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Abstract.

/n_wvitro maturation of mammalian oocvtes: effect of the Human Chorionic

Gonadotrophin.

Immature mouse oocytes were cultured ia vitro in the presence of HCG (Human
Chorionic Gonadotrophin). The possible effect of HCG on the genetical characteristics
of the embryos obtained was evaluated.

Immature oacytes were obtained by puncturing the follicles and were cultured n
vrtro for 15-16 h, in medium containing HCG. Freshly ovulated oocytres were used as
control group,

Comparing immature and control group. no changes in the fertilization rate
poliploidy level and structural abnormalities were detected whilst hyperhaploidy of
female origin were significally increased. '

Key words: oocyte iz witro maturation., Zz wvitro fertilization, chromosome
abnormalities.

Introduccis.

En els programes de fertilitzacio in vitro en humans els oocits, extrets per
laparoscopia, son immadurs j necessiten ésser pre-incubats /z vizro per aconseguir la
seva maduracié meiotica i citoplasmatica,

El procés maduratiu dels oocits comporta un serie de canvis morfologics i genetics
que es produeixen en el mateix ovari i finalitzen, normalment, moments abans de
I'ovulacio.

El fenomen més destacat del proces de maduracio és la represa de la meiosi,la qual es
trobava bloquejada a dictiote, finalitzant a metafase II. on restara fins la fertilitzacio.

Existeixen dades sobre la influencia de diferents parametres en l'eficiencia de
maduracio za vitr» d'oocits de diferentes especies, inclosa la humana. Aquests estudis

inclouen modificacions en medis de cultiv (Nishimoto i cols.1982), efecte d'esteroids
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com la progesterona i testosterona(Tyler i cols.1980) i efecte de I'hormona luteinitzant
(LH) (Shalgi i cols.1979).

Els oocits immadurs de diferentes espécies animals. inclosa la humana, son capagos
de madurar 7z vitro de forma espontania i ésser fertilitzats. La taxa de fertilitzacio
d'aquests oocits immadurs és pero, lleugerament inferior quan es compara amb la dels
odcits recent ovulats (madurs). Sembla que la reduida taxa de fertilitzacio pot esser
deguda a una insuficient maduracié citoplasmaticé, causada per una pérdua de les
senyals hormonals presents normalment en la maduracié z vivo (Prins GS. 1
cols.,1987).

La influencia hormonal en la maduracio sz witro fertilitzacio i posterior
desenvolupament embrionari s'ha establert en diferents treballs i per diferentes
especies, on s'ha vist que l'addicio de diferentes gonadotrofines al medi de cultiu
comporta un augment en la taxa de fertilitzacio (Prins GS. i cols. 1987, Shalgi i
¢ols.,1979 ; Shroeder i cols.,1988).

Vista aquesta influéncia de les gonadotrofines en el procés de fertilitzacio d'oocits
immadurs, hem centrat el nostre estudi en veure la possible influéncia de la
gonadotrofina HCG (analeg de la LH), sobre les caracteristiques genétiques dels
embrions obtinguts a partir d'odcits madurats /z viiro i en presencia daquesta
hormona.

Creiem que aquest és un punt important a tenir en compte de cara a la posterior

transferencia i futura viabilitat d'aquests embrions.

Material 1 Métodes.

Animals i tractament superovulators. S'utilitzen ratolins resultants del
creuament entre les soques C57 B1/6] x CBA/Ca, obtenint una F| geneticament
homogenia. S'indueix la superovulacié de les femelles per tractament hoermonal
(Biggers,].D. i cols. 1971) Utilitzem les hormones PMSG (Pregnant Mare Serum
Gonadotrophin) i HCG (Human Chorionic Gonadotrophin) administrant-ne 5 u.i. en
cada cas.

Medis de cultiv i manipulacio.Per |'obtenci6 dels oocits pre-ovulatoris s'utilitza
el medi My (Quinn i cols.,1982) que conté 4 mg/ml de BSA(Bovine Serum Albumine).
Pel cultiu d'odcits i embrions utilitzarem el medi Mg de Whittingham (1971), que
conté 4 mg de BSA. Per la capacitacio dels espermatozoides medi Tg (Quinn i cols. 1982),
que canté 15 mg de BSA/ml. . Els medis es posen en gotes en capsules de Petri esterils 1

recobertes amb oli de parafina. Per equilibrar els medis, les plaques es colloquen a

'incubador a 372C amb una atmosfera al 5% de CO2 en aire durant 20 hores.
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Obiencio dels gametes.

a) Espermatozoides. S'extreuen els epididims caudals d'un mascle i es col.loquen en |
ml. de T¢ sense BSA. Els espermatozoides s'aliiberen al medi i es deixen a |'incubador 20
min. per a que es dispersin. Passat aquest temps, es realitza una dilucié 19 en 0.4 m! de
To amb BSA, obtenint una concentracio de 1-2 x 108 esp./ml deixant-los a I'incubador
durant 50 min. per qué el maxim nombre d'espermatozoides assoleixi la seva
capacitacio.

b) Odcits recent ovulats, A les 13-14 hores post-HCG, es sacrifiquen les femelles i
s'extreuen les ampul.les que contenen d'uns20 a 30 odcits cada una.

