Fig. 23.- Esquema de 1'aspecte que ofereix el nucli de 1'odcit durant
la represa de la meiosi i el del zigot després de la fecundacib.
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Per tant, al cap d'onze hores del HCG 1'o0cit estd entre la telofase I
i la prometafase II (estadi de massa de cromatina); al cap de dotze ho-
res es troba a la prometafase II i al cap de les dotze o tretze hores
arriba a la metafase II, on s'atura.

Quan s'injecten ratolins adults amb gonadotrofines molts odcits abando-
nen 1'ovari abans que la maduracié meidtica sigui acabada (abans d'arri
bar a la metafase II) completant-se a l'oviducte.

Les dosis de superovulacié de PMSG i HCG poden induir canvis pre-ovula-
toris a qualsevol fol.licle en estadi més enlla del tipus 5b, perd no-
més els de tipus 8 tindran odctis en la metafase II. Segons Pedersen
(1972) el nombre de fol.licles en creixement en el ratoli é&s maxim a
1'Gltima meitat del periode d'immaduresa, a 1'edat de 21 a 28 dies, el
qué s'anomena el pic pre-puberal. No és d'estranyar, perqué durant les
dues primeres setmanes de vida comencen a créixer més fol.licles que
mai, els quals esdevindran fol.licles grans al cap de catorze dies.
Després comenga a minvar el seu nombre i al cap de trenta-cinc dies
aquest ja ha disminuit considerablement.

2.1.4. Font d'espermatozoides

Hi ha tres categories "classiques" d'espermatozoides:

- Epididimals
- Ejaculats
- Uterins

L'eleccid d'una d'elles depén de 1l'espécie animal amb la qual es treba-
111 1 de les necessitats de 1'investigador imposades pel disseny experi
mental que es segueixi.

EPIDIDIMALS

Sén els espermatozoides extrets de l'épididim caudal i conductes defe-
rents en els que ja sbén madurs i mobils.

Aquest métode és el més utilitzat per als animals petits (fonamentalment
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d'experimentaci6). En la ténica que s'usa normalment 1'epididim caudal
es retira de 1'animal i se n'extreuen els espermatozoides pressionant
suaument per a fer-los sortir al medi. Aixi s'obté una quantitat impor-
tant d'espermatozoides amb una bona capacitat fecundant.

Una alternativa utilitzada en animals més grans que el ratoli é&s la per
fusié retrograda dels epididims des del conducte deferent, la qual cosa
proporciona una suspensié molt neta d'espermatozoides (Brackett i col.
1978).

EJACULATS

Sén els obtinguts d'una mostra de semen presa per medis manuals (elec-
troejaculacib, masturbacié) o amb vagines artificials. £s el métode fre
quientment emprat en animals grans.

Quant a la quantitat dels espermatozoides obtinguts de 1'ejaculat compa
rat amb els epididimals sembla clar que els canvis que tenen lloc en la
superficie cel.lular durant 1'ejaculaci6é (veure 1.1.1.2.) els afecten
la fertilitat, de manera que s'han de fer rentats que a vegades posen
en perill la prdpia supervivéncia dels espermatozoides.

Aixi, segons Tsunoda i Chang (1975a) la penetraci6 a diferents temps
d'incubacié dels de l'epididim i dels ejaculats en el ratoli son els
segients:

Temps d'incubacid (hores) Espermatozoides Espermatozoides
ejaculats (%) epididimals (%)

0.5 0 28

1 6 42

2 26 81

2.5 a1 83

Sembla, doncs, que la capacitacid s'assoleix abans i millor amb els
espermatozoides epididimals que no pas amb els ejaculats.



73

UTERINS

Sén els espermatozoides recollits en el tracte genital femeni un temps
després de la inseminaci6. Tedricament sén els més idonis per a la fe-
cundacidé perqué ja estan capacitats, perd el problema é&s obtenir-ne una
quantitat suficient i també haver d'utilitzar una femella que no sigui

la donadora d'odcits per descartar la posibilitat d'una fecundacid in
vivo. Aquesta femella no cal que sigui de la mateixa espécie, pot ser
d'una altra introduint-1i els espermatozoides per inseminacidé artificial.

Aquest tipus d'espermatozoides era molt utilitzat abans que s'arribés a
aconseguir la capacitacié in vitro, perd actualment s'utilitza només en
els casos en els que aquesta no s'assoleix, ja que es prefereix que tot
el procés sigui in vitro (Chang i col., 1971).

2.1.5. Factors que afecten la fertilitzacid in vitro

Els factors que afecten la FIV deriven de les condicions en qué es rea-
litza la fecundaci6. En general, qualsevol pardmetre que varil d'experi
ment a experiment pot canviar, a vegades de forma quasi imperceptible,
el resultat obtingut. Es per aixd que 1'estandarditzacié de les circums
tancies en qué es desenvolupa 1'estudi és tan important. Cal tenir en
compte aquests factors a l'hora de fer comparacions amb altres autors
que utilitzen metodologies diferents.

L'efecte d'aquestes condicions no sols es tradueix en variacions en la
fregliéncia de fertilitzacid sind també en les caracteristiques genéti-
ques dels embrions obtinguts.

El conjunt de factors que afecten la FIV ha estat agrupat en quatre ca-
tegories diferents:

Condici6 dels gametes
Condicions de pre-incubacions
Condicions d'inseminacid
Condicions d'incubacid
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2.1.5.1. Condicib dels gametes

ENVELLIMENT DELS GAMETES

L'envelliment fisioldgic dels gametes en les vies genitals produeix
efectes importants tant en 1llur capacitat fecundant com en les caracte-
ristiques genétiques dels embrions obtinguts.

La mitjana de la vida funcional dels gdmetes de ratoli in vivo és la
seglient (Anderson, 1969):

Manteniment de la fertilitat:
mascle, de sis a dotze hores
femella, de sis a quinze hores

Manteniment de la motilitat dels espermatozoides: treze hores

Pel que fa a la femella l'envelliment produeix canvis importants en la
formacid del fus meidtic, que gira i s'acosta cap el centre de 1'odcit,
provocant 1'aparicié d'errors en 1l'extrusid del segon corpuscle polar
juntament amb efectes sobre el desenvolupament del pro-nucli femeni.
D'altra banda, es produeix una migraci6 centripeta dels granuls corti-
cals que s'ha interpretat com la responsable dels errors en el bloqueig
de la polispérmia (Sz6llosi, 1975). En algunes espécies (conill, rata)
aquesta migracid no es detecta perd aleshores els grdnuls corticals sén
incapagos de fusionar-se amb la membrana de 1'odcit de manera que la
freqiéncia de polispérmies també augmenta.

De l'envelliment in vitro en resulta un increment del nombre d'odcits
que s'activen partenogenéticament i que donen embrions haploides invia-
bles, passant d'un 2.2% al moment del control a un 59.3% al cap de 14
hores de 1'ovulacié (Zackowski i Martin-DelLeon, 1984).

Alguns autors (Fraser, 1979a) han descrit el fet que hi ha una major
fertilitzacid dels odcits al cap de tres hores d'ésser ovulats que no
pas en els acabats d'ovular. Aquest fet s'ha interpretat com la necessi
tat d'una certa maduracié dels gémeteé, fonamentalment de la massa del
cumulus oophorus, abans que els espermatozoides puguin interaccionar
eficagment amb ell. Caldria distingir, doncs, entre un temps de madura-
ci6 ( 3 hores) i un temps molt més llarg (14 hores) d'envelliment.
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Per altra banda els espermatozoides de ratoli no han pogut ésser enve-

11its un cop ejaculats a causa del poc temps durant el qual mantenen la
seva supervivéncia. En canvi si que s'han fet estudis d'envelliment en

el mateix tracte genital masculi (Martin Deleon i Boice, 1982; Boice i

Martin-Deleon, 1984) resultant un increment de les anomalies cromosomi-
ques, fonamentalment de les hiperploidies.

A la prdactica la utilitzacidé de gametes recentment obtinguts elimina
tot aquest seguit d'inconvenients derivats de 1'envelliment.

FONT D'ESPERMATOZOIDES

Es refereix a si sbn ejaculats o epididimals. Aquesta distincid sera im
portant per a determinar el temps, les condicions i el tipus de rentat
(centrifugacidé per als ejaculats, diluci6 per als epididimals) per asso
lir la capacitacié.

CONDICIO DELS 00CITS

Les cobertes oocitaries juguen un paper primordial en els processos de
la fecundacid i la seva preséncia o abséncia té una importdncia cabdal.

