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RESUMEN

Para dilucidar distintos aspectos del proceso de fecundacion y desarrollo temprano, en la
presente tesis se analizaron oocitos humanos 'no fecundados’ y ‘fecundados anormalmente’
luego de Fecundacién In Vitro (FIV) e Inyeccidn Intracitoplasmica de Espermatozoides (ICSI),
haciendo hincapié en la arquitectura del citoesqueleto, estado de la cromatina, organizacién
del aster y presencia de activaciones abortivas.

Se estudiaron un total de 815 oocitos clasificados como ‘no fecundados’ y 153 oocitos
clasificados como ‘fecundados anormalmente’ luego FIV e ICSI. El material se procesé para
inmunofluorescencia mediante la utilizacion de anticuerpos monoclonales para la deteccion de
B tubulinas y o tubulinas acetiladas. El material genético se estudié con Hoechst 33258 y se
analizd por microscopia optica (UV). El andlisis citogenético se realizd en 189 oocitos
activados luego de FIV e ICSI segun la técnica de Tarkowski (1966).

Durante las fallas de fecundacion, la principal causa luego de FIV, fue la ausencia de
penetracion espermatica (59,2%), el 10,5% mostré una falla de activacion oocitaria y el
15,2% presentd alteraciones en la nucleacién o migracion de prontcleos. Luego de ICSI, la
principal causa de falla de fecundacion fue la alteracion de la activacion oocitaria (36,5%). Un
18,5% de los oocitos detuvieron su desarrollo en la primera placa metafasica.

El estudio cromosomico, permitié identificar la presencia de activaciones abortivas; metafases
111 (MIII), ndcleos reticulares (NR) y nicleos telofasicos (NT).

En la fecundacion anormal, el patron mas frecuentemente detectado luego de FIV fue la
presencia de 3 6 4 pronlcleos (PNs), (77,4%). Por el contrario, luego de ICSI resulté ser la
presencia de 1PN (65,2%). Se observaron leves diferencias en el desarrollo de subndcleos

entre ambos grupos.

Palabras claves: fecundacion in vitro/ falla de fecundacion/ fecundacion anormal/ inyeccion

intracitoplasmica de espermatozoides/ inmunofluorescencia.



ABSTRACT

In order to dilucidate different aspects during fertilzation and early development, we analyzed
“non-fertilized” and “abnormally fertilized” human oocytes after In Vitro Fertilization (IVF) and
Intracytoplasmic Sperm Injection (ICSI). We focused on the cytoskeletal architecture,
chromatin configuration, aster organization and the presence of abortive activations.

We analyzed 815 “non-fertilized"and 153 “abnormally fertilized” oocytes after IVF and ICSI.
The material was processed for immunofluorescence to detect p tubulins and a acetylated
tubulins, DNA was studied using Hoescht. Chromosomal spreads were performed by
Tarkowski’s air-drying method in 189 IVF and ICSI oocytes.

During fertilization failure, the main reason after IVF was no sperm penetration (59.2%). The
remaining oocytes showed different abnormal pattems: oocyte activation failure (10.5%) and
defects in pronuclei apposition (15.2%). On the other hand, fertilization failure after ICSI was
mainly associated to incomplete oocyte activation (36.5%). An 18.5% of the studied oocytes
stopped their development at the metaphase of the first mitosis of the pre-embryo. The
chromosomal spreads allowed identifying abortive activations, including metaphase III and
others.

Immunofluorescence analysis of abnormal fertilization showed that the most frequent
abnormal fertilization pattern found after IVF was the presence of 3 or 4 PNs (77.4%). On
the other hand, the presence of 1 PN (65.2%) was the main pattern found after ICSI. No
differences between both groups were seen in terms of subnuclei development.

Key words: In Vitro Fertilization/ Intracytoplasmic Sperm Injection/ Abnormal fertilization/

Fertilization failure/ Immunofluorescence.
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CAPITULO 1
INTERACCION ESPERMATOZOIDE-OOCITO

