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INELMENCIA DEL  TEMES. DE_CAEACITACIN DEL _SEMEN._EN.EL_RESULTAT._DEL TEST
RE. HAMSTER .

B.Aran, M.Boada, L. Belil:, F.N.Haryvi.
BServei de Medicina de la Reproduceisd,
Nepavtament d*Obstetricia v Ginocoloaia

Instituto Iexeus. Rarcelona.

SUMMARY 2.

ANELUENCES QF _SEEEM. EREINCUBATION TIME_IN._THE HAMSIER.IEST

In this study, hamstey eosg penetration rate after ashort and ifong
preincubation period of human speyrm are compared.

The same sperm sample was proincubsted for 5 +o &h. or for 29 T4t
24h. prinor to insemination of hamater onCytoas,

43 sperm  samp les were  analysed  and 2549 hamster pocytes were
checked 1 1440 with the short incubation period and 1102 with . the
Llong incubation,

No significant differences wsre  observed on peneatration rates
hetwaeen both groups & 22,01% (shart peviod) and 24,79% (long period).

Fenatration vates were the camse For the two metheds in A6H,51%  of
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Fenetration rates i ncreased in 25,50% of cases and decreased in
A7, P0% atter the lonyg incubation perviod. These differences between
the Long and the short protocol hawe led to a different result of the
hamsfev test in 8 cases (18,60%). In & rases the result have change
from negative to positive and in 2 cases from positive to negative.

We +hink these wvariations take place because of a different
praeincubation time is reanived for mach sample for capacitation,
There ine*t abhasolute superiority of any given preincubation time,
That?s why, we think, we can avoid some falses negatives using  the

two methods.

Key words ¢ Fenotration rate, capacitation, oocyte,

INTEQRUCCIO
Yanagimachi et ale. 1974 il van demostrar gque el semen humd
capacitat podia penetrar ndcits de hamster sense zona pel. lacida i va

sugerir que podia servir per diaanossticar 1*infertilitat masculina.

EL temps d?incubacidé utilitzat per la cépacifacié del seman, als
diferents laboratovia, varia do O a 24h. (2),

Fis resultats obhtinguts oals diferents autors S0N hastant
discordants. Mentvre que Johnson ot al. (3) troben un porcentatge de
penetracié mes alt després-d?un perinde Liarg d?incubacis del semen
(19-22h); Zausner=Guelman (4) ohté percentatges de penetracio mes

elevats amb periodes curts (2.%h)., Rogers et al Gt descobreaixen

variacions en el temps splim de capacitacié per a cada individuu i
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aconzgellen Lfincubacid del semen duvant més o menys temps depensnt de
cada cas.

lDonades aquestes discrepnciss vem oyeure interessant realitzar el
test pey duplicat sempre que s poguds. Fa a dirs amb incubacid curta

(3=-6h) i Llarga (22-24h) de la mateirxa mostra de semen.

MalLBELAL. I METQLES

preparacis. de la_mosira _de_sesmens

S?’han estudiat 43 mostres de semens. Amb cada una d’elles es
realitza el test de himter ambh ele dos periodes d? incubacid, .a
mostra el S2Mmen a?ahtéd  pey masturbacid després dfun peridsde
d?abstindncia sexual de 3-4 dies. Després dfuns 20 mine. pPay La
liquefaccid s realitza una wvaloracid subjetiva de reconte i
motilitat de la mostra inicial mitijancant una cimara de Mackler.

Repartim lLa mostra en fracocions de 1-2 ml. en diferents tubs
afegint 3 ml. de medi B, «suplementat amb 3 mg/ml. d?albimina
humana; per cada ml. de semen,

Realitzem un primer centrifugat de la suspensié a &00 g. durant
8-10 min. per eliminar el plasna seminal y seguidament seleccionem
les formes mobils per migracié amb 1 ml. de BWW durant 45 min.a 3I7¢ ¢
i % de COX.

A continuacis es rvealitzen 2 rentats més i stajusta La
concentracio final d?’ecpormatoroides mébils a 10 M/ml. afegint RWW

sup lementat, ajuest cop, amb 3% mg./ml. ¢d?albumina humana. Finalment

s deposita la suspensid de eomen en plaques de Fetri formant gotes
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de 200ul recohertes de wvaselina Iiquida. Es preparen 2 plagues per
mostra pels 2 periodes d?incubacid i es deixen capacitar al i ncubador
oYk o 8 S AR, sy de 002 durant 5-4 he en el cas d?incubacio curta i

durant 29-24h en el cas d?incubiacié Llavga del semen .

B

Fasat aquest temps es procedeix a L*inseminacid dals odcits de

hamster.

Qbtencid del obcits de_bhamsier

Es superovulen les famelles de himster (Mesocricetus aureatus)
amb una injeccid intraperitonsal de 40 Ui de FMSE el primer dia del
cicle; (elas hamster tenen cicles de 4 dies); seguida d?un injeccio de
40 ui de hCG a les 48-72h. Els hamsters son sacrificats 16-17h post
hCG.