Les cel.lules del cumulus mantenen una estreta relaci6é amb 1'odcit de
manera que poden suplir certes mancances de 1'ambient de cultiu (per
exemple, s'ha demostrat que poden produir piruvat in vitro (Imai i col.,
1982)). En general les FIV es fan en preséncia del cumulus perqué sem-
bla que faciliten la capacitaci6, fonamentalment si van acompanyades

de fluids de l'oviducte (Rogers, 1978). A més tenen un efecte beneficibs
a baixes concentracions d'espermatozoides, ja sigui promovent la capaci
taci6, la R.A. o afavorint 1'adequada relacié de 1'espermatozoide amb
1'odcit (Stanger i Quinn, 1982).

Quant a l'efecte de la zona pel.llGcida sobre la capacitat fecundant dels
espermatozoides sembla no afectar-la d'una manera directa. La zona pre-
senta llocs de reconeixement espécie-especifics que la converteixen en
una barrera contra espermatozoides d'altres espécies i al mateix temps
participa dels mecanismes de bloqueig de la polispérmia (veure 1.1.2.1.
C.).
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Els odcits sense zona pel.lGcida de certes espécies (hamster) admeten
la penetraci6 d'espermatozoides d'altres espécies, permetent-los adhuc
la descondensacidé del nucli i la formacié de cromosomes metafdsics (Ru-
dak, 1981; Martin, 1983) la qual cosa s'ha emprat com a detector d'ano-
malies genétiques i de la capacitat fecundant de mostres de semen huma-
nes.

D'altra banda quan es fa una FIV intraspecifica amb o0cits sense zona
s'ha detectat un augment espectacular (80%) en el nombre d'embrions po-
liploides obtinguts a causa de la manca de bloqueig efectiu de la polis
pérmia (Witkowska, 1981).

CARACTERISTIQUES GENETIQUES DELS. ANIMALS

S'ha descrit en el ratoli la influéncia de factors genétics en el temps
i’la seva eficiéncia de fertilitzacié, en la incidéncia de la polispér-
mia i de l'aneuploidia i en la freqiéncia de divisié (Niwa, 1980). Mal-
grat que les caracteristiques genétiques d'amdés gametes tinguin un efec
te sobre la fertilitzacid sembla que el genoma del mascle té una major
influéncia.

En general es considera que els hibrids (F1) de dues soques endogamiques
i les soques creuades a l'atzar presenten una major eficiéncia de FIV
que no pas les soques endogamiques entre si o amb si mateixes (Kaleta,
1977). /

Fraser (1977) ha descrit tres patrons de capacitacié depenent del tipus
d'animal emprat com a dador d'espermatozoides:

. Creuats a l'atzar (TO) presenten un periode de pre-incubacid curt,
que permet la dispersié i al final del qual assoleixen un maxim de moti
litat, que és suficient com per a assegurar una penetracidé rdpida i una
eficiéncia elevada de fertilitzacid.

. Els hibrids (F1) tindrien un periode curt de pre-incubacid sufi-
cient com per a donar una eficiéncia de fertilitzaci6é elevada, perd la
velocitat de penetracid seria considerablement inferior a la del grup
anterior.
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. Les soques endogamiques tindrien una fertilitzacié reduida i retar
dada quan es produis la diluci6 després d'un temps de pre-incubacid curt.

Aixi mateix, algunes soques permeten el creixement dels zigots in vitro
fins a blastdcit perqué no exhibeixen un bloqueig a 1'estadi de dues
cél.lules com el que presenten els embrions de soques creuades a 1'atzar
(Ackerman i col., 1983).

L'taparicidé de la polispérmia és un factor que varia molt en les diferents
combinacions de soques estudiades. Aquestes variacions s'atribueixen a
deficiéncies en els mecanismes de bloqueig de la polispérmia a diferents
nivells: la zona pel.llcida, la membrana vitel.lina o la capacitat de
resposta dels espermatozoides a aquests mecanismes (Kaleta, 1977).

Quant a la incidéncia d'aneuploidies sembla clar que els F1 tenen una
freqiéncia d'aparicié superior als altres tipus d'animals (Hansmann i
Jenderny, 1983).

2.1.5.2. Condicions de pre-incubacié

TEMPS

El temps de pre-incubacié és el temps necessari perqué els espermatozoi
des es capacitin abans de realitzar la inseminaci6. Aquest temps varia
i depén de les soques i dels tipus d'espermatozoides emprats.

En general en el ratoli aquest temps oscil.la entre una i dues hores,
encara que hi ha autors que prefereixen fer la inseminacid immediatament
després de l'obtenci6 dels espermatozoides sense esperar la pre-incuba-
cib. En aquest cas la capacitacid té lloc en preséncia dels odcits i

es requereix un temps d'incubacidé més llarg per a poder suplir el temps
de pre-incubacié (Iwamatsu i Chang, 1970).

CONCENTRACIO D'ESPERMATOZOIDES DURANT LA PRE-INCUBACIO

Un factor important estretament relacionat amb el temps de pre-incubaci6
és la concentracid en la qual es troben els espermatozoides per assolir
la capacitacid. S'ha demostrat que pre-incubar espermatozoides de soques
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endogdmiques en forma concentrada (de 1l'ordre de 10x107 esp./ml) ddna

millors resultats que no pas fer-ho diluida (aprox. 1x106 esp./ml). S'ha
donat 1'explicaci6 (Fraser, 1977) que existiria un efecte de cooperacib

entre espermatozoides "normals" (és a dir, aquells que probablement se-

ran capagos de capacitar-se totalment i fertilitzar els odcits). La con

centraci6 d'aquests espermatozoides "normals" seria un factor determinant
de la capacitacié.

Com sigui que les soques endogdmiques presenten un major nombre d'esper
matozoides andmals, aquestes requeririen una més elevada concentracid
durant un perfode més llarg de pre-incubacidé (veure 2.1.5.1.).

2.1.5.3. Condicions d'inseminacié

TIPUS D'INSEMINACIO BN

Hi ha dos tipus fonamentals d'inseminacié que estan lligats d'alguna ma
nera amb les condicions de pre-incubacié. Aquests son:

. Afegir els odcits a una suspensid diluida d'espermatozoides (pre-
incubaci6 diluida).

. Afegir els espermatozoides a un medi que contingui els odcits (pre-
incubacié concentrada).

El primer tipus és el que s'empra més sovint, fonamentalment perque amb
ell disminueix la magnitud de 1'anomenat "efecte de dilucid" perjudicial
per a l'obtencié d'un bon nivell de fertilitzacid.

Aquest efecte es tradueix en una pérdua de viabilitat observada quan una
suspensid d'espermatozoides es dilueix drasticament en un medi atificial.
Podria ser que es produis per la reduccié de la concentraci6 de secrecions
essencials del tracte genital masculi al voltant dels espermatozoides,

ja que sembla pal.liar-se afegint al medi factors de “supervivéncia" pu-
rificats de l'epididim caudal (Morton i col., 1979). En 1'hamster s'han
identificat aquests factors com a components proteics de baix pes mole-
cular (<500D) i d'altres d'elevat pes molecular (>35000 D),-.alguns d'ells
associats a l'alblmina sérica.
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Altres autors (Harrison i col., 1982) han postulat la possibilitat que

vingués mediat per la pérdua de motilitat i un augment de les propietats
adhesives de la superficie dels espermatozoides que implicaria una major
adherencia de les cél.lules entre si i amb els flascons que les contenen.

FLUIDS NATURALS

Els fluids procedents del tracte genital masculi i femeni tenen efectes
diferents sobre els processos fecundatius. En termes generals el fluid
fol.licular, 1'oviductal, 1'uteri i les cél.lules del cumulus (tots ells
d'origen femeni) sén considerats com a beneficiosos per a la fertilitza
ci6, mentre que els seminals i epididimals semblen retardar-la o inhi-
bir-la (Rogers, 1981). BN

Pel que fa a aquests darrers hi ha dades contradictdries en un i altre
sentit. Mentre uns autors els consideren beneficiosos per a la capacita
ci6 (Gwatkin i col., 1974) d'altres els consideren com un agent decapa-
citant (Oliphant i Brackett, 1973) o bé inhibidor de la penetracid
(Iwamatsu i Chang, 1971). Un tercer grup considera que el fluid epididi
mal no té cap efecte i que les interpretacions donades sobre la millora
dels resultats a base d'extreure'l per rentat provindrien de 1l'elimina-
ci6 de substancies nocives lliurades per altres espermatozoides malme-
sos que també serien eliminades (Fraser i Drury, 1976).

