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1. Formacion del ovocito: ovogéneis

Formacion en el endodermo
del saco vitelino

c (32 semana)
Cresta genital

c 5% semana

Ovario primitivo — Ovogonias



1.- Formacion del ovocito

Origen del ovocito: ovogéneis

Mitosis
» Melosis
(8° semana) Ovocitos
ovogonias primarios
(10.000 en 6°-7° semana) Lo
Nacimiento

(1-2 millones)

Ovocitos - Pubertad /

secundarios  (500.0000)



Oogenesis: Prospects and Challenges for the Future
P. RODRIGUES, D. LIMBACK, L.K. MCGINNIS, C.E. PLANCHA,AND D.F.
ALBERTINI

J. Cell. Physiol. 216: 355-365, 2008.

El objetivo de la oogenesis es siempre el mismo:
producir un ovocito competente para originar
descendencia viable. Sin embargo, en humanos, no
es un proceso eficiente.




2.- Crecimiento folicular

Al nacer, el numero de los foliculos primordiales representan la reserva ovarica de la mujer. Después de la pubertad,
ciclicamente, algunos de los foliculos del grupo prenatal se desarrollan a través de diferentes etapas. Los foliculos crecen, el
ovocito se reanuda meiosis y después de una cuidadosa seleccidn, solo se elige el foliculo dominante para producir el ovocito
maduro, listo para la fertilizacion. Los foliculos ovaricos representan las unidades reproductivas que consisten en el ovocito,
células somaticas (cumulos granulosas, células de la granulosa mural y teca) y liquido folicular (FF)



2.- Crecimiento folicular

El crecimiento del ovocito ocurre a la vez y es mutuamente
interdependiente del desarrollo y diferenciacion del foliculo
Hutt y Albertini, 2007.



3. Meiosis del ovocito

Mantiene el n? haploide de crosomosmas

Permite la diversidad genética

Un Unico gameto viable con todo el citoplasma y 3 cuerpos polares
Meiosis | y Meiosis Il



3.- Meiosis ovocito



La meiosis en el ovocito es un proceso complejo, que no solo necesita una
modificacion sustancial del ciclo celular sino que también necesita de una
maquinaria capaz de llevar a cabo la segregacion de cromosomas con una minima
pérdida de citoplasma. Para ello, el ovocito desarrolla un diseno celular
asimeétrico y una posicion periférica del huso meiotico. Este, dicta cuales son los
planos de division de las divisiones meiodticas justo debajo del oolema y de esta
forma se alcanza la extrusion de los dos corpusculos polares.

(Brunet and Verlhac, 2010;
Yietal, 2011).




BACKGROUND: The unbalanced transmission of chromosomes in human gametes and early preimplantation embryos causes aneu-
ploidy, which is a major cause of infertility and pregnancy failure. A baseline of 20% of human oocytes are estimated to be aneuploid and

this increases exponentially from 30 to 35 years, reaching on average 80% by 4 years. As a result, reproductive senescence in human
females is predominantly determined by the accelerated decline in genetic quality of oocytes from 30 years of age.



4. Estructura del ovocito
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5.- Maduracion ovocitaria

Proceso desde Dictiotena (Profase ) hasta Metafase ||

/ N

Cambios celulares Cambios moleculares
-Desaparicion VG -Nucleo
-Condensacion cromosomica -Citoplasma

-Formacion huso
-Extrusion primer C.P.



5.- Maduracion ovocitaria

Comunicacion ovocito-cels. Somaticas
Mantenimiento del ovocito en meiosis
Reinicio de la meiosis

Cambios celulares

Cambios moleculares

Reorganizacion citoplasmatica
Maduracion citoplasmica



5.- Maduracion ovocitaria

a. Comunicacion intercelular entre granulosa y ovocito

Nicholson y Bruzzone, 1997



5.- Maduracion ovocitaria

a. Comunicaciones ovocito-cels.somaticas




5.- Maduracion ovocitaria

a. Comunicaciones ovocito-cels.somaticas

REGULATION OF GERM CELL DEVELOPMENT BY
INTERCELLULAR SIGNALING IN THE MAMMALIAN OVARIAN
FOLLICLE

Hugh J. Clarke

Todas las etapas del desarrollo de los ovocitos postnatales
dependen de la comunicacién con las células vecinas de la
granulosa del foliculo ovarico. Las sefiales enviadas por el
ovocito también regulan la diferenciacion de las células de la
granulosa y aseguran que brinden un ambiente saludable para
las células germinales.



a. Comunicaciones ovocito-cels.somaticas

Curr Biol 2018 April 02: 28(7): 1124-1131.e3. doi:10.1016/.cub.2018.02.039.