Es recuperen els oacits mitiangant l?extirpacié del oviducte i la
rotura de La znna ampul.lar. Es tvracten amb hialuronidasa al 1% per
disgreaar =L cumulus i amb tripsina al 2,54 per extreure La zona
prel. Ldcida, .

Fe deixen coincubar amb el semen (20 ovacits per gota de 200 ul
de suspensis de semsn) durant 2=3h- a 378C i 5% de CTO2Z . fassat
aquest temps es procedeix al chequeix de fertilitzecise amb un
microscopi de contrast de fases. Zls  ooecits es cologuen sobre un
portaoh jectes previament preparat amb 4 aotes d*una barre ja de cera i
vaselina Ligquida de manera aus al colocar el cubreob jectes, aguestes
gotes, quedin & Les can*nnades7 l.es anirem pressionant

alternativament fins aue @2)ls odcits s comprimeixin Lo just per

analitzar—-los sense ftrencar—lLos.
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Valoracis de la . fectilitzacis

EL criteri de fertilitzacise oo sempre L?observacié diun o més
caps d’esparmalozoide descondensat amb cua a L?interior del odcit
(Fig.lL v Fig.23.

El percentatge de penetracid (F.F.) #a la relacidé " del numero de

cocits fertilitzats per nimers total d?ndcits cheque jats (Tabla I).

Es considera hiamsteyr test positiu quan el F.F. és superior o

igual al 15%.
BEGUL.IAIS

S’han chequejat un total de 2549 osscits  de hamster : 1140 per
L?incubacié curta (Grup 1) i 1109 pev la Llarga (Grup H). D?aguests
van ser fertilitzats 317 i 275 reﬁpécfivammn%, suposant un P;P' mig
de 22,01% pel avup A i de 24,79% pel arup B (Tabla II); No existeixen

diferencies significatives entre els dos grups ( X2 = D3;06) .,

Els P.Fs oscilon entre O i 100% tant en &l grup A com en el grup B,

En La tabla III es mostren les wvariacions dels rercentatges de

penetracid obtingutes pels dos protornls al analitzar cada un dels

casos individualment. Tenim &n conte ies diférencies > 5% .
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EL P.Fy s manté igual an el 44 . 51% dals cassos amb els dos
métodes (difevencies < S%).

En un 25,58% del cassos obtenim un P.F, més alt amb L? incubacia
Llarga que amb La curta. Aquest suament va sSupoesar un canvi on el
resultat del test de positiun a negativ Ban un 54,54% (67110

En el 27;90% de os mostres trobem una disminucid del F.F. amb
L?incubacié Llarga, malgra? que nomds 8N 2 cassos (16,674 SUPONSEa un

)

canvi de resultat pasitiuv o negatiue En aquests 2 cassos @l F.7.

desprdés de 22-24h. d?incubacis wva sav O’

DIGCURRIO

Els nostres resultats demostren variacions en el resultat del
test de “hamster depenent del temps dtincubacié del semen a més de la
meitat del cassos (53,48%); proporeisé prau important com a tenir en
conte.

Creiem 1que el canvi de vresultat del test de negatiu a positiu que
trobem @n & casos o simplement L*augment del F.FP. que es déna  en el
25,58% amb L.2incubacia lLarga, es degqut a que els espermatozoides
d?aquestes mostres necesiten dfun temps d? incubacié més Llarg per La
capacitacid.

En un 27,70% de les mostres observen un descens de La mobilitat
dels espermatozoides assoccial a temps | lavas df incubacids En aquests
CASS0S els ' parcentatoes de penstracid seran nes elevats amb
1?incubacié curta que amb la Llaraa. Je fet en els dos unices cassos

ean el quals hi ha hagut una wvariacié en el resultat dei tmat de

positiu a negatiu as va ohasyvar un descens molt important de La
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mobilitat despuéds de 24hR, d?incubacis i al FoF: va ser 0% en ambdos

CaABs05.
s important destacar perd qwe no tnts el CASHS0S AN que @l PP,

amb incubacié Llarga es infevior al F.F.

Els nnstres resultats  demostren que cada mostra  de GEMEN
necessita dfun  temps  determinat per la capacitacié. Ltilitzant

L?incubacié Llarga donem lLa possibilitat de fertilitzacid a aquelles
mostres que els seus espermatozoides necesiten més temps Py
capac{far i poder penatrar un  adeidt; mentre que utilitzant també
L?incubacié curta detectem la capacitat Fecundant d?aqjuells semens
que pateixen una reduccid rapida de la mobilitat,

Es per aixd qUE ma larat I Pencar iment de la proba; creilem
convenient la realitzacid del test amb els 2 temps d? incubacis Jja
que, d’ajquests manera, oliminem alguns falsos negatiuse.

Aquest punt es de  gyran importancia clinica quan el test de
hamster es realitza previament a un rcicle de Fertilitzacid N

vitro" i el que es preten éo donar una orientacisd diagndéstica.
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5 5 P Obcit de hanster no Fortilitza+t } placa metafasica (MII)

= P 04cit de hamstery polipenetyat. Sfaprecia lLa diferencia de
mida entre eols caps dols Repermatozoides superficialas (A)

I els que han penetrat i sthan descondensat dins Lfodcit

(B,