En definitiva, les diferéncies observades s'expliquen com a variacions
entre les diferents soques emprades a cada experiment i en les condicions
en les quals s'han dut a terme.

ESTIMULADORS I INHIBIDORS ARTIFICIALS

Existeixen nombrosos factors "artificials" que estimulen o inhibeixen
els processos que acompanyen la fertilitzacid.

Entre els factors estimuladors hi figuren, entre d'altres, els seglients:
. Cafeina (Fraser, 1979) i dibutiril AMPc (Fraser, 1981), que actuen

sobre els nivells de AMPc incrementant la motilitat dels espermatozoides
i llur capacitat fecundant.
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. Hipotaurina i taurina (Leibfried, 1981), que junt amb una cateca
lamina (epinefrina) s'han identificat com els components del SMF (fac-
tor de motilitat espermdtica) i estimularia i mantindria la motilitat
(hiperactivaci6) dels espermatozoides. Aquest factor estaria associat
a les cél.lules del cumulus i fluids oviductals de forma natural, de
manera que afegint els andlegs al medi es mimetitzaria 1'accid del fac
tor in vivo (Bavister, 1980; Stanger, 1983) i que han permés efectuar
FIV amb concentracions "fisioldgiques" d'espermatozoides (veure apar-
tat seglient).

De factors inhibidors n'hi ha de moltes menes i amb. molts efectes dife
rents. Entre els més estudiats es troben els inhibidors dels enzims
acrosdmics (Perreault i col., 1980; Goodpasture i col., 1981; Beyler i
Caneveld, 1982; Fraser, 1982) i els anticossos antispermatozoides i
antizona pel.lGcida (Jilek i Pavlok, 1975; Tsunoda, 1977; Tsunoda i
col., 1982; Sailing i 0'Rand, 1982).

Aquests compostos son ampliament estudiats per la seva possible aplica
ci6 al camp de la contracepcid masculina en 1'espécie humana.

CONCENTRACIO D'ESPERMATOZOIDES

Aquest factor ha estat un dels més estudiats i controvertits de tots
els que afecten la FIV. Sembla clar que s'han detectat variacions entre
diferents soques en els nivells Optims i minims necessaris per a obte-
nir una bona FIV, variacions que cal tenir en compte al moment de com-
parar les dades obtingudes.

La fertilitzacid in vivo té lloc a la majoria de mamifers amb una rela

cié espermatozoides:odcit relativament baixa, de 1'ordre de 1x101— 1x

102: 1. Contrdriament, els experiments in vitro requereixen concentra-
cions de diversos ordres de magnitud superiors a les fisioldgiques per

a obtenir resultats aceptables.

Aix0 pot ser perqué només una part déls espermatozoides presents a
1'epididim puguin esdevenir capagos de fertilitzar els odcits, de mane
ra que serien els que, d'alguna manera, seleccionaria el tracte geni-
tal femeni o bé, el qué sembla més probable, que sigui a causa de la
ineficdcia de les condicions de cultiu actuals, principalment dels
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medis de cultiu que suporten els processos que envolten la fertilitza-
cié (Thadani, 1982). Aquesta idea 1'abonen els bons resultats obtinguts
(Leibfried, 1981; Stanger, 1983) suplementant els medis amb estimuladors
de la motilitat pels espermatozoides als quals ja hem fet esment.

Tret d'aquests estudis, en general el nombre d'espermatozoides per 0d-
cit és forga elevat. Segons Tsunoda i Chang (1975b) es necessiten com

a minim més de 100 esp./odc. per a obtenir una freqiéncia de penetracid
superior al 60%. Les concentracions Optimes més emprades en la FIV del
ratoli varien segons un ampli ventall que va des de 0.3x105
106 esp./ml (Fraser i Drury, 1975).

!

Les concentracions més baixes donen una disminucié de la fertilitzacid
per una reduccidé del nombre d'espermatozoides capagos de fecundar.

fins a 9x

Les concentracions més altes es pensa tradicionalment que 1'esgotament
dels metabdlits del medi i/o 1'acumulacié de productes de rebuig pro-
duiria la disminuci6é de la fecundacibé. Actualment hi ha dades que in-
diquen que seria la preséncia d'un inhibidor, probablement d'origen
epididimal, que no afectaria els patrons de supervivéncia ni de motili
tat, perd que hauria d'ésser diluit suficientment com per a permetre
una FIV efectiva (Stanger i Quinn, 1982).

La concentracid d'espermatozoides té un altre efecte a més a més de
1'esmentat: la influéncia en el nombre d'odcits polipenetrats que es
deriven de la FIV. Aquesta relacid entre augment de la concentracid i
augment de la polispérmia seria produida per 1'increment de la probabi
litat de qué dos espermatozoides penetressin la zona gairebé alhora i
per pols oposats de 1'o0cit, la qual cosa els permetria evitar els me-
canismes de bloqueig de la polispérmia que serien massa lents com per
a impedir-ho (veure 1.1.2.1.C.) (Fraser i Maudlin, 1978).

2.1.5.4, Condicions d'incubacid

VOLUM DE CULTIU

El volum de medi que contenen els gdmetes durant la fertilitzacié pot
tenir una certa importancia. En general s'utilitzen volums d'incubacid
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del voltant de 0.4 ml de medi.

Els volums massa grans presenten efectes de diluci6 elevats, disminuint
la supervivéncia dels espermatozoides i a més a més, fan dificil la lo
calitzaci6 dels embrions un cop fertilitzats.

Els volums massa petits esgoten fdcilment els nutrients i acumulen pro
ductes de rebuig que poden ser nocius per els gimetes.

Recentment Siddiquey i Cohen (1982) han proposat la idea que fos la
freqiiéncia de col.lisions-interaccions entre espermatozoides i odcits
el determinant del percentatge de fertilitzacid obtingut, recomanant
volums petits (20 ul) amb un nombre elevat d'espermatozoides (1.2x10
per a obtenir bons resultats (80%) en la fertilitzacié.

4

TEMPS DE CULTIU

Es refereix al temps durant el qual els gametes romanen junts al medi
de fecundacib.

En general és d'unes cinc a sis hores (en el ratoli), temps suficient
com perqué s'hagi realitzat la fertilitzacié de la majoria dels odcits
sense que s'acumulin materials de rebuig produits per la mort de nombro
sos espermatozoides i per efecte de R.A. incontrolades que acostumen a
tenir lloc en condicions in vitro.

Existeixen dissenys experimentals que allarguen aquest temps per elimi
nar la pre-incubacib, de manera que la capacitaci6 tingui lloc en pre-
séncia dels gametes femenins, perd en aquests casos el temps de cultiu
tampoc ultrapassa les vuit hores.

Un cop passat aquest temps els zigots es recullen i es posen a incubar
en medi de creixement segons les necessitats de 1'estudi a realitzar.
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2.2. Metodologia experimental de la fertilitzacidé in vivo i in vitro

2.2.1. Material d'experimentaci6

2.2.1.1. Animals emprats

Els animals emprats com a dadors de gdmetes i embrions han estat rato-
lins de la F1 resultants de 1'encreuament de dues soques consanguinies,
la C57B1/6J i la CBa/Ca (obtinduges de Jackson's a través d'Ifa-Credo
(Franga) i 0lac'76 (U.K.)), pertanyent indistintament els progenitors
patern i matern a cadascuna de les dues soques.

S'han triat aquests animals per tres raons fonamentals:

. Per provenir de soques genéticament definides i consanguinies
que permeten una uniformitat genética dels individus fent disminuir la
variabilitat individual i donant una major uniformitat a la mostra.

. Per ser soques ampliament estudiades, amb la qual cosa es facili
ta la comparaci6 amb altres autors.

. Per donar una eficiéncia de fertilitzacid in vitro elevada.

S'han emprat femelles de vint-i-quatre a vint-i-vuit dies d'edat per
aprofitar el pic pre-puberal en la superovulacidé (veure 2.1.3.) i tam-
bé mascles majors de dos mesos, per tal d'assegurar-ne la fertilitat
(el periode reproductiu dels mascles de ratoli comenca al mes i mig
d'edat, aproximadament).

2.2.1.2. Medis de cultiu-Preparacid,

Tan important com la composicid del medi (veure 2.1.1.) és la seva pre
paracid. Normalment es preparen solucions mare 10 o 100 vegades concen
trades, les més estables de les quals es guarden durant un mes, esté-

rils, a + 42C. Les més inestables, com ara les de bicarbonat i piruvat,
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es renoven cada dues setmanes.