A. Requerimientos de la contribucidon espermatica
1. Genoma haploide

La mayoria de los oocitos de mamiferos estan detenidos en metafase de la segunda divisién
meidtica antes de ser fecundados. La activacion de un oocito quiescente por parte de un
espermatozoide capaz de fecundar, resulta en la culminacion de la segunda meiosis y la
expulsién de la mitad de los cromosomas matermnos en forma de segundo cuerpo polar
(Schultz y Kopf, 1995), evento que se acompaia por un bloqueo de la poliespermia por
exocitosis de los granulos corticales. Al igual que la cogénesis, la espermatogénesis atraviesa
dos divisiones meidticas que resultan en la haploidizacién del material genético paterno
(Clemont, 1969, 1972). Et paso final de la espermatogénesis, la espermiogénesis, genera
estructuras del espermatozoide Unicas designadas para asegurar la movilidad espermatica y
el transporte a través del tracto genital femenino y las cercanias al oocito (Figura 1 y 2). El
nicleo del espermatozoide es deprivado de su esqueleto, las histonas son reemplazadas por
proteinas testiculares de pegado al ADN, las protaminas, causando la hipercondensacién de la
cromatina del espermatozoide para formar finalmente un nlcleo espermatico hidrodindmico
(Oko y Clemont, 1998). Las proteinas de los poros nucleares y las laminas nucleares pasan a
ser obsoletas y son eliminadas durante el estadio de espermatide redonda. La envoltura
nuclear se une con la cara intema de la teca perinuclear para formar una capsula compacta
alrededor del nlcleo espermatico (Courtens y col., 1976; Oko y Maravei, 1995). Es sabido
que una vesicula lisosomal llamada acrosoma es derivada del complejo de Golgi (Bowen,
1922) y que su exocitosis facilita la penetracion a través de las distintas membranas del
oocito (Bedford, 1968; Beil y Wassarman, 1983). Las protaminas, otras proteinas del nucleo
espermatico y algunas estructuras accesorias sufren modificaciones postraduccionales
asociadas con la maduracion a través del epididimo, la capacitacién espermatica y la
interaccion espermatozoide-oocito (Bedford, 1979; Colleau y col., 1997). Con esto, se puede
afirmar que tanto el espermatozoide como el oocito estan equipados con un grupo haploide
de cromosomas cada uno y un arsenal de organelas complementarias y moléculas necesarias
para asegurar una apropiada fecundacién. En contraste con los cromosomas maternos que
descondensan para formar el pronlcleo femenino luego de completada la segunda meiosis
(Masui y Clarke, 1979) para participar en el desarrollo de prondcleos y singamia, la cromatina
patema requiere un procesamiento adicional que involucra la reduccion de los puentes di-



Figura 1. Corte longitudinal del espermatozoide humano.

El flagelo del espermatozoide humano tiene aproximadamente 50-60 pum de longitud y un
didmetro de 1um en el segmento prdximo a la cabeza. Los principales componentes
estructurales del flagelo son el axonema, la vaina mitocondrial, la vaina fibrosa y las fibras
densas externas. La cabeza del espermatozoide se conecta a la cola a través de la pieza
conectora o cuello. Las partes principales del cuello son el capitulo, el centriolo, las columnas
estriadas, la placa basal y el anillo posterior. Detrds de la pieza conectora, esta la pieza
intermedia que contiene, bajo la membrana plasmatica, mitocondrias dispuestas en forma de
hélice envolviendo al axonema. Adaptado por V. Rawe de Tesis Presentada por el Dr. Pedro
Colom, Universidad de Valencia, 1995.
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sulfuro y el reemplazo de las protaminas asociadas al ADN por histonas derivadas del oocito
(Krzanowska, 1982; Kopecny y Pavlok, 1975; Perreault y col., 1984).

2. Sefal para la activacion oocitaria

El oocito de mamiferos maduro posee el ciclo celular detenido en metafase de la segunda
divisién meidtica (MII) por accion del factor citostatico (CSF, Masiu, 1982). Al mismo tiempo y
por analogia con otras especies de mamiferos, el bloqueo se supone es mantenido por una
actividad persistentemente alta del factor promotor de la mitosis (MPF). Desde un punto de
vista funcional este factor es el mismo que el que controla la progresion del ciclo celular en
las células somaticas, en las cuales su actividad cambia periddicamente para dirigir al nicleo
celular hasta metafase durante cada division mitdtica.

Se han formulado tres hipétesis para explicar el papel del espermatozoide durante la
activacién oocitaria. La teoria original fue formulada por Jaffe (1980), y considera que el
espermatozoide per se es una fuente de Ca** para inducir activacidn. La segunda sugiere que
la interaccidén ligando/receptor, a nivel de la membrana plasmatica del oocito, gatilla una
cascada de sefializacion que culmina con la activacion del oocito (Jones y Whittingham,
1996). La tercera y mas reciente hipotesis (Jones y col. 1998), sugiere que el espermatozoide
capaz de fecundar, introduce un factor soluble directamente dentro del citoplasma de! oocito.
De una manera o la otra, estd generalmente aceptado que la sefial para la activacion
oocitaria es aportada por el espermatozoide (Swann, 1996). Algunos estudios sugieren que
uno o0 mas de esos factores estarian asociados a la teca perinuclear (Perinuclear Theca) (TP)
del espermatozoide (Kimura y col., 1998), y serian transmitidos al citoplasma del oocito
durante su disolucidn en el proceso de fecundacion.