MAMMALIAN OOCYTES LOCALLY REMODEL FOLLICULAR
ARCHITECTURE TO PROVIDE THE FOUNDATION FOR GERM
LINE-SOMA COMMUNICATION

Stephany El-Hayek'24 Qin Yang®, Laleh Abbassi'-3# Greg FitzHarris®, and Hugh J.
Clarke’-234

GDF9 produced by the cocyte promotes generation of TZPs by granulosa cells

5.- Maduracion ovocitaria



5.- Maduracion ovocitaria

a. Comunicaciones ovocito-cels.somaticas

Int. J. Mol. Sci. 2019,

Las microvesiculas y los exosomas, identificados en el liquido de los foliculos ovaricos durante la
maduracion del évulo, intervienen en la comunicacion entre el ovocito en desarrollo y las células
foliculares somaticas.



5.- Maduracion ovocitaria

b. Mantenimiento del ovocito en meiosis

Curing Oocyte Growth and Before the LH Surge

« OMI - OQocyte
Maturation Inhibitor

* MPF - Maturation
promoting factor

* GV - germinal veside

Giap Junctions Allow Cell to Cell Communication!

El nivel elevado de AMPc es necesario para la parada
meidtica en profase. El propio ovocito adopta un sistema
para generar suficiente AMPc enddgeno, aungque es
necesario el el GMPc de las células de la granulosa para
mantener el AMPc elevado. Por lo tanto, el ovocito organiza
la sintesis de cGMP en las células de la granulosa
circundante, en colaboracién con su propio cAMP antes del
aumento de LH.



c. Reinicio de Ia meiosis

5.- Maduracion ovocitaria

&fter the LH Surge

Resumption
of Meiosis

Gap Junstisns ars Destrayed!

Cuando se produce el aumento de LH, la sefializaciéon induce
la desfosforilacion e inactivacion de NPR2, que resulta en
una rapida caida de la concentracion de cGMP en la célula
de la granulosa y el ovocito en un orden secuencial a través
de uniones gap.

La LH interfiere entre las comunicaciones del cumulo-
ovocito-granulosa y la desconexion entre las cels del cimulo
y el ovocito hace que disminuya el flujo de sustancias
inhibidoras de la meiosis.



5.- Maduracion ovocitaria



f. Reorganizacion citoplasmica

En las primeras etapas, organulos alrededor del nucleo: corpusculo de Balbiani.

- Nucleo: aumenta de tamafio; intense actividad RNAasa. Falta de centriolos

-Mitocondrias: Cambian su estructura y el nimero. Pasan de ser ovaladas a Jiasfspdiae

redondeadas vy dispersas. En cels. primordiales hay unas 10 por célula, en ovocito

primario unas 10.000, y se multiplica por 10 durante el crecimiento folicular @ansen,
2000; Motta, 2000)

- Aparato de Golgi: Aimacenamiento de productos de secrecidn (glicoproteinas
de la Z.P y granulos corticales)

- Reticulo endoplasmico: de dispersos por el citoplasma, a la superficie. Almacén
de calcio.

-Zona pelucida: imprescindible para la fecundacién



5.- Maduracion ovocitaria

g. Maduracion citoplasmica

Todos los procesos que preparan al ovocito para la activacion, formacion de los
pronucleos y posterior desarrollo embrionario.

C e (Capacidad de descondensar la cromatina

e Liberarlosiones calcio

" Reorganization of ER —
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Reproductive Biology 2008 8 1:3-22.






5.- Maduracion ovocitaria

g. Maduracion citoplasmica

La capacidad de desarrollo hasta blastocisto es un
indicador importante de |a finalizacién de la
maduracion citoplasmica.









Ovocitos maduros:
Metafase Il

-Citoplasma claro
-Cumulo expandido
-Corona clara
-Granularidad homogénea

Inseminacion o ICSI : 3-5 hrs post puncidon



Ovocitos intermedios:
Metafase |

e -Ausenciade VGy CP
e -Citoplasma claro, con alguna granularidad
e -Cumulos dispersos

-Necesitan de 1 a 24 hrs de cultivo antes de adquirir la
madurez total




Ovocitos
inmaduros: VG

* -VVG en el citoplasma (si esta en el
centro indican parada madurativa)

e -Citoplasma oscuro y granular
e -Cumulos compactos

* NO SE MICROINYECTAN






Importancia de la
morfologia del ovocito en
los resultados de FIV-ICSI.

e Tamano

* Forma

e GrosordelaZ.P.

e Espacio perivitelino

e Citoplasma (vacuolas, color, granularidad)
apariencia del C. P.