Tots els reactius emprats sén Merck amb una puresa "per analisi", excep
te la BSA del medi T6 que és Sigma Fraccié V i la del M16 i M2 que és
Sigma cristal.litzada i liofilitzada.

Per preparar els medis s‘utilitza exclusivament aigua tridestil.lada
amb una resisténcia superior a 14 Mohm i en flascons i pipetes de plas
tic rebutjable. No s'empra el material de vidre, ja que acostuma a por
tar incorporats contaminants dels detergents que a la llarga sén toxics
per a les cel.lules.

Les solucions preparades per a cadascun dels medis sén:

MEDI T6
Solucidé mare A' (x10 concentrada) (un mes, estéril, a +49C)
g/100 ml
NaCl 5.719
KC1 0.106
MgC12.6H20 0.096
NaZHPO4.12H20 0.129
Lactat sodic 2.106
_Glucosa 1.000
Penicil.lina G s0dica 0.060
Estreptomicina sulfat 0.050

Solucidé mare B' (x10 concentrada) (dues setmanes a +49C)

g/100 ml
NaHCO3 2.101
Roig fenol 0.010

Solucid mare C' (x100 concentrada) (dues setmanes a +49C)
, g/10 ml
Piruvat sodic ' 0.052

Solucid mare D' (x100 concentrada) (un mes estéril, a +49C)
g/10 ml
CaC12.2H20 0.262




Preparacio:

solucio mare: _ml
A' 1.0

B! 1.0

c 0.1

D! 0.1

H,0 tridest. 7.8
BSA 150 mg
10 ml

Ajustar a pH 7.4 amb HCl 1IN i filtrar amb membrana de 0.22 um per
esterilitzar.

MEDI M16 i M2
Solucidé mare A (x10 concentrada) (un mes, estéril, a +4°C)
g/100 ml

NaCl 5.534
KC1 0.356
KH2PO477/74 0.162
MgSO4.7H20 0.294
Lactat sddic 2.608
Glucosa 1.000
Penicil.lina 0.060
Estreptomicina sulfat 0.050

Solucié mare B (x10 concentrada) (dues setmanes a +49C)

g/100 ml
NaHCO3 2.106
Roig fenol 0.010

Solucidé mare C (x100 concentrada) (dues setmanes a +49C)
o g/10 ml
Piruvat sodic 0.036

Solucid mare D (x100 concentrada) (un mes, estéril, a +49C)

g/10 ml
CaClz.ZHZO 0.252
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Solucié mare E (x10 concentrada) (un mes, estéril, a +4°C)

g/100 ml
Hepes 5.957
Roig fenol 0.010

Ajustar a pH 7.4 amb NaOH 5N abans de fer els 100 ml

Preparacib

. M16

soluci6 mare: _ml
A 1.0
B 1.0
C 0.1
D 0.1
H,0 tridest. 7.8
BSA 40 mg
10 ml
- M,
solucid mare: _ml
A 1.00
B 0.16
C 0.10
D 0.10
E 0.84
H,0 tridest. 7.80
BSA 40 mg
10 ml

Ajustar-los a pH 7.4 amb HCl 1N i filtrar amb membrana de 0.22 um per
esterilitzar.

El medi T6 ha d'ésser molt fresc i,'per tant, es prepara al moment, el
M16 es pot quedar una setmana a 4°C fins i tot algun temps congelat a
-20°C perd aixd no és aconsellable.

El dia abans d'utilitzar-los es posen en capsules de Petri de plastic
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rebutjable a 1'incubador, a 37°C, amb una atmosfera al 5% CO2 en aire
i saturada d'humitat per tal d'equilibrar-los a l'ambient on tindra
Iloc la fecundacid. Els medis es posen sempre sota oli de parafina.

2.2.1.3. Altres solucions

A part dels medis de cultiu sén necessdriesaltres solucions per manipu
lar els gametes i embrions.

FORMALINA NEUTRA TAMPONADA

Solucid emprada per fixar els espermatozoides abans de fer-ne un recomp
te.

mM

formaldehid / 3920.08
e

NaH,PO, .2H,0 28.98

Na,HPO, .2H,0 40.62

en aigua destil.lada ajustada a pH 7.4

HIALURONIDASA

Solucid de 300 USP-E/ml Merck de testicle de bou. Hidrolitza 1'acid
hialurdnic que actua com a ciment intercel.lular de les cél.lules de
la granulosa que formen el cumulus oophorus. Estabilitzada en PBS amb
10 mg/ml de PVP (polivinil pirrolidona).

SoLuc1d ACIDA DE TYRODE

Emprada per dissoldre la zona pel.llGcida dels odcits de ratolf.

M
NaCl 136.89
KCl ' 2.68
CaC12.2H20 1.63
MgC12.6H20 0.49
Glucosa 5.55
PVP 4 mg/ml

Ajustar a pH 2.5 amb HCl1 1N (sense Hg contaminant)



88

2.2.2. Métodes emprats (fig. 24)

2.2.2.1. Superovulaci6

Seguint els criteris esmentats en 1'apartat 2.1.3. s'ha provocat la su
perovulacidé de les femelles de la seglient manera:

temps
-48 h Injecci6 intraperitoneal de 7.5 ui de PMSG
0h Injeccib intraperitgneal de 7.5 ui de HCG
13 a 14 h Superovulaci6 ////

2.2.2.2. Fertilitzacid in vivo

APARELLAMENT

Immediatament després de la injecci6é de HCG es posen dues femelles a

acoblar amb cada mascle. El mascle s'hi posa tot seguit per tal que hi
hagi els espermatozoides al lloc de la fecundacié un cop es doni l'ovu
lacid. Aixi s'evita 1'envelliment dels o0cits al tracte genital femeni.

Al cap de dinou o vint hores se sacrifiquen les femelles. El lapse de
temps entre 1'Gltima injeccid i el moment en qué sén sacrificades és
important. Si s'extreuen els o0cits massa d'hora pot ser que la ferti-
litzaci6é no hagi tingut 1lloc encara. Si s'extreuen massa tard la massa
de cél.lules fol.liculars i zigots s'ha dispersat per l'acci6 dels es-
permatozoides. S6n, per tant, més dificils d'obtenir i s'han de perfun
dir els oviductes tal com deécriurem a 1'apartat seglient.

D'altra banda aquest temps iguala l'estona en qué estan en contacte els
espermatozoides i odcits a la FIV (6 hores) amb vista a augmentar la
uniformitat dels tractaments a qué sbén sotmesos els gametes en ambdds
€asos.

El mascle no torna a ser utilitzat en una altra fertilitzacid de cara
a augmentar el pool genétic estudiat.



Fig. 24.- Esquema general dels métodes emprats, tant en la fertilitzaci6
in vivo, com in vitro, com en l'estudi del mutagen [@-propio-
lactona.
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RECOLLIDA D'EMBRIONS

Les manipulacions es fan dins la cambra de flux laminar i amb material
estéril.

Els animals es maten per dislocaci6é cervical. Aquest métode evita la
dissolucié de substancies (éter, cloroform) a la sang que podrien afec
tar negativament la viabilitat de gametes i embrions.

Els animals es desinfecten amb alcohol al 70%. Se'ls extreuen els ovi-
7 M de sulfat de vinblas
tina. Es posen al microscopi estereoscdpic on s'estripa 1'ampul.la

ductes i es dipositen en 0.4 ml de M, amb 10”7

(engruiximent que conté la massa del cumulus oophorus i elsizigots) i

s'alliberen al medi. /

En cas que el cumulus estigui disgregat no es distingeix l'ampul.la i
s'ha de perfundir 1'oviducte per la fimbria (alld on l'oviducte s'obre
a la bursa que conté 1l'ovari) amb una agulla de 30G amb la punta esmus
sada. El sentit de perfusid ha d'ésser sempre d'ovari a Gter perqué si
no l'epiteli ciliat que recobreix l'oviducte impedeix que els embrions

en surtin.

CULTIU

Un cop es tenen els embrions al medi es posen a 1'incubador de CO2 fins
al moment de fer les preparacions.

2.2.2.3. Fertilitzaci6 in vitro

També com el cas anterior, totes les manipulacions es fan dins la cam-
bra de flux laminar i amb material estéril. Es un bon ajut disposar
d'una placa calefactora a 379C al costat a fi de mantenir el medi ca-
lent mentre es fa qualsevol manipulacié (dispersid, dilucié-capacitacid,
obtencié dels odcits, canvi de medis, etc.)

