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RESUM

La disseccio de la zona pel-licida és una de les técniques de micromanipulacié que permet
incrementar la taxa de fecundacié d'oocits en parelles que se someten a "fecundacié in vitro" per
problemes masculins. Es presenten resultats en 167 pacients tractats, 983 oocits i una taxa de
fecundacio de 18,2 %.

S'obté un 15,1 % d'embarassos per transferéncia. Se'n descriu la metodologia i es revisen els
diversos estudis publicats sobre aquesta tecnica.

SUMMARY

Partial zona dissection (PZD) was introduced in 1988 by Cohen et al as a way to improve
fertilization rates in IVF for male factors.

The mature oocytes are treated with hyaluronidase to eliminate the cumulus ooforus and the
corona radiata and with sucrose to a the cytoplasm and facilitate the shrink procedure.

The oocytes are micromanipulated under an inverted microscope with Nomarski optics.

The results obtained depend on the quality of the sperm samples used with fertilization rates
of 15-70%. PZDis a usefuld technique for male factor IVF as a way to obtain embryos and
pregnancies for couples without success with standat IVF.
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DISSECCIO DE LA ZONA
PEL-LUCIDA

Eldesenvolupamentd'una tecnicaque doni
bons resultats en la microfecundacié d'oocits
humans tindra una aplicacié important en el
tractament de I'esterilitat masculina.

L'exit que s'obté en fecundacié in vitro en
casos de factor masculi és limitat, malgrat que
les tecniques de millora de les mostres de
semen estan perfeccionades (7).

El fet de facilitar el contacte entre
espermatozoides capacitatsil'oocitaugmentara
la probabilitat de fecundacié en pacients amb
mostres de semen alterades.

Enelsdarrers tres anys s'han publicatestudis
que demostren que la micromanipulacio de
I'oocitincrementa d'una manera notable la taxa
de fecundaci6 en FIV quan es tracta de
problemes masculins (1, 2, 6).

Una de les tecniques més utilitzades és la
disseccio de la zona pel-licida (DZP), descrita
per Cohen i col-L. (1).

Entre les técniques de micromanipulacié
aquesta és la menys agressiva i la que permet,
en algun grau, que es mantingui una certa
seleccid natural a l'orifici que es crea a la zona
pel-licida.

Qualsevol de les tecniques de
micromanipulacio, 1 sobretot la DZP, pot
utilitzar-se en tres casos diferents:

La principal indicaci6 €és en problemes
masculins que nose solucionenambuna millora
de la mostra de semen amb les tecniques
utilitzades habitualment per FIV.

També es poden micromanipular els oocits
en casos de no-fecundacié o en casos que la
taxa de fecundacio sigui molt baixa.

Si es coneix aquesta dada per un cicle de
fecundacio in vitro anterior, els oocits son
micromanipulats abans de ser inseminats.

Lamicromanipulacides potduraterme una
vegada s'ha comprovat que no hi ha hagut
fecundaci6 o només de molts pocs oocits, 1 es
procedeix aleshores a una reinseminacio.

La metodologia d'aquesta tecnica ¢€s la
segiient:

Quan es tracta d'odcits recentment
recuperats, s'ha d'eliminar el cimul oofor 1 la
corona radiada per tal d'aconseguir la total
alliberacio de I'oocit de les cobertes oocitaries,
que dificultarien la micromanipulacio.

Aquest procediment es realitza mitjangant
una accid enzimatica amb hialurodinasa al 0,1 %
i accié mecanica amb pipeta Pasteur afilada al
foc. En alguns casos, només s'aconsegueix
algunes "finestres" en la zona pel-licida, pero
s'ha de poder evidenciar el corpuscle polar de
I'odcit per tenir la seguretat que I'oocités madur
i, per tant, potencialment fecundable.

Una vegada l'oocit €s lliure de cel-lules que
l'envolten se'l tractaambunasolucid de sacarosa
al 0,1 M. La sacarosa s'afegeix al medi de
cultiuis'incorporaal'oocit en un sol pas. Amb
aquest procediment s'obté una retraccio del
citoplasma, que implica que I'espai perivitel-1i
sigui més ampli i permeti una manipulacié de
I'oocit més facil i menys traumatica.

Laretraccio de l'oocit pot produir-se de tres
maneres diferents:

— Retraccié esferica: l'oocit es retrau
regularment en tota la seva superficie.

— Retracci6 irregular: I'odcit es retrau en
algunes zones i no en altres. Queden, per tant,
alguns ponts de membrana units a la zona
pel-licida.

— Retraccid6 polar: 1'oocit es retrau tan sols
en un dels seus pols.

Lamicromanipulacid dels oocitses faenun
porta excavat amb 20-30 pl de medi de cultiu
amb sacarosa i recobert amb oli de parafina. Si
és possible, la micromanipulacio dels oocits
s'ha de fer en una platina calenta (37 oC.).



