegint-li
sérum, i es manté a la incubadora ga-
sificant-se. Entre el §% de CO, que

conté la incubadora i el bicarbonat del
medi s’estableix un intercanvi que
manté el pH a 7,2. Si augmenta la
concentracié de CO,, el pH del medi
s'acidifica, vira el vermell fenol i el
medi es torna groc. Si la concentracié
de CO, disminueix, el pH del medi
s'alcalinitza i es torna de color rosa
per acci6 del vermell fenol. La gasifi-
caci6 es fa en tubs de plastic Falcon
que no desprenen elements toxics al
medi i que porten un tap, el qual
només pot cobrir I'obertura, perme-
tent el pas del gas o el tancament
hermetic.

Usos del medi de cultiu

1 medi de cultiu es fa servir per:
a) Rentar el sistema de puncié-
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aspiracié del follicle i el propi
fol-licle. Per a la qual cosa afegim una
concentraci6 de sérum del §% (vo-
lum/volum), a més d’heparina com a
inhibidor de la coagulacié, ja que el
liquid fol-licular pot contenir sang, i
també Hepes com a tampd que man-
tingui el pH, donat que és dificil con-
servar l'equilibri bicarbonat-CO, del
medi en aquesta fase de la técnica. El
grup de Norfolk a EEUU utilitza el
tampé Dulbeccos el pH del qual no
depeén del sistema bicarbonat-anhidrid
carbonic.

b) Rentar els oocits eliminant liquid
fol-licular i incubar-los de 6 a 35
hores, segons l'estadi maduratiu en
que es troben al moment de la seva
recollida. La concentracié de serum és
del 7,5%. A aquest medi no se li
afegeix heparina ni Hepes. I s'usa
també per a la

c) preparaci6 dels espermatozoides i
d) inseminacié dels oocits.

e) Després d’haver aconseguit la fe-
cundacid, I'embrié es col-loca a una
altra placa amb medi de cultiu que
porta un 15% de sérum sanguini.
Aquest medi és l'emprat per a la
transferencia.

Obtencid i preparacid
d’oocits

L’ obtencié d’oocits és un tema ja
tractat en un altre article
d’aquest mateix nimero i per tant no
la descriurem. Al laboratori rebem un
tub Falcon amb uns quants ml de li-
quid fol-licular aspirat d'un fol-licle

ovaric. Sol tenir un aspecte groguenc
o sanguinolenc, amb masses cel-lulars
en suspensid. Amb una pipeta Pasteur
esterilitzada s’aspira aquest liquid i va
dipositant-se en una placa esteril sota
control visual amb I'estereomicros-
copi, situat dins la campana de fluix
laminar. D’aquesta manera identifi-
quem l'oocit quan surt de la pipeta a
la placa. L'observem amb I'invertos-
copi i el classifiquem en preovular
(fig. 2), immadur (fig. 3), hipermadur
o degenerat.

Per classificar-lo en un o altre grup
ens basem en:
a) l'aspecte de les cél-lules granuloses
presents al liquid fol-licular;
b) les cellules que formen el cimul
oviger (expandit en l'oocit preovular i
compacte en l'immadur);
c) la corona radiada, formada per di-
verses capes de cel-lules granuloses
sobre la zona pel-licida; la corona esta
expandida si l'oocit és preovular i
compacta si és immadur; pot faltar al
degenerat de la mateixa manera que el
cumul;
d) la presencia o no de corpuscle po-
lar (CP) en I'espai perivitel-i, és a dir,
entre la membrana de l'oocit i la zona
pel-licida. L'oocit madur i 'hiperma-
dur mostraran CP i I'immadur no en
tindra; el degenerat pot tenir CP;
e) la preséncia o no de vesicula semi-
nal (VG), és a dir, de nucli de l'oocit.
Tant I'immadur com el degenerat po-
den mostrar VG, mentre que no es
veura al preovular ni.a I'hipermadur.
Unicament els oocits preovular i els
immadurs poden ser fecundats. L'hi-
permadur mostra un citoplasma fosc, i
el mecanisme de bloqueig de la polis-
pérmia, és a dir, de la penetracié de

*
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Fee. 7

Visio de la campana de fluix laminar que crea un lloc de
treball estérsl. A I'interior s'observa ['estereomicroscopi
(esquerra), la placa calefactora (centre) i 'invertoscops

(dreta).

dos o més espermatozoides a l'oocit,
s'altera, cosa que conduiria a la for-
macié d’'un embrié no viable.