OBTENCIO DELS GAMETES MASCULINS - CAPACITACI(

Se sacrifica el mascle per dislocacid cervical i es remulla amb alcohol



91

al 70%. Tot seguit se 1i estreuen els epididims caudals sense greix, i,
amb 1'ajut d'un paper de filtre net i pressionant lleugerament, es fa
sortir tota la sang dels vasos capil.lars que 1'envolten. Es molt impor
tant treure tota la sang perqué si en va al medi els espermatozoides
s'aglutinen i no s'obté una bona suspensib.

DISPERSIO

Mitjancant una lleugera pressidé es fa sortir el fluid epididimal a 1 ml

de medi T6 sense BSA i es posa a 1'incubador durant 20 minuts perquéles
dispersin els espermatozoides.

Cal fer totes aquestes operacions rapidament (en menys de deu minuts
entre que es mata 1'animal fins que es posa la suspensid d'espermatozoi
des a 1'incubador) perqué els espermatozoides sén molt sensibles a qual
sevol canvi de 1'ambient i s'aglutinen facilment.

DILUCIO-CAPACITACIO

Passats els vint minuts es controla la suspensi6 al microscopi estereos
copic i s'observa que no hi hagi grumolls d'espermatozoides, i es di-
lueixen 1:9 en 0.4 ml de T6 + BSA; on hi restaran cinquanta minuts

dins 1'incubador per a capacitar-se.

RECOMPTE

Simultdniament es pot fer la mateixa diluci6 amb formalina neutra tampo
nada per fixar els espermatozoides i fer un control de la concentracid
obtinguda mitjancant una cambra de Neubauer. La suspensid original
(concentrada) té normalment una concentracid de 1-2x107 esp./ml que-
dant, un cop feta la dilucid, en 1-3x100 esp./ml.

OBTENCIO DELS GAMETES FEMENINS - INSEMINACIO

Al cap de tretze o catorze hores després de la injeccié de HCG es sacri
fiquen dues femelles per cada mascle i es procedeix a 1'extraccid dels
oviductes. Aquest, nets de sang, s'introdueixen a la suspensid d'esper-
matozoides capacitats. Alli es rebenten les ampul.les i s'alliberen

els odcits al medi per ser fecundats
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CULTIU

Un cop inseminats es deixen a 1'incubador de cinc a sis hores. Després
es recullen els zigots i s'eliminen els espermatozoides sobrers i les
cél.lules del cumulus que ha estat disgregat.

Si es vol confirmar la fecundacié els zigots nets es posen al microsco
pi invertit de contrast de fases on s'hi observen els dos pro-nuclis i
sovint també els dos corpuscles polars (veure 3.3.).

7 de sulfat de vinblastina

i es deixen de divuit a vint hores a 1'incubador de COZ.

Un cop nets es posen a 0.4 ml de M16 amb 10°
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2.3. Metodologia experimental dels estudis citogenétics

2.3.1. Fixacié

El métode de fixacid és molt important a l'hora d'obtenir preparacions
analitzables d'una qualitat optima que permetin una andlisi acurada
dels resultats.

En general les variacions del métode de Tarkowski (1966) d'assecat a
l1'aire son les que donen més bons resultats en aquest tipus de material
i son, per tant, les més ampliament utilitzades.

S'han emprat dues variants d'aquesta técnica:

METODE 1

. Els zigots bo i nets de cél.lules fol.liculars (en cas de la fer
tilitzacid in vivo é&s convenient afegir al medi uns deu minuts abans
de comengar una aliquota de HSA per dipersar les cél.lules del cumulus)
es posen de set a nou minuts en hipotdnic (C1K 0.075 M).

. Se n'agafen tres amb una micropipeta i es posen, sota el micros-
copi estereoscOpic, en una gota molt petita sobre un portaobjectes de-
sengrassat amb alcohol:&ter (1:1) i net de pols. La gota d'hipotdnic
ha d'ésser prou petita com per impedir que s'assequin, perd no pot és-
ser gaire gran per evitar la dispersidé i pérdua dels zigots.

. Es tira una gota de fixador de Carnoy (metanol:acid acétic; 3:1)
damunt els zigots i es posa a l'escalfor d'una bombeta de 100W esmeri-
lada.

. Quan es dispersa el fixador els embrions apareixen com a punts
brillants i aleshores s'assenyala llur situacié amb un marcador per la
banda inferior del portaobjectes.

. Bufant suaument es fa l'assecat total.
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. Després es podrd resseguir el senyal del marcador amb un llapis
de diamant per fer la marca duradora.

Valoracid:

Si bé amb la utilitzacid d'aquest métode no apareixen gaire sovint les
pérdues de complements cromosdmics si que és molt dificil d'aconseguir
preparacions prou netes de citoplasma tal com requereixen les técniques
de bandeig cromosdmic.

METODE 2

. Cal préviament preparar portaobjectes amb quatre quadrats marcats
d'aproximadament 6x6 mm posats a desengrassar amb alcohol: éter (1:1).

. Els tractaments amb HSA i hipotdnic son iguals que en el métode
anterior.

. Acabat el tractament amb hipotdnic s'agafen tres zigots i es po-
sen en una gota de la mida adequada al centre del quadrat per la banda
no marcada del portaobjectes.

. Amb una pipeta Pasteur estirada a la flama es tira una gota de
Carnoy.

. Controlant sota el microscopi estereoscdpic es veu on van a pa-
rar els zigots (si surten del quadrat cal assenyalar-los amb el llapis
de diamant, perd és millor evitar-ho perqué en ratllar el portaobjec-
tes la preparacid s'omple de vidrets que 1'embruten.

. Es bufa suaument i s'afegeix una altra gota de fixador.

. S'eixuga el quadrat seglient i es repeteix la mateixa operacid en
cadascun dels quadrats.

. Un cop fet el darrer es tira uné.gota més de fixador a cada qua-
drat per evitar deposicions d'hipotdnic que embrutarien la preparacié.

. Es deixa assecar a l'aire.
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Valoraci6:

Aquest segon métode proporciona, pel fet d'afegir-hi més fixador, unes
preparacions més aptes per al bandeig cromosOmic perqué tenen menys res
tes de citoplasma que no pas el primer. Té, perd, el perill que si l'ac
ci6 del fixador és massa drastica es disgrega la primera metafase zigd-
tica i sovint es perden cromosomes i complements sencers de 1'embrid.

En general ambdds métodes presenten certs inconvenients. El fet de no
poder fer un tractament massiu de les cél.lules, de manera que s'hagi
d'anar fixant en grups poc nombrosos (de tres en tres), fa que aquesta
técnica esdevingui lenta, tediosa i que impedeixi tractar amb moltes
cél.lules alhora, de manera que 1'amplitud de la mostra ha d'augmentar
a base de repetir els experiments.

D'altra banda cada grup fixat té unes caracteristiques (extensid, restes
de citoplasma, etc.) diferents dels altres, malgrat estar en el mateix
portaobjectes. Aquesta circumstdncia dificulta extraordindriament les
tecniques de bandeig, fonamentalment la de bandes G.

Per altra part les superposicions i pérdues cromosdmiques relativament
freqlients fan que la indicéncia de monosomies detectada sigui més eleva
da del que caldria esperar.

Contrdriament, la qualitat de les preparacions i el fet de tractar els
embrions gairebé d'un a un fa que les pérdues de material analitzable
siguin minimes.

2.3.2. Tincib

La tinci6 es duu a terme amb colorant de Leishman en proporcié 1:4 amb
tamp6 de Lieshman a pH 6.8

2.3.2.1. Uniforme

. Es posen les preparacions al colorant durant quatre minuts.
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. S'esbandeixen amb aigua de l'aixeta i s'assequen amb molta cura
amb un paper de filtre.

2.3.2.2. Bandes C

Les bandes C sén una técnica que tenyeix les zones heterocromatiques
dels cromosomes. En el ratoli aquestes se situen al voltant dels centrd
mers. A més el cromosoma Y és bandes C negatiu i es tenyeix uniformement
d'una manera més intensa. Aquest fet ha permés identificar-lo i determi
nar el sexe dels embrions bandejats (fig. 25).

La técnica segons Sumner (1972) és la seglient amb lleugeres variacions:

. Posar les preparacions acabades de fer de vint a trenta minuts a
l'estufa a 1102C per envellir-les.