3. Centrosoma

El objetivo mayor del proceso de fecundacion, es decir, la unién de los cromosomas paternos
y maternos que daran lugar al genoma embrionario, se logra con la unién de los prontcleos.
Este proceso es dirigido por microtubulos del oocito y depende de la capacidad de la cigota
de reconstruir el centrosoma (Schatten, 1994) (Figura 3). Con algunas pocas excepciones, la
movilidad citoplasmica de los microtibulos de células en interfase, incluyendo células
somaticas, oocitos y células espermaticas, es gobernada por un centrosoma activo compuesto
por dos centriolos en forma de cilindros rodeados por un halo denso de matenal pericentriolar
en los cuales reside la capacidad de reclutar microtubulos. Estas estructuras denominadas
centrosomas, se duplican durante la mitosis y la meiosis para dar lugar a los dos polos del

10



Figura 2. Representacién esquematica de cortes transversales de |la
ultraestructura del flagelo espermatico.

En el detalle se observa un corte de la pieza intermedia, pieza principal y pieza final. En las
distintas porciones se pueden observar la disposicion de las mitocondrias, el axonema, las
fibras densas y la vaina fibrosa. En la parte superior de la figura se observa el detalle del
complejo de microtibulos que constituye el axonema. Adaptado por V. Rawe de Tesis
Presentada por el Dr. Pedro Colom, Universidad de Valencia, 1995.
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huso meidtico o mitdtico (Gould y Bonsy, 1977; Kalnins y Rogers, 1992; Schatten, 1994)
(Figura 3). El centrosoma de las células espermatogénicas esta inicialmente involucrado en la
generacion del axonema del espermatozoide y es reducido mas tarde a un Unico centriolo
inactivo, o desmantelado en roedores (Woolley y Fawcett, 1973; Manandhar y col, 1998;
Sutovsky y col., 1999). De manera contraria a la retencién de un centriolo del
espermatozoide que retiene su capacidad de duplicarse, los oocitos animales pierden ambos
centriolos durante la oogénesis, pero acumulan un excesivo conjunto de material
pericentriolar y proteinas del centrosoma (Szollosi y col., 1972; Palazzo y col., 1992). Durante
la fecundacion, el centriolo con el que contribuye el espermatozoide utiliza el conjunto de
proteinas de material pericentriolar para su duplicaciéon y conversion en el centrosoma del
cigoto que serd capaz de dirigir el desarrollo pronuclear y la formacién del primer huso
mitético (Navara y col., 1994, 1996b; Sutovsky y col., 1996a,b). Por lo tanto, el desarrollo
embrionario normal de los euterios superiores depende del aporte del centriolo espermatico
para la organizacion de un centrosoma y aparato mitotico activo.

4. Genoma Mitocondrial

Ademas de la contribucion de! genoma haploide nuclear, tanto el espermatozoide como el
oocito poseen genoma extranuclear representado por el ADN mitocondrial (ADN mit.).
Mientras que el espermatozoide fecundante lleva el pool de ADN mit, paterno hacia el interior
del oocito durante la fecundacién, la herencia del ADN mit. sigue una linea estrictamente
materna en mamiferos (Giles y col., 1980). La Unica posible explicacién es que toda la
contribucion paterna mitocondrial sea destruida durante la fecundacién. La coexistencia de
dos genomas mitocondriales distintos en el mismo organismo causa una condicidén conocida
como heteroplasmia que podna tener efectos adversos en el desarrollo embrionario (Zeviani y
Antozzi, 1997). En mamiferos las mitocondrias paternas no contribuyen al pool de ADN mit.
del cigoto, con lo que son eliminadas por algun mecanismo que recién se comienza a
entender (Giles y col., 1980).

Ademas de la vaina mitocondrial, existen algunas otras estructuras accesorias del axonema
del espermatozoide que son obsoletas luego de la incorporacién en el citoplasma del oocito y
que son también blanco de destruccion. Estas estructuras incluyen los dobletes de
microtubulos del axonema, las fibras densas exteriores, la columna estriada de la pieza
conectora y la vaina fibrosa de la pieza principal (Figura 1 y 2). Se sabe poco del mecanismo
de eliminacion de esas estructuras aunque se cree que difiere del de destruccién del ADN mit.
Es posible asegurar que la incorrecta eliminacidon de algunas de estas estructuras interfiera
con el desarrollo normal desde momentos tan tempranos como la fecundacion.
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Figura 3. Detalle estructural del centrosoma de las células espermaticas y cigoto.