Una vegada classificats els oocits,
s'incuben durant 6-8 hores els preo-
vulars i de 22 a 3§ els immadurs. A la
practica, és frequent no poder obser-
var la VG ni el CP per rad de les
cel-lules de la corona i del cimul que
envolten l'oocit, dificultant o impe-
dint la seva visié. Per tant, els criteris
més emprats per determinar el grau de
maduracié de l'oocit sén les cel-lules
granuloses, el cimul i la corona ra-

diada.

Preparaci6 dels
espermatozoides

| L’ home expel-leix l'esperma per

masturbacié després de 3 a 7
dies d’abstinencia sexual. Una vegada
liquat —uns 30 minuts després de
'ejaculacié—, s’homogeneitza i es pren
una mostra per observar el tant per
cent 1 el tipus de mobilitat esperma-
tica, i tot seguit es fa un recompte
espermatic en una cambra de Neu-
bauer. Si és normal, se’n pren 1 ml i
se centrifuga dues vegades, decantant
el sobrenedant i afegint medi de cul-
tiu. D’aquesta manera se substitueix el
plasma seminal per medi de cultiu.
Després de la segona centrifugaci6 es
decanta de bell nou el sobrenedant,
s'hi afegeix medi de cultiu i s’'incuba
"de mitja hora a dues hores perque es
capacitin. La capacitacié consisteix en
uns canvis a nivell bioquimic —no a
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nivell morfologic—, que permeten als

espermatozoides travessar la zona
pel-licida. L’espermatozoide capacitat
adquireix una mobilitat anomenada
“hiperactiva”. De la mostra final d’es-
permatozoides es torna a avaluar el
tant per cent de mobilitat i el re-
compte per coneixer el volum que cal
afegir en fer la inseminacié. Aquest
volum variara segons el nombre d’es-
permatozoides amb el qual es desitgi
inseminar i la concentracié d’esper-
matozoides mobils aconseguida en
preparar el semen.

L’objectiu de la preparacié del se-
men per a FIV és triple: eliminar el
plasma seminal que conté factors de-
capacitants, seleccionar només esper-
matozoides mobils per a la insemina-
cid i capacitar-los. Aquestes son, en-
tre altres, algunes de les funcions del
coll de I'iter.

Inseminacid

Criteris de fecundacié

Fig. 8.
La F.LV. es l'unica alternativa de moltes parelles esterils
per aconseguir el fill desitjat.

Bibliografia

En aquesta técnica anomenem in-
seminacié al fet de deixar els es-
permatozoides ja preparats a la placa
on es troba l'oocit. Es fa a les 6-8
hores d’incubaci6 de l'oocit si és pre-
ovular, i entre 22 i 3§ hores si 'oocit
era immadur en el moment de pren-
dre’l del follicle ovaric. El nombre
d’espermatozoides emprats per inse-
minar oscilla entre deu mil i un milié
per ml. Actualment en fem servir
100 0oo/ml, és a dir, 300 000 per a
cada oocit, ja que el volum del medi
de cultiu on s'incuba l'oocit és de
3 ml
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ranscorregudes entre 17 i 20

hores després de la inseminacid,
s'observen les plaques a l'invertoscopi
per veure si 'oocit ha estat fecundat.
A vegades cal passar-lo per pipetes
Pasteur afinades al foc perque es des-
prengui de les cel-lules que I'envolten
i es pugui observar amb més claredat.
El signe de fecundacié en aquest mo-
ment és |'existencia de dos pronuclis
(fig. 4). Poden observar-se dos cor-
puscles polars, masculi i femeni, en
I'espai perivitel-li. Cada pronucli
conté els 23 cromosomes que aporten
I'oocit 1 I'espermatozoide a I'embrid.
El pronucli masculi s’ha format per
inflor del nucli de l'espermatozoide
que ha fecundat. Ambdés pronuclis
s'apropen, es trenquen les membranes
pronuclears i s'intercanvien els cro-
mosomes patern i matern amb els seus
homolegs. La fecundacié ha acabat.
De 24 a 38 hores postinseminacid,
I'embrié shaura dividit en dues
cél-lules (fig. 5); entre les 38 a 48
hores tindra 4 cél-lules (fig.6), a partir
de les 48 hores, 8 cellules, etc.

Un cop acabada la fecundacié i ini-
ciada la divisi6 cel-lular de 'embri6 es
procedeix a dipositar-lo a ['iter a tra-
vés de la vagina i conducte cervical.
Aquesta fase s’anomena “transferen-
cia”. Si I'embri6 transferit s'implanta
en I'endometri s'inicia la fecundacié.

La FIV és l'inica alternativa de
moltes parelles estérils per aconseguir
el fill desitjat. Amb aquesta técnica no
es manipulen els gametes, només es
possibilita que es trobin.
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