. L'endemd deixar-les durant trenta minuts en HCl 0.2N acabat de pre
parar.

. Esbandir en aigua destil.lada.

. Posar-les en una cubeta de tinci6 amb Ba (OH)2 al 2% (solucid sa-
turada) a 609C de mig a dos minuts (aquest temps varia segons 1'antigui
tat de les preparacions).

. Rentar amb aigua destil.lada i metanol.

. Posar durant noranta minuts en 2xSSC a 659C.
. Rentar amb aigua de l'aixeta.

. Assecar amb paper de filtre.

. Tenyir amb colorant durant quatre minuts.
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Fig. 25.- Cromosomes d'un embri6 mascle tenyit amb bandes C, segons la
técnica de Sumner (1972) modificada. En el complement d'origen
patern s'hi distingeix clarament el cromosoma Y (fletxa)

(cp: segon corpuscle polar). '
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2.3.2.3. Bandes G

La técnica de bandes G ddna resultats molt variables en cada preparacid
i adhuc en cada metafase d'una mateixa preparaci6.

Es, per tant, una técnica que malmet material fins que es troben les con
dicions iddnies de treball.

En el cas concret de la primera divisi6é embriondria en la que es treba-
lla amb un nombre reduit de cel.lules cada preparacié malmesa pot ser
important.

Per tant s'han fet intents de bandeig amb més o menys fortuna, obtenint
algunes preparacions de bona qualitat perd en un nombre tan limitat que
no han estat incloses als resultats (fig. 26).

La técnica emprada segons Gallimore i Richardson (1973) és la seglient:
. Envellir a 1109C durant vint minuts.

. Posar els portaobjectes en una soluci6 de 2xSSC a 659C durant tren
ta minuts.

. Esbandir amb aigua de l'aixeta i assecar amb paper de filtre.

. Posar de tres a quatre segons en una solucid de tripsina al 0.5%
en tampd de Leishman.

. Esbandir amb aigua corrent.
. Assecar amb paper de filtre.

. Tenyir tres o quatre minuts amb colorant.

2.3.3. Observacid

L'observacid s'ha fet amb un microscopi Optic Leitz Dialux 20 a 100,
630 1 1000 augments. Dels casos més interesants se n'ha fet fotografies
el processat de les quals ha estat l'habitual.
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Fig.’26.— Complement cromosomic patern d'un embrid en la primera divisié
embriondria tenyit amb bandes G segons una modificacid de la
ténica de Gallimore i Richardson (1973).
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2.4. Estudi de mutagens

2.4.1. Caracteristiques i propietats del mutagen emprat

S'ha triat la B-propiolactona (BPL) per a l'estudi de la mutagénesi
perqué és un agent alquilant de reconegut poder mutagénic en bacteris,
llevats i plantes, perd ha estat molt poc estudiat en mamifers perqué
té una mitjana de vida d'accibé curta i és poc difusible per l'organisme.
Ambdues circumstancies fan que els tests classics de deteccidé de muta-
gens en mamifers hagin donat resultats negatius i/o contradictoris.

Pensem que la nostra metodologia de tractament de les femelles i estudi
de la primera divisid embriondria ofereix unes caracteristiques dptimes
(veure 1.7) que permeten obviar aquestes dificultats i dur a terme
1'andlisi de llur efecte sobre les cél.lules germinals de la femella.

2.4.1.1. Caracteristiques fisico-quimiques

La BPL é&s un anell de quatre membres altament reactiu amb un pes mole-
cular de 72.06 D:

0 -C=0

Es relativament soluble en aigua (37% v/v) i s'hidrolitza amb forca ra-
pidesa en solucié aquosa (50% en 3 h a 35°C) per produir acid B-hidroxi
propionic, el qual és relativament inocu. Per contra és estable durant
diversos anys a 4°C.

A causa de la seva elevada reactivitat amb les molécules bioldgiques ha
estat correntment utilitzada com a aerosol per esterilitzar habitacions
i plasma sanguini. S'ha demostrat qué'és un bon descontaminador de la
fase vapor en el tractament d'arees tancades, essent efectiva contra es
pores i cél.lules vegetatives bacterianes aixi com contra virus, als
quals inactiva. S'ha proposat també com a additiu a la llet abans dels
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processos fermentatius per inhibir 1'aparicié de Bactobacillus casei.

D'altra banda, la BPL posseix un ampli ventall d'usos industrials, com
per exemple la utilitzacid en el processat de la fusta, en la impermea-
bilitzacié de la roba, en la modificacié de la cel.lulosa de 1li, en la
manufactura d'escuma d'uretd; també serveix d'intermediari en la fabri-
cacibé d'insecticides, plastificadors, productes medicinals, i com addi-
tiu es fa servir per gasolines amb alt contingut de plom i en la modifi
cacibé de l'aroma de tabac (Fishbein i col., 1970).

2.4.1.2. Activitat bioldgica

Tal com hem vist, la BPL té una elevada reactivitat amb els centres nu-
cleofilics com poden ser els de les proteines i els acids nucleics. Aques
ta capacitat de reaccid és la que 1li confereix el cardcter mutagénic i
d'inductor d'anomalies cromosdmiques.

La BPL actua com a agent alquilant del DNA, reaccionant fonamentalment
amb la guanina i donant com a resultat o bé una depurinitzaci6, o bé
una forma ionitzada capa¢ de formar ponts d'hidrogen amb la timidina.
Aquests canvis provocaran anomalies en 1'aparellament de bases (transi-
cions i transversions).

També indueix la formacid de ponts entre dues cadenes del DNA i, a altes
concentracions, provoca la desnaturalitzacid localitzada de parts del
DNA, de manera que els extrems lliures de diferents cadenes s'unéixen
formant grans complexos (Brusick, 1977).

Quant a les proteines sembla que la seva capacitat d'unid és dues vegades
superior a la dels dcids nucleics, fonamentalment amb els grups -SH- i
-S-S- dels aminodcids metionina, cisteina i cistina i, amb menor inten-
sitat, amb la histidina, prolina i lisina, dins d'una amplia gamma de

pH que va des del pH 3 fins al pH 9. -

S'ha descrit també la formaci6é de complexos DNA-proteines després del

tractament de DNA i proteines de membrana in vitro. Es desconeix encara
la natura d'aquestes unions i estd per determinar el significat bioldgic
d'aquests complexos DNA-membrana, especialment pel que fa a les propie-
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tats carcindgenes d'aquest compost (Brusick, 1977).

2.4.2. Metodologia experimental (fig. 24)

La metodologia experimental emprada ha consistit en injectar intraperi-
tonealment a les femelles de ratoli de 24-28 dies la BPL amb una concen
tracié de: 2 mg/Kg pes d'animal en aigua tridestil.lada.

Les solucions es preparen immediatament abans d'utilitzar o bé, quan
aixd no és possible, sén congelades a -209C per tal d'evitar la desnatu
ralitzaci6 del producte.

Les injeccions del mutagen han tingut 1lloc a cinc temps diferents des-
prés de la injeccid de HCG per tal d'afectar les seglients fases de la
meiosi:

1 Y2 h Darreres fases de la profase I
3 h Immediatament abans de la metafase I
6 h Anafase I
9 h Telofase I - Profase II

11 h Immediatament abans de la metafase II

(veure 2.1.3.)

Després es procedeix a una fertilitzacid, ja sigui in vivo o in vitro

(segons el que convingués en cada cas), aturant la primera divisi6é em-
briondria i estudiant la dotacidé cromosdomica dels embrions obtinguts,
com ja hem descrit.

Els resultats han estat comparats després amb la mostra control corres-
ponent i confrontats amb la dotacidé cromosdmica dels progenitors no
tractats (mascles) de la mateixa mostra d'embrions.



3. RESULTATS
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Els primers resultats s'han obtingut en desenvolupar la técnica de la
FIV.

S'ha comencat per assegurar l'obtencid de gametes, tant masculins com
femenins, de bona qualitat per a ésser fecundats, per a després passar
a la inseminacidé i observacié de caracteristiques del desenvolupament.

3.1. Caracteristiques dels gametes obtinguts

3.1.1. 0dcits

Per a dur a terme la técnica de la FIV s'ha induit 1'ovulaci6 d'un total
de 1.842 odcits, dels quals el 85.18%, es a dir, 1.569 eren fecundables
i la resta, el 14.82%, eren atrésics o immadurs i, per tant, no eren ap
tes per a ser fecundats.