El centrosoma esta inicialmente involucrado en la generacién del axonema del
espermatozoide y es reducido mas tarde a un Unico centriolo inactivo. Durante la fecundacion
(derecha), el centriolo con el que contribuye el espermatozoide utiliza el conjunto de
proteinas de material pericentriolar para su duplicacion y conversién en el centrosoma del
cigoto que sera capaz de dirigir el desarrollo pronuclear y la formacién de! primer huso
mitotico. El desarrolio embrionario normal de los euterios superiores depende del aporte del
centriolo espermatico para la organizacion de un centrosoma y aparato mitdtico activo.
Adaptado por V. Rawe de ' The Centrosome and its Inheritance: The reduction of the
Centrosome during Gametogenesis and Its Restoration during Fertilization. Dev. Biol, 165,
299-335 (1994).
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Eliminacion de las mitocondrias paternas durante 13 fecundacion

La vaina mitocondrial del espermatozoide de mamiferos es una hélice de 50 mitocondrias
empaquetadas fuertemente que se ubican alrededor de la pieza media del espermatozoide.
Con excepcidon del hamster Chino, tanto la cola del espermatozoide como la vaina
mitocondnial intacta, entran al citoplasma del oocito durante la fecundacion en mamiferos.
Luego de la incorporacion al oocito, esta vaina casi intacta permanece adherida a la cola del
espermatozoide cercana que se mantiene cercana al pronlcleo masculino en desarrolio
(Sutovsky y col., 1996a). Mientras el desarrollo de los pronlicleos avanza, las mitocondrias del
espermatozoide se desintegran y se despegan eventualmente del axonema que se estd
desintegrando. Estas mitocondrias se rodean de cuerpos multivesiculares y lisosomas hasta
desaparecer completamente en el estadio de cuatro células en bovinos (Sutovsky y col.,
1996a). Existen evidencias de que las mitocondrias del espermatozoide son eliminadas por
accion del citoplasma oocitario en estadios tempranos de la embriogénesis de mamiferos.

Cada mitocondria, incluyendo las de la cola del espermatozoide, Hlevan 10 copias completas
del genoma mitocondnial que codifica para los componentes principales de la cadena
respiratoria. Por otro lado, las proteinas y algunas enzimas mitocondriales son codificadas por
genes nucleares que difieren sustancialmente de los mitocondriales. En breve, los genes
mitocondriales poseen las siguientes caracteristicas:

(i) Un mecanismo de reparacién ineficiente, haciendo que ellos sean susceptibles a la
mutagénesis

(ii) No se replican bajo el control del ciclo celular, lo cual explica la relativamente aita
tasa de acumulacion de mutaciones

(iii) Existen multiples copias en una Unica célula

(iv) No poseen histonas ni proteinas asociadas

v) Son heredadas de manera uniparental (matermna) en mamiferos

(vi) No sufren recombinaciéon homdloga

Estas propiedades justifican la alta tasa de mutagénesis observada en el ADN mit. y sugieren
que la propagacion de sélo el ADN matermo sena una ventaja evolutiva. De hecho, la
herencia uniparental del ADN mit. ocurre en la mayoria de los eucariontes, incluyendo plantas
y protozoos (Birky, 1995).

La razén mas probable para la eliminacion de las mitocondrias del espermatozoide en
mamiferos es la alta posibilidad de dafio del ADN mit. durante la inseminacion y fecundacion.
A pesar de la barrera de puentes di sulfuro que posee la vaina de mitocondrias, ésta
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pareceria no ser suficiente ante el ataque de sustancias oxigeno reactivas (ROS) generadas
por espermatozoides aberrantes, leucocitos y células epiteliales. Como consecuencia de esta
circunstancia y de un mecanismo de reparacion ineficiente, el ADN mit. se encontraria
altamente mutado. Ademas de los factores epigenéticos adversos, las enfermedades con
origen mitocondrial parecen ser mas prevalentes en varones que en mujeres. Usando PCR,
Reynier y col., (1998) comprobaron una mayor tasa de mutaciones en el ADN mit. patemo
(espermatozoides) comparada con la materna (oocito). Con esto, la destruccion del ADN mit.
del espermatozoide luego de la fecundacién, prevendria la propagacion de ADN mit. patermo
mutado y también la propagacion de enfermedades relacionadas con las mitocondrias
(Cummins, 1998).