TECNIQUES DE MICROMANIPULACIO EN FECUNDACIO "IN VITRO":

L'equip necessari per dur a terme les
tecniques de micromanipulacié és un
microscopi invertit -si €s possible amb Optica
de Nomarski- al qual s'han adaptat dos
micromanipuladors. Un d'ells ha de permetre
sostenir I'oocit: s'adapta una pipeta de holding
i es fa pressié negativa amb una xeringa o amb
la boca. L'oocit es fixa a la pipeta de holding
per poder-lo manipular. A l'altre
micromanipulador s'adapta una pipeta molt
afilada (agulla) que sera la que travessara la
zona pel-licida.  S'aprofita la zona d'espai
perivitel-li més amplia que se situa en la part
superior de la pipeta de holding ique és per on
travessa la pipeta de dissecci6 (agulla). Quan
la pipeta de disseccié ha penetrat la zona
pel-licida, s'allibera 1'oocit de la pipeta de
holding ies fregacontraellaper tal d'engrandir
el trau que s'ha creat en travessar la zona
pel-lucida.

Una altra tecnica de micromanipulacio si-
milar a la dissecci6 de la zona pel-licida és la
"zona drilling" que utilitza acid de Tyrode per
foradarlazonapel-licida. Elsresultats d'aquesta
tecnica sOn menys satisfactoris perque l'accié
de l'acid ¢és perjudicial per al posterior
desenvolupament dels embrions.

El trau que es crea en la zona pel-licida
desprésde lasevadisseccides facilment obser-
vable al microscopi invertit.

L'eliminacio de la sacarosa de 1'oocit es fa
en quatre etapes i I'oocit es retorna al medi de
cultiu normal abans de ser inseminat.

La mostra de semen es prepara amb la
teenica de gradients de Percoll (Mini-Percoll,
(7)), sobretot si son mostres que presenten
oligotoospermia o oligoastenozoospermia. El
semen es diposita sobre una columna de tres
gradients (95 %, 70 %, 50 %) de Percoll (silice
recobertde polyvinil pirrolidona) i se centrifuga
durant 20 minuts a 1000 rpm. Es recupera
I'dltim gradient (95 %) i es fa un rentat amb
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medidecultiu. Elsespermatozoides més mobils
hauran travessat els gradients, 1 per tant,
s'aconsegueix la maxima concentracid
d'espermatozoides mobils per inseminar els
00cits.

Els primers resultats després de l'aplicacié
d'aquestatecnicason publicats el 1988 pel grup
de Cohen, pioners en disseccié de la zona
pel-licida. La tecnica s'utilitza per a
reinseminacié 1 per a oocits recentment
recuperats, les taxes de fecundacié son de 50 %
1 63 % respectivament. S'obtenen dos
embarassos multiples (bessons) després de la
transferencia mixta d'embrions obtinguts per
DZP i per FIV classica.

Malter i col-l. (5) del mateix grup, indiquen
que l'activacid de l'oocit per exposicio a la
sacarosa redueix el risc de polispermia, que €s
elevat amb aquesta tecnica. En una serie de
115 oodcits, amb reinseminaci6, la taxa de
fecundacié monospeérmica és del 23 % i la
polispérmica €s del 23 %.

La manera com es produeix la retraccio de
l'odcités un factor de pronostic pel que faataxa
de fecundacio.

Cohen i col-l. publiquen el 1989 (3) una
novaserie de pacients amb factor masculion es
manipulen els oocits recentment recuperats.
La taxa de fecundaci6 és del 68 % mentre que
si no s'aplica aquesta técnica amb oocits de
control només s'assoleix el 47 %.

No s'observen diferéncies en la morfologia
dels embrions que s'obtenen per DZP, i tampoc
en el ritme de desenvolupament.

No més d'un 2 a un 10 % dels oocits
manipulats es lisen durant el procediment de
DZP.

Si les pacients en les quals s'utilitza la
tecnica de DZP es tracten amb metil-
prednisolona (baixa dosi d'immunorepressio),
s'obtenen taxes d'embaras més altes que en els
controls (4).
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En un estudi de 70 cicles només per a
pacients amb factor masculi (8), es divideixen
els casos en tres categories:

El 1Ir grup de pacients es beneficia de la
DZP en obtenir una taxa de fecundaci6 del
23 % (36 % de polispermia) i no d'obtenir-se
fecundaci6é amb inseminacié convencional en
FIV. Lataxad'embaras ésdel'l1,4 % per cicle.

En el 2n grup de pacients no s'obté
fecundacié ni amb DZP ni amb inseminacio
convencional.

En el 3r grup de pacients la taxa de
fecundaci6 €s similar perDZP i per insemi-
naci6 FIV classica.

D'altra banda sembla que el grau de
teratozoospérmia pot donar un pronostic de
I'exit que es pot obtenir amb DZP (8).

La nostra experiéncia amb aquesta tecnica
aporta els resultats segiients: es tracten 167
pacients, ambun total de 983 oocits. Lataxade
fecundacié6 monospérmica és del 10 % i la
polispermia és del 8,2 %. Es fan 33
transferéncies i s'obté un 15,1 % d'embarassos
per transferéncia.

Comparant dos grups d'ooctis de pacients
que se someten a FIV per factor masculi, un
dels quals son tractats amb DZP i uns altres
ambFIVclassica, s'obtenen taxes de fecundacio
del 21.6 % 1 14.5 % respectivament.

Enconclusio, latéecnicade DZPhademostrat
la seva utilitat de tractar per FIV problemes
masculins i obtenir embrions i embarassos en
parelles que noassoleixen ni tan sols fecundacio
dels seus oocits per FIV classica.
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