Els processos d'estimulacié i manipulaci6é hormonal del cicle indueixen
1'aparicidé d'odcits andmals entre els ovulats normalment. En general els
odcits que es troben a 1'oviducte es poden classificar en:

00CITS IMMADURS

. En fase de dictioté: Ovulats abans de la represa de la meosi i tf
picament fol.liculars. Aquests odcits sbn facilment distingibles ja que
presenten la vesfcula germinal (nucli profasic) intacte, no tenen corpus
cle polar i acostumen a anar acompanyats d'un cumulus oophorus molt per
sistent. Es troben en comptades ocasions (fig. 27).

. En metafase I: O bé son ovulats abans d'arribar a la metafase II
o bé no conclouen la meiosi a l'oviducte com seria d'esperar (veure 2.1.
3.). S6n més freqlients que els anteriors. Dificilment es distingeixen
dels normals (en la metafase II) ja que tant en uns com en altres el
primer corpuscle polar sovint es malmet (fig. 28).

Cap d'aquests dos tipus d'odcit sén fecundables i encara que puguin ser
penetrats, no es dona el desenvolupament del pro-nucli masculi.
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Fig. 27.- 0dcit immadur amb vesfcula germinal (en dictioté), fotografia-
da al microscopi invertit de contrast de fases. S'hi observen
cél.lules fol.liculars adherides encara a l'o0cit formant res-
tes del cumulus oophorus (vg: vesicula germinal, cf: cél.lules

fol.liculars, zp: zona pel.ltcida). (Foto V. Catala).
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Fig. 28.- Cromosomes en metafase I obtinguts d'un odcit de ratolf ovulat
per inducci6 hormonal externa (superovulacid)
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00CITS ATRESICS I DEGENERATS

La majoria d'odcits no fecundables pertanyen a aquesta categoria. Son
o0cits amb una severa degeneracidé citoplasmatica que es tradueix en una
fragmentaci6 i/o col.lapse del vitel.lus. En altres casos més extrems
s'observen adhuc zones pel.llcides buides (fig. 29).

00CITS MADURS

Sén els aptes per a ser fecundats. Es troben en la metafase II (fig. 30)
i envoltats d'una massa de cél.lules fol.liculars que els uneixen els
uns amb els altres. Presenten normalment un corpuscle polar, encara que
a vegades es pugui destruir quedant una resta citoplasmatica a 1'espai
perivitel.lf (fig. 31).

En comptades ocasions es pot produir la no extrusié del primer corpuscle
polar quedant els cromosomes de 1'odcit com en una metafase II doble
(fig. 32). Només se'n detecta un cas que no va ésser fecundat, perd
aquest mecanisme podria ser la causa d'alguna de les poliploidies troba
des d'origen incert.

3.1.2. Espermatozoides

Els parametres més emprats per a determinar la qualitat dels gametes mas
culins sbén dos:

LA MOTILITAT

Els espermatozoides de 1'epididim caudal han de presentar una motilitat
cap endavant quan es troben en suspensi6. Aquesta motilitat implica que
la suspensid sigui com més uniforme millor, sense grumolls que represen
ten 1'aglutinacid dels espermatozoides pel cap, signe evident de la mort
cel.lular (fig. 33).

Aquest moviment es transforma en hiperactivacid després del cultiu dels
espermatozoides en medi amb BSA, la qual cosa indicara 1llur capacitacid.
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Fig. cs.- Odcits amb degeneracid i col.lapse citoplasmatic acompanyats
de cél.lules fol.liculars tal com es veuen al microscopi inver
tit de contrast de fases després d'haver dispersat el cumulus
oophorus amb hialuronidasa. La fletxa assenyala una zona pel.ld
cida buida. (Foto V. Catald).
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Fig. 30.- Aspecte dels vint cromosomes d'un odcit madur de ratoli ovulat
en la metafase de la segona divisid meidtica. S'observa clara-
ment 1'anomenada repulsidé entre cromatides tipica d'aquesta
fase.



Fig. 31.- 0dcits madurs sense el cumulus al microscopi invertit de con-
trast de fases (zp: zona pel.llGcida, ep: espal perivitel.lfi,
cp: primer corpuscle polar).
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Fig. 32.- Metafase II amb quaranta cromosomes (doble) a causa de la no-
extrusié del primer corpuscle polar al final de la primera
divisidé meidtica.
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Fig. 33.- Reticle d'una cambra de Neubauer amb espermatozoides per a
fer-ne un recompte al microscopi invertit de contrast de fases.
Cal tenir en compte que només es compten els caps, deixant de
banda les cues. La fletxa assenyala una aglutinacid d'esperma-
tozoides que indica la mort.cel.lular.
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LA CONCENTRACID

Tal com hem descrit en 2.1.5.3. la concentracid d'espermatozoides é&s un
parametre molt important a tenir en compte a l'hora de fer una FIV. Per
aquesta rab en alguns experiments es van fer recomptes del nombre d'es-
permatozoides amb una cambra de Neubauer (fig. 33) (veure 2.2.2.3.).

En tots el casos s'han obtingut unes concentracions que oscil.len entre
11 2x106 esp./ml
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3.2. Inseminacid in vitro

S'han realitzat 17 experiments de FIV en la poblacid control amb un to-
tal de 1.842 ob6cits inseminats, dels quals 273 s'han retirat en fer el
canvi de medi de cultiu per estar degenerats o atrésics.

Dels 1.569 potencialment fecundables, 1.284 en foren, la qual cosa repre
senta un 81.82% d'eficiéncia de fecundacié (Taula 1).

Al moment de ser recollits els zigots per passar-los al medi de cultiu
hi ha indicadors del bon resultat de la fecundaci6. En general els esper
matozoides estaven aglutinats amb les cél.lules fol.liculars, amb les
quals tenen gran afinitat, o bé entre ells. D'altra banda els o0cits te
nien gran quantitat d'espermatozoides adherits a la zona pel.llGcida que
els feien girar gracies al vigords batec flagel.lar (fig. 34). Normalment
aquest moviment s'interpretava com un indici de que la fecundacid havia
estat efectiva (fig. 35).
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TAULA 1.- Caracteristiques generals de la mostra d'embrions fecundats

in vivo i in vitro.

IN VIVO (%)

IN VITRO (%)

Embrions fecundats 1291
Embrions analitzats 1022
Eficiéncia delfertilitzacié (82.60)
Relacib de sexes o” 52 (50.98)

Q 50 (49.02)

1284
1033
(81.82)

93 (55.03)
76 (44.97)
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Fig. 34.- 0dcit de ratolf inseminat in vitro al microscopi invertit de
contrast de fases amb nombrosos espermatozoides adherits a la
zona pel.ltGcida. L'acci6 dels espermatozoides ha dispersat el
cumulus oophorus i les cél.lules fol.liculars apareixen dis-

gregades, com a punts brillants al fons. La mostra ha estat
fixada amb formalina neutra tamponada per evitar el batec
flagel.lar dels espermatozoides.
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Fig. 35.- Q0cits de ratolil inseminats in vitro. Els nombrosos espermato-
zoides que tenen adherits a la zona pel.llGcida els fan girar
mercés al seu vigorés moviment flagel.lar. Els grumolls que
s'hi observa son cél.lules fol.liculars dispersades pels esper
matozoides.
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3.3. Desenvolupament

En alguns casos s'han observat els zigots un cop fecundats a fi d'esti-
mar el bon funcionament de la FIV a través de criteris morfoldgics de
fecundacié.

Generalment 1'observaci6é de dos pro-nuclis i dos corpuscles polars al
cap de sis hores de la inseminacid en diversos zigots feia preveure una
bona taxa de fertilitzacié en 1'experiment en concret (fig. 36)
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Fig. 36.- Aspecte que ofereix un zigot de ratol{ fecundat in vitro al
microscopi invertit de contrast de fases. Es distingeixen
clarament els dos corpuscles polars (cp) i els dos pro-nuclis
(pn), signe evident de que ha estat fecundat. Sobre la zona
pel.lGcida s'hi observen dues cél.lules fol.liculars que hi
romanen adherides.
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3.4, Primera divisibé embrionaria

La primera divisid embriondria en mamifers té unes caracteristiques que
la converteixen en un bon material per a l'estudi dels gametes tant mas
culins com femenins.

D'una banda totes les anomalies detectades son d'origen meidtic ja que
no hi ha possibilitat que es produeixin en estadis posteriors a la fe-
cundacié. D'altra banda els embrions no han estat subjectes a cap pres-
sid selectiva del tracte genital femeni que elimini els andmals per la
qual cosa son detectats tots els zigots anormals.

