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Abstract
Ultrastructural evaluation of human oocytes of IVF programs.

In this paper we describe ultrastructural characteristics
of 12 human oocytes obtained by laparoscopy, cultured and inse-
minated in vitro. These oocytes were fixed for transmission
electron microscopy after beeing rejected for transfer because
they didn't show any fertilization characteristics.

Ultrastructural organization depends on culture time.Details
of these changes are described below.

We describe morphological characteristics of human preovu-
latory oocytes, of a fragmented non fertilized oocyte and two
fertilized oocytes; one in the pronuclear stage and the other
whith two polar bodies.

Introduccid:

El treball que presentem &s un estudi de la ultraestructura
d'una serie d'odcits humans que havent estat recuperats per tal
de ser fecundats "in vitro", van ser exclosos del programa
perqué quan es realitza el control per veure si havien estat
fecundats, no presentaven cap dels sintomes que ho indiquen
(pres&ncia de dos corpuscles polars, preséncia de dos pronuclis
0 que 1l'odcit ja estigui dividit).

La seleccid d'aquests odcits s'ha fet en funcid de la causa
d'infertilitat de les parelles en qiliestid. S'han escollit els
odcits d'aquells casos en els que les raons per les quals no va-
ren aconseguir ser fecundats in vitro, es suposen de tipus mas-
cud I

Per aquest treball s'han emprat 12 odcits obtinguts per la-
paroscopia, de vuit dones sotmeses a programes de fertilitzacid
in vitro a causa de problemes d'infertilitat en la parella. En
la majoria dels casos, &s un factor tubdric el responsable de
la infertilitat perd en altres, el diagndstic &s d'infertilitat
sense causa. Es tracta doncs, d'odcits que han estat inseminats
perd que per causes en principi desconegudes, no han aconseguit

ser fecundats i per tant, han quedat exclosos del programa per

el que havien sigut recuperats.
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El procés que es segueix a partir que els odcits sbn deses-
timats per part dels clinics, &s el seglient:

- Fixaci6 dels odcits amb glutaraldehid al 1%.

- Preinclusid de cada odcit per separat, en agar al 2%. Aquest
pas ens facilita la manipulacid dels odcits i ens permet pro-
cessar cada un d'ells individualment.

- Postfixacib amb tetrdxid d'osmi al 1%.

- Deshidratacid en un seguit de banys d'alcohol de concentracid
creixent.

- Tinci6 amb acetat d'uranil al 1%.

- Inclusid en araldita.

- Seccionament seriat de cada cél.lula per ultramicrotomia in-
tercalant talls semifins d'una micra de gruxdria amb seccions
ultrafines de 700 a 900 %.

- Tincid dels semifins amb blau de touluidina i observacid
d'aquests al microscopi dptic.

- Tincibé de les seccions ultrafines amb citrat de plom (tincib
Reynold's i observacid al microscopi electrdnic de transmisid
Hitachi HU-12A.

Resultats i discussib:

Els odcits fixats en un periode de temps superior als dos
dies després de haver-se-li practicat la laparoscdpia a la pa-
cient (taula I, casos 1,2,3,5,7), presenten una gran vacuolitza-
ci6 del citoplasma. Aixd ens indica que aquestes cé&l.lules han
entrat en un procés degeneratiu irreversible.

Per altra banda, aquells odcits que sbn fixats en els dos
dies seglients a la seva obtencif, no presenten sintomes de dege-
neracié (taula I casos 4,6). Aquests odcits sb6n de forma esféri-
ca o lleugerament ovalada. Presenten una capa glicoproteica
d'estructura granulofibril-lar que els envolta anomenada zona
pel.lficida molt important a l'hora de l'aproximacid dels esper-
matozoides cap a la membrana citoplasmatica dels obcits ja que
el contacte amb ella, &s un factor determinant per la capacita-
cid dels espermatozoides. Al voltant d'aquesta coberta, hi tro-
bem en molts casos, espermatozoides, tant normals com anormals,
qgue intenten atravessar-la.

Mé&s externament i rodejant també& a 1l'odcit, es troben de

forma natural, tot un conjunt de cél.lules fol.liculars que

formen la corona radiata i més ampliament, el cfimulus odphorus.
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Aquestes c@l.lules constitueixen la coberta odcitaria més exter-
na. En els oOcits que nosaltres hem estudiat, no &s normal tro-
var-hi gaires cél.lules fol.liculars al voltant, doncs, aques-
tes cél.lules sbn en gran part eliminades mecanicament abans de
la inseminacié i posteriorment, durant tot el tractament per
microscdpia electrdnica, es van perden les que queden.

La propia membrana citoplasmitica de 1'odcit es considera
tamb& una coberta odcitaria. Aquesta membrana presenta nombrosos
microvillis que s'extenen cap a l'espai perivitel.lf que hi ha
entre la membrana vitel.lina i la zona pel.lficida. En aquest es-
pai s'hi poden trobar també&, fragments de materials citoplasma-
tic aixi com restes del primer corpuscle polar que ja s'hagi
comengat a degradar.

En el citoplasma dels odcits hi trobem en primer lloc els
gradnuls corticals (GC). Estan situats a la periféria i apareixen
molt densos als electrons (figura 1). La funcié d'aquestes vesi-
cules es la d'evitar la polispérmia alliberant el seu contingut
al espai periviteli immediatament després que un espermatozoide
aconsequeixi fecundar a 1l'odcit.