Importancia de la morfologia del
ovocito en los resultados de FIV-ICSI.

Anomalias ovocitarias

1. Ovocitos gigantes:

Falta de citocinesis en la meiosis o fusidon de ovogonias: dotacidn
diploide

No microinyectarlos: zigotos poliploides
Pueden estar asociados a la estimulacion (Balakier, 2002)
2. Anomalias del corpusculo polar:

Proporciona informacion sobre la edad del ovocito, ya que
permanecen intactos menos de 20 hrs post ovulacidn.

3. Huso meidtico:

Un alto grado de desalineacion entre el huso y el primer C.P.
predice un mayor riesgo de anomalias de fecundacion.

4. Citoplasma (viscosidad, granularidad, vacuolas)
5. Anomalias en la forma (problemas en el hatching)


http://humrep.oxfordjournals.org/content/vol17/issue9/images/large/h0912f1.jpeg







Anomalias originadas en la maduracion temprana:
- Fusion ovogonias h -
- Granulaciones . -Fallos fegu.ndauon
- Fallos en la formacién del huso “Aneuploidias

Anomalias originadas en las ultimas etapas de la maduracion:
- Vacuolas R

- Agregados de r.endoplasmico . Fallos de desarrollo




Ovoclitos normales









CONCLUSIONS: No clear tendency in recent publications to a general increase in predictive value of morphological features was found.
These contradicting data underfine the importance of more intensive and coordinated research to reach a consensus and fully exploit the
predictive potential of morphological examination of human oocytes.



Factores que afectan al ovocito en el laboratorio:

I e Transient cooling to room temperature can cause irreversible
disruption of the meiotic spindle in the human oocyte.

* Pickering et al, Fertil Steril, 2000



¢Qué es lo que hace un buen ovocito?

EDAD

ESTIMULACION












Die Continuitat des Keimplasmasah Grundlage einer The orie der
Vereburg Jena: Fisher-Verlag; 1885.

The number of oocytes in the mature ovary. Recent Progress in Hormone
Research, 6, 63-109



Johnson J et al, Nature (11 Marzo 2004)



Oocyte Generation in Adult Mammalian Ovaries
by Putative Germ Cells in Bone Marrow and

Peripheral Blood

Joshua Johnson, Jessamyn Bagley, Malgorzata Skaznik-Wiki&
Adams3, Yuichi Niikura, Katherine S. Tschudy, Jacqueline Canni

Forkert, Thomas Spitzer, John lacomini?, David T. Scadden? an



mailto:jtilly@partners.org
http://www.sciencedirect.com/science?_ob=MiamiCaptionURL&_method=retrieve&_udi=B6WSN-4GRH1R2-K&_image=fig6&_ba=6&_user=10&_coverDate=07/29/2005&_alid=331312099&_rdoc=1&_fmt=full&_orig=search&_cdi=7051&_qd=1&view=c&_acct=C000052167&_version=1&_urlVersion=0&_userid=1762799&md5=0eab4c195cdf01d4362faaa45dd9d794







“ Better knowledge on the complexity of follicular
renewal In humansand : ploration of a potential of
human OSE cellSt0 piol .-‘;;'.‘ oaéytes In vitro are
essential for novel@ppIGAGRES fo the autologous
treatment of prematuletovarian 18

ovarian infertility” .

Antonin Bukovsky




Implantacion embrionaria






Se produce en el tercio medio y superior de |la
pared posterior del utero, 6-10 dias post-
ovulacion (ventana de implantacion)

IMPLANTACION BLASTOCITO




Sincronizacion espacio temporal en /a
implantacion



Fa's’es de_%la im‘plantacic')n

h_Il-

b

inich ;,&mb-ﬁbnano

. Implantatorio‘ A03| |og
o ‘*Adhesmn A
Rotiira membrana |

-Invasion




Hormonas esteroideas
-Citoquinas ,Quimoquinas,Factores de crecimiento
-Moléculas de adhesion,Proteinasas

a) Comunicacion b) Interaccion embrion-EE ¢) Comunicacion
epitelio-estroma embridn-estroma