¢) Oacits pre-ovulatoris. S'extreuen els ovaris de les femelles a les 5 hores post-HCG i
es col.loquen en plaques de Petri esterils que contenen medi Mo Seguidament cada
ovaries col.loca en un porta estéril amb una gota de medi M» procedint a 'extracci6,
per puncio amb agulles esterils, dels oacits immadurs. :

Maduracié in vitro. Els oocits pre-ovulatoris es posen en el medi de cultiu M 16 |
amb Foetal Calf Serum al 10% més 0.05u.i/m! de HCG on hi restaran de {5 a 16 hores
madurant-se sz vitro.

Fertilitzacid. Els odcits, bé madurats /z vizro o recent ovulats, s'introdueixen en el -
medi que conté els espermatozoides capacitats per a la seva inseminacio. A les 4 h es
recullen els zigots en medi Myg amb 10-7M de Sulfat de Vinblastina i es col.loquen
durant 12-14 h a l'incubador. En aquest model de FIV en ratoli, es segueix el metode de
cultiv d'embrions amb antimitotic, de manera que es bloqueja la divisio6 embrionaria
abans de donar-se la singamia (Fraser & Maudlin 1979). D'aquesta forma es pot fer
l'analisi cromosomica dambdés pronuclis (masculi i femeni) i determinar la
frequéncia de possibles anomalies cromosomiques aixi com el seu origen patern o
matern.

Estudis citogenétics. Les preparacions cromosomiques es realitzen segons el
meétode de Tarkowsky (1966) modificat. Es tenyeixen les preparacions amb colorant
Leishman, i s'observen al microscopi optic a 1000x. Els casos de major interés es
fotografien per a estudiar-los meés acuradament. .

Andlisi estadistica. Per a la comparacio entre el grup d'cocits recent ovulats
(control) i el de madurats /z vitrw, s'ha aplicat un test de X2,

Resulats i Discussio.

Quant a la taxa de fertilitzacio. veiem en la taula I que no existeix cap diferencia

significativa entre odcits madurats /z vizro en presencia d'HCG (76.30%) i oacits

recent ovulats (78 22% ).
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Les dades obtingudes seguint el protocol abans esmentat, ens indiquen que la
majoria dels oocits madurats /a2 vitro han aconseguit la seva maduracié cromosomica i
citoplasmatica ja que no s'han trobat embrions amb aspecte endorreduplicat ni tampoc
cap descondensacio prematura del pronucli masculi tal com indiquen dades obtingudes

en la fecundacio zz vitro d'oocits immadurs (Badenas i cols., en premsa)

Maduracié 7z viliro Control
% Fertilitzacié (76.30) (78.22)
Analitzats 346 507
Compiements masculins
analitzats 295 381
Complements femenins
analitzats 267 335
Partenogenetics 75 40
Metafase 11 60 146
Metafase I 1 1

Taula 1. Caracteristiques generals de la mostra d'embrions obtinguts per maduraci6

i vitro en preséncia d'HCG i madurats zz vzvo(control).

Les anomalies cromosomiques estudiades han estat aneuploidies, poliploidies i
anomalies estructurals. Comparant ambdds grups d'oocits, tant sols hem vist
diferéncies significatives en les hiperhaploidies d'origen femeni (4.12% en oocits
madurats /z vziro davant un 1.49% en oocits recent ovulats). Altres dades obtingudes
amb oocits madurats zz vzirv (Golbus i cols, 1981) apunten també cap un augment de
hiperhaplodies. |

Quant a la resta d'anomalies cromosomiques no hi cap diferéncia significativa i tant
sols assenyalar l'observacio de fragmentacions cromosomiques que no s'han observat
en el grup control.

Finalment indicar que aquestes dades preliminars es veuran complementades amb
estudis posteriors on es provaran diferentes concentracions de Gonadotrofina
Cor.inica Humana aixi com I'efecte del Gonadotrofina Serica d'Euga Prenyada (PMSG).

Tambe s'estudiara la maduracio 7z very d'oocits de ratoli en abséncia d' ambdues

gonadotrofines
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