Repartides per tot el citoplasma i en nombre molt elevat es
troben les mitocondries. Aquests orgdnuls s6n els mé&s abundants.
Estan distribuldes uniformement per tot el citoplasma formant
petits grupets. En els odcits degenerats, les mitocondries es
disposen al voltant de les vesicules formant unes associacions
molt tipiques d'aquests odcits.

Els altres orgdnuls cel.lulars que observem en el citoplas-
ma dels odcits en estat preovulatori sén molt menys nombrosos.
S'observen algunes vesicules de Golgi, cisternes de reticle
endoplasmatic, algun lisosoma i inclusions diverses.

Es curibs destacar que la baixa freqiidncia en que es troben
aquests orgdnuls &s tipica dels odcits en estat preovulatori
(Metafase de la segona divisid meidtica). L'odcit del cas no 4
no es troba en aquest estat sin6 que &s un odcit fecundat en
estat de pronuclis. Presenta un citoplasma ric en organuls:
Golgi, reticle endopalsmdtic, mitocondries i lamines anellades.
Aquestes filtimes sbn unes cisternes disposades paral.lelament

entre les quals s'hi troben mGltiples porus semblants als de la

membrana nuclear. Les lamines anellades no les observem en cap
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Fig. 1. Pronuclis del odcit no 4. S'observen dos nucleols (N)

i fragments de lamines anellades intranuclears (LI) en

el pronucli més gran. A tots dos s'hi pot observar hete-

rocromatina (H). X11.000.

Taula I. Estat dels odcits en relacib al temps passat entre la

laparoscopia i la fixacid

Pacient N¢ d'odcits/pacient Temps de cultiu Vacualitzacid

ne dels odcits del citoplasma
1 2 4 4+

2 2 5 ++

3 1 5 +44+

4 1 2 -

5 2 4 $44

6 1 2 o

7 2 3 +

8 1 2 +

dels odcits en estat de metafase II sind que nomé&s els observem

gquan l'estructura de nucli estd definida. Fig. 1.

En estat de metafase II que &s quan queda aturada la segona

divisid meidtica femenina, el material nuclear no estd envoltat

per la membrana nuclear sind que tot el nucli gueda reduit a una

zona pobre en organuls en la que s'hi troben els cromosomes.
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En 1'odcit del cas no 4, el material nuclear si que es tro-
ba englobat dins de la membrana. La cromatina no esta condensa-
da en forma de cromosomes sind que estd dispersa. En un dels
dos pronuclis, observem la presé&ncia de tres nucléols d'estruc-
tura compacta i densos als electrons (Fig. 1). A la periféria,
tocant la membrana nuclear per la cara interna, hi ha una zona
rica en heterocromatina (H). La membrana nuclear presenta gran
gquantitat de porus i discontinuitats en la capa més externa. En
algunes d'aquestes discontinuitats s'observen uns petits cosos
ovals conectats a la capa interna de la membrana nuclear que es
projecten cap el citoplasma. En l'interior d'aquest pronucli,
s'observen també& fragments de lamines anellades intranuclears
(TiE )i F o s iic

En l'espai perivitel.li d'aguest odcit hi trobem 2 corpus-
cles polars. Un en perfecte estat i en el que s'hi observen
cromosomes i l'altre en estat de lisi.

La ultraestructura dels corpuscles, en general, es molt
semblant a la dels odcits i la finica difer&ncia entre ells é&s
que el primer presenta granuls corticals a la periféria i que
en el segon, la presé&ncia d'aquests es practicament nul.la.

Bilee 2%

Un dels dos odcits del cas no 2 presenta cromosomes en el
seu interior i dos corpuscles polars en l'espai perivitel.li.

La preséncia de dos corpuscles polars junt amb 1l'observacid de
1'ultraestructura d'aquests i la del odcit ens indueix a pensar
que podria tractar-se d'un odcit fecundat.

Un cas a part el constitueix un dels dos odcits de la pa-
cient ne 7. (Taula II). Es tracta d'un odcit dividit perd no de
forma regular siné molt desigual. E1l fet que s'observin granuls
corticals, que els fragments siguin tant diferents de mida i que
només un d'ells, el més gros, presenti cromosomes, ens fa pensar

que no es tracta d'un embrib sind d'un odcit que s'ha fragmentat

de forma degenerativa.
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Taula II. Fase en que es

corpuscles que

terial nuclear.

troben els odcits en funcid del no de

presenten i de l'organitzacid del ma-

Pacient Estat de la N¢ de corpuscles Fase

no cromatina observats

1 cromosomes 1 Metafase II
cromosomes 1 " Metafase II

2 cromosomes 1 Metafase II
cromosomes 2 Final 22 div. meiotica
cromosomes 1 Metafase II
no condensada 2 Pronuclis

5 cromosomes 1 Metafase II
cromosomes 1 Metafase II
cromosomes 1 Metafase II

7 cromosomes 1 Fragmentat
cromosomes 1 Metafase II

8 cromosomes 1 Metafase II

Fig. 2. Corpuscle polar (CP) de 1l'odcit ne 6. S'observen gra-

nuls corticals (GC) tant a la periferia de 1'odcit com

en el corpusple polar. X20.000.
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Agraiments

Agraim la col.laboracib6 dels membres de la unitat de fecun-
dacid in vitro de 1'Institut Dexeus de Barcelona sense la qual
no s'hauria pogut dur a terme aquest treball.

La realitzacid del treball s'ha efectuat en &1 Servei de
Microscdpia Electrdnica i en el Departament de Biologia Cel.lu-

lar de la Universitat Autdnoma de Barcelona.
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