1. Fase preimplantatoria
Adquisicion de la receptividad endometrial

P4
ESTRADIOL Vacuolas ricas en glucogeno

Edema en el estroma
Decidualizacion
Mitosis

Prolifera 'y crece

Folicular LUtea



1. Fase preimplantatoria

Epitelio endometrial

Monocapa de células cuboidales polarizadas que tapizan el utero:
Proteccion; Barrera, Permitir la implantacion

Controla el impacto del embridn sobre el estroma y los vasos endometriales
Mediador del didlogo endometrio-embrion

Primer contacto en el epitelio superficial

Especializacion apical de las céulas: microvellosidades

(filamentos actina)
= Gap junctions: uniones intercelulares comunicantes
= Tight junctions: adherencia intima célula-célula




1. Fase preimplantatoria

Epitelio endometrial

Modificaciones para hacer que el endometrio sea receptivo:

EGF, TGF-a
PDGF-A, IGF-II

IL-1*, CSF-1*, TNF-a*
IL-6, PGE2, PAF

= Epitelio luminal: contacto inicial
= Epitelio glandular: pp14

= Células del estroma: decidualizaciof
(sintesis y secrecion PRL) A een
=  Compartimiento vascular T f_g‘i"?
3 HB-EGF
(aumento permeabilidad capilar) EGEF'“ 7 [PDGF-AB 56 S

EGF-R




Antes del desarrollo ~ Acortamiento de las  pingpodos cubriendo la
de los pinopodos microvellosidades superficie

Desarrollo
endometrial en
el momento de
la implantacion.






Desarrollo embrionario










Blastocisto




Blastocisto en “hatching”

a) Mecdnico: el BT hace presion sobre la ZP, debilitdndola
b) Quimico: secrecién de proteasas



Consideraciones
bioquimicas

Senales procedentes del embrion
preimplantatorio pueden inducir
la produccion de citoquinas o
guimoquinas por el endometrio,
gue a su vez, activarian Ia
expresion de las moléculas de
adhesion (integrinas)



2. Fase implantatoria

a) Comunicacion b) Interaccion embrion-EE ¢) Comunicacion
epitelio-estroma embridn-estroma



2. Fase implantatoria
a) Comunicacion EE - estroma

Durante la adquisicion de la receptividad y la decidualizacion.

Estrogenos . Epitelio endometrial
\ Efecto proliferativo \

Células del estroma

Proliferacion

Ciclooxigenasa Calcitonina -
Secrecion

EGF Lactoferrina . b
IIF 11-1 Decidualizacion




2. Fase implantatoria

b) Interacciones entre el embrion y el EE

" Fase de aposicion: el BT se posiciona en el fundus
uterino. Esta fase va a determinar la localizacion de la placenta.

= Fase de adhesion: es el contacto directo entre el epitelio
luminal y el trofoectodermo del BT

" Rotura de la barrera epitelial: se produce por
apoptosis de las cél. epiteliales Inducida por el trofoblasto del
embrion




2. Fase implantatoria

c) Interacciones entre el embrion y el estroma

Fase de Invasion | ACTUAL SIZE: ©.1- 0.2mm

Penetracion del trofoblasto en el
endometrio materno.

Las células trofoblasticas desplazan,
disocian y sustituyen a las células
epiteliales continuando la invasion a la
membrana basal y al estroma.







Reconocimiento materno del blastocisto

El blastocisto estimula la produccion de P4 y E2 hasta que la placenta toma el
relevo (semana 10-15)

El factor luteotrofico mas importante es la hCG, sintetizada por el
sincitiotrofoblasto y detectable entre los dias 8 y 10 tras el pico de LH.

Niveles maximos en la semana 10 y después se reduce.

Se establece una placentacion hemocorial: ni las células endoteliales ni la membrana basal
interfiere entre el trofoblasto y la sangre materna.

Las arterias espirales uterinas estan constrefidas, y el embrion implanta en un ambiente
hipotdxico. En la semana 10 de gestacion las arterias se abren a la placenta con sangre
materna que contiene nutrientes y oxigeno.



Placenta

/ Corion

Feto

" Amnios
Cels.mesenquimaticas



Aspectos inmunoldégicos de la implantacion

e Madreyembrion poseen distinta dotacion genética e inmunologica.
e Durante el embarazo, la gestante puede desarrollar una respuesta
inmunologica ante antigenos extranos, incluyendo los fetales.






Stranger in a strange land

Joan S. Hunt

Department of Anatomy and Cell Biology, University of Kansas Medical Center, Kansas City, KS,
USA.