Aquests fets permeten una andlisi cromosdmica que déna informacid tant
dels esdeveniments que tenen lloc durant la fecundacidé com els processos
meidtics de producci6 de gametes.
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3.5. Descripcié de les anomalies cromosOmiques estudiades

3.5.1. Definicib

El ratolf presenta quaranta cromosomes, tots ells acrocéntrics (fig. 37).

Com ja hem vist, els complements masculi i femeni queden separats per
1'accié de l'antimitdtic que impedeix 1'emigracid dels pro-nuclis perd
no la condensacié en cromosomes de manera que es poden distingir 1'un de
1'altre pel seu grau de condensacié cromosdmica. Aixf, doncs, els cromo-
somes del pro-nucli femeni estan més condensats i generalment més disper
sos que no pas els del masculi (fig. 38).

3.5.2. Anomalies estudiades

ANEUPLOIDIES

N'hi ha de dos tipus:

. Hiperploidies: Es 1'aparicidé de cromosomes de més. El cas més fre
qlient s6n les trisomies que suposen un sol cromosoma extra (2n+1) (fig.
39, 40). S'han observat també trisomies m@ltiples en una proporcid més
baixa (fig. 41).

. Hipoploidies: £s la pérdua de cromosomes. La més comuna &s la mo-
nosomia que implica un complement del tipus (2n-1), tot i que també po-
den haver monosomies miltiples o nulisomies.

POLIPLOIDIES

Sén mdltiples superiors a dos del nombre haploide de cromosomes.

. Triploidies (3n): Produides per una dispérmia (fig. 42), per la
fecundacid d'un espermatozoide diploide (fig. 43) o per la no extrusid
del segon corpuscle polar, és a dir, la fecundacié d'un odcit diploide
(fig. 44).
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Fig. 37.- Cariotip del Eomplement cromosomic somatic de ratoli,
Mus musculus (Cowell, 1984).




122

w &

Fig. 38.- Metafase de la primera divisié embriondria de ratoli  abans de
la singdamia. Els cromosomes d'origen patern, menys condensats,
es distingeixen clarament dels d'origen matern (cp: segon
corpuscle polar).
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Fig. 39.- Metafase de la primera divisi6 embriondria. El complement mas-
culi presenta una hiperploidia (21 cromosomes).
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Fig. 40.- Figura semblant a la 39. En aquest cas, perd, és el complement
femeni el que és hiperploide amb 21 cromosomes.
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Fig. 41.- Complement d'origen patern amb 25 cromosomes (hiperploidia mal
tiple). El complement matern d'aquest embrib, que no apareix
en la fotografia, contenia un nombre normal de cromosomes (20).
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Fig. 42.- Embrid triploide originat per la penetracié de dos espermato-
zoides (dispérmia). Els dos complements paterns romanen ben '
diferenciats i facilment distingibles del matern.
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Fig. 44.- Embrid triploide d'origen femeni, a causa de la no-extrusid
del segon corpuscle polar. El grau de condensacibé cromosdmica
" d'ambdés complements indica el seu respectiu origen. Si bé el
fet de no observar-se cap corpuscle polar a les proximitats
de l'eMbrié abona la identificacié de llur origen femenf,
aquest no &s un criteri definitiu, ja que el corpuscle pot
haver marxat per efecte de la fixaci6.
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. Tetraploidies (4n): Molt menys freqlents que les anteriors. Ori-
ginades per trispérmies (fig. 45) o bé per dispérmies amb un espermato-
zoide diploide (fig. 46).

. Pentaploidies (5n): Molt poc freglients. El gran nombre de cromoso
mes (100) de 1'embribé fa dificil de distingir-ne l'origen (fig. 47).

ANOMALIES ESTRUCTURALS

Les anomalies estructurals inclouen fragments, anells i fusions céntri-
ques (fig. 48). En general sén fragments cromosdmics 1'origen dels quals,
en aquesta mostra, és dificil de determinar. Els rearrenjaments sén més
infreqlents i la seva incidéncia és tan baixa que no és possible 1'ana-
lisi estadistica de les dades obtingudes, per la qual cosa s'han agrupat
amb els anteriors.

3.5.3. Casos especials

3.5.3.1. Analitzables

Quan els zigots s6n posats al medi antimitdtic massa tard com perqué
aquest impedeixi la singamia, els dos complements apareixen barrejats
(quaranta o seixanta cromosomes) (fig. 49). En aquests casos no es pot
esbrinar 1l'origen de 1'anomalia i, per tant, apareix només com a per-
tenyent a un embrid.

3.5.3.2. No analitzables

En una part de la mostra no es pogueren estudiar les caracteristiques
citogenétiques dels embrions, fonamentalment per quatre raons:

. L'accid de 1'antimitdtic no era prou perllongada o bé es produia
una mort cel.lular en els primers estadis de condensacidé cromosdmica.

Els cromosomes apareixen massa profasics com per a ser analitzats (fig.
50).
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Fig. 45.- Embri6 tetraploide a causa d'una trispérmia. El grau de conden
sacid cromosOmica diferencial impedeix confondre'l amb un ori-
" ginat per la no-extrusié del segon corpuscle polar acompanyat
d'una dispérmia. D'altra banda no hi ha cap possibilitat que
siguin'dos embrions, ja que els altres que es van fixar simul-
taniament es van observar i eren normals.



130

®

Fig. 46.- Embri6 tetraploide originat per una dispérmia‘én la qual ha
intervingut un espermatozoide diploide. Malgrat que en un dels
complements masculi no es pugui comptar el nombre exacte de
cromosomes, el recompte de centrdmers permet assegurar que
aquest nombre ha d'excedir molt els vint cromosomes, la qual
cosa fa pensar que sigui diploide.
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Fig. 47.- Embrid pentaploide d'origen incert, ja que el nombre tan ele-
vat de cromosomes no ha afavorit la seva extensid. De.tota ma
nera sembla observar-s'hi dos complements diferenciats, 1'ori
gen dels quals és dificil d'esbrinar. A destacar també la pre
séncia 'd'un corpuscle polar (cp) a la vora de 1'embrid.
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Fig. 48.- Anomalies estructurals trobades amb més freqliéncia en la mostra.

a- Complement amb tres fragments acéntrics. La fletxa assenyala
un fragment eucromdtic, mentre que els caps de fletxa n'as-
~ senyalen dos d'heterocromatina.

b- Complement hipoploide (amb 15 cromosomes) i un cromosoma en
anell (fletxa).

c- Complement amb 19 cromosomes, un dels quals, metacéntric
(fletxa), és el producte d'una fusid céntrica entre dos
cromosomes acrocéntrics.
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Fig. 49.~ Embrib en el qual no es distingeixen els complements d'origen
patern i matern perqué s'ha produit la singdmia i els cromoso
mes d'ambdds resten barrejats, formant un conjunt de quaranta
cromosomes.
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Fig. 50.- Embrié fecundat no analitzable perqué, mentre que en el com-
plement femeni s'hi distingeixen clarament els vint cromoso-
mes, el masculi, menys condensat, resta encara en profase.
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La major asincronia de la fecundacid in vitro respecte la in vitro afa-
voria l'aparicid d'aquest tipus d'embrions, aixi com també afavoria la
d'embrions en els que s'hagués produit la singamia.

. Els embrions morien en fases anteriors a la condensacié cromosomi
ca,després de 1'acabament de la meiosi femenina, de manera que apareixen
en forma de pro-nuclis interfasics descondensats (el masculi més gran
que el femeni) (fig. 51) i dels quals només es podien detectar polis-
pérmies en cas d'observar més de dos pro-nuclis (fig. 52). Malgrat-aixd
no han estat inclosos en 1'andlisi estadistica a causa del risc d'error
que comporta una identificacid d'aquest tipus.

. Hi ha casos en qué es donava una activaci6 partenogenética de
1'odcit per accid de la incubaci6. Aleshores s'observava només un com-
plement cromosdmic i un corpuscle polar (fig. 53). A vegades era dificil
de distingir de la fuga d'un complement provocada per la propia fixacid
i, per tant, tampoc no han estat inclosos en 1'andlisi estadistica.

. Un altre cas en qué els embrions obtinguts no eren analitzables
eren aquells en els quals la qualitat de 1'extensid no permetia una ana-
lisi acurada de llurs caracteristiques cromosdmiques (fig. 54).
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Fig. 51.- Pro-nuclis masculi i femeni abans de la condensacid de la
cromatina en forma de cromosomes.