En condiciones normales, solo

el 33% de los ciclos feértiles
acaba en gestacion

-

30% embriones:
implantacion
anomala

30% embriones
NUNCA implanta



Alteraciones de |la implantacion

efallo de implantacion: no gestacién tras > 3 ciclos.
Posible alteracion genética.

ePérdida gestacional precoz: 31-36% ciclos naturales.
40% en TRA

ePreeclampsia: alteracion fase invasion (integrinas)

e Acretismo/Percretismo placentario: invasion
anomala de la placenta con insercion en el miometrio. Interaccion
defectuosa entre el trofoblasto y en endometrio.






Mejora de la implantacion desde el punto de vista clinico

Diagnostico previo correcto
Progesterona

nduccion de la ovulacion

Mejora de la receptividad endometrial
Transferencia

Factores inmunoloégicos

ok WwnNE



Implantation failure: molecular
mechanisms and clinical treatment Human Reproduction Update, Vol.00, No.0 pp. I-13, 2010

Hakan Cakmak and Hugh S. Taylor’

1.- Diagndstico previo correcto




2.- Progesterona

*" Lainiciacion de la receptividad endometrial parece depender de |la
regulacion de los Rcs de estrogenos inducidos por progesterona.

" Lasuplementacion de la fase |utea con P en FIV se realiza de rutina
y esta demostrada su utilidad. (Soliman y col, 94)

" Elevacion de la progesterona



3.- Induccion de la ovulacion




4.- Mejora de la receptividad endometrial




4.- Mejora de la receptividad endometrial

Implantation failure of endometrial
origin: it I1s not pathology, bhut our
fallure to synchronize the developing
embryo with a receptive endometrium

Cecilia T. Valdes, M.D.,> Amy Schutt, M.D., M.S.,* and Carlos Simon, M.D., Ph.D.**%¢



4.- Mejora de la receptividad endometrial

Recurrent implantation failure Is a
pathology with a specific
transcriptomic signature

Mick Macklon, M.D., Ph.D.

Department of Obstetrics and Gynecology, Zealand University Hospital and University of Copenhagen, Roskilde, Denmark



4.- Mejora de la receptividad endometrial




4.- Mejora de la receptividad endometrial




4.- Mejora de la receptividad endometrial




4.- Mejora de la receptividad endometrial




5.- Método de transferencia

eHabilidad y experiencia
e Catéter de transferencia

eMinimizar el trauma (evitar el sangrado, contracciones
uterinas y tenaculum)

eTransferencia ecoguidada (coroleu y col, 2002)



6.- Causas inmunoldgicas




6.- Causas inmunologicas

Contribution of immunology to
Implantation failure of
euploid embryos

Jason M. Franasiak, M.D., T.S. (A.B.B.) and Richard T. Scott, M.D., H.C.L.D./A.L.D. (A.B.B.)

Reproductive Medicine Associates of New Jersey, Basking Ridge, New Jersey; and Thomas Jefferson University,

o
Philadelphia, Pennsylvania
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Estrategias en el laboratorio de FIV

T—

Condiciones del laboratorio
Seleccion embrionaria 6ptima
Transferencia de bIastous‘bcfs
Time Iaase ;

PGS * |




1. Condiciones en el laboratorio




2. Morfologia embrionaria como parametro de
seleccion

One of these (embryo), when first seen in cleavage, consisted of one
large blastomere and two smaller ones, each of the three containing
a round, vesicular nucleus. The second egg from this same patient
was in a similar stage, but part of the cytoplasm appeared
fragmented, and soon proceeded to undergo rapid degenerative
changes.



3. Transferencia de blastocistos




4. Time-lapse




4. Time-lapse




5. Screening genético preimplantacional




6. Factor estimulante de colonias

The effect of granulocyte-macrophage colony

stimulating factor (GM-CSF) during in vitro culture of Int J Reprod BioMed Vol. 16. No. 5. pp: 299-304, May 2018
human embryos on subsequent implantation rates.

Granulocyte-colony stimulating factor may improve
pregnancy outcome in patients with history of
unexplained recurrent implantation failure: An RCT

Soheila .4r€ﬁl 2 M.D., Elham Fi azei!‘; M.Sc., AMmr‘i{'eir Esfﬂ!muil M.Sc., Nasim Borhani' Ph.D., Nazila
Yamini® Ph.D., Ahmad Hosseini' Ph.D., Fattaneh Fi nn:ﬂenj’ S P.D.




7. Nuevas estrategias







Para cualquier duda o copia de articulos mencionados:

rocioncalonge@gmail.com

repro@rocionunez.com Www.rocionunez.com
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