La coexistencia de dos genomas mitocondrales en una misma célula es una condicién
conocida como heteroplasmia. Esta circunstancia ha sido relacionada con una amplia gama
de desérdenes, la mayoria de los cuales afecta a tejidos que dependen de un fuerte papel
mitocondrial (cadena respiratoria), como ser el tejido visual y auditorio, sistema nervioso,
musculo, corazén, etc. Las mutaciones y deleciones en el ADN mit. se han relacionado con
algunos desérdenes reproductivos que afectan la espermiogénesis, la motilidad espermatica y
la formacion de la vaina mitocondrial (Kao y col., 1998, Lestienne y col., 1997).

3. Estructuras accesorias espermaticas eliminadas durante la fecundacion

La pieza principal del espermatozoide esta rodeada por una vaina denominada vaina fibrosa
(Fibrous Sheath, FS), y la pieza media esta rodeada por la gruesa vaina de mitocondrias
(Figura 1 y 2). Durante la fecundacion, las mitocondrias son removidas de la vaina
mitocondrial, desenmascarando la pieza conectora que se separa del nlcleo espermatico y es
desmantelada. Este evento lleva al centriolo espermatico a ser expuesto al citoplasma del
cigoto para transformarse en un centrosoma activo en el cigoto. De manera similar, la vaina
fibrosa se disuelve en unas horas luego de la incorporacion del espermatozoide en bovinos
(Sutovsky y col., 1996). Tanto la fibra densa extemna como la vaina mitocondrial persisten en
el citoplasma embrionario hasta los primeros clivajes (Sutovsky y col., 1996b). Los dobletes
de microtubulos persisten en el citoplasma del oocito por varios ciclos celulares (Simerly y
col., 1993). E! desensamblaje de la vaina mitocondrial y la columna estriada es facilitado por
el glutatién oocitario (Sutovsky y Schatten, 1997), y el desmantelamiento de la pieza
conectora estaria mediado por fosforilaciones/ desfosforilaciones y por proteinas, como la
centrina, que se une a Ca %* (Figura 3). Los mecanismos de destruccién de la vaina fibrosa y
las fibras densas externas no son del todo conocidos, pero se cree que el mecanismo no seria
la ubicuitinacion, como ha sido propuesto para las mitocondrias. Es posible que ciertas
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kinasas y otras enzimas que se unen a estructuras del axonema del espermatozoide,
contribuyan a este proceso (Carrera y col., 1994).

B. Desmembramiento del espermatozoide
1. Pegado a la zona pelucida, reaccidon acrosémica y penetracion a la zona
pelucida

E! paso inicial de pegado de los espermatozoides a la zona pelicida estd mediado por
glicoproteinas en ambas gametas (Benoff, 1997). Existe bastante acuerdo acerca del papel
de ZP3 como receptor de la zona pelicida e inductor de la reaccidn acrosémica para
espermatozoides de ratén (Florman y Wassarman, 1985; Wassarman, 1990). Otras proteinas
de la ZP sin embargo, facilitarian el pegado espermatozoide-oocito y determinanan la
especificidad de esa interaccién (Rankin y col., 1998). Por parte del espermatozoide, existen
varios candidatos que cumplirian el papel de ligandos que se asocian a ZP3 o a otras
proteinas de la ZP. Entre otros, ellos incluyen: la proacrosina /acrosina (Jones, 1991; Urch y
Patel, 1991), tirosinas kinasas estimuladas por ZP3 (Burks y col., 1995), proteinas de
membranas plasmaticas con actividad hialuronidasa, PH-20 (Primakoff y col., 1985), la
proteina SP-10 involucrada en el pegado secundario a la ZP (Coonrod y col., 1996;
Freemarman y col., 1994), una proteina G acoplada a p-1,4- galactosiltransferasa (Gong y
col., 1995), una fosfolipasa A2 (Riffo y Parraga, 1997). El pegado de ZP3 a receptores de la
membrana plasmatica del espermatozoide, gatilla una serie de sefiales y eventos
estructurales que resultan en la vesiculizacion de la membrana acrosomal externa (Bedford,
1968; Bleil y Wassarman, 1983), dispersion del contenido acrosomal y pegado secundario de
la membrana acrosomal interna a la ZP (Yanagimachi, 1994). Esta en disputa todavia, si las
hidrolasas acrosomales (Barros y col., 1996) asisten a la penetracion de la zona o facilitan
sblo el pegado inicial a ella (Bedford, 1998). Es posible que la matriz acrosoma! sea un
rudimento evolutivo y que la exocitosis acrosomal simplemente permita el pegado secundario
a la zona de los espermatozoides reaccionados via proteinas ancladas a la membrana
acrosomal interna tal como la PH-20 (Myles y Primakoff, 1997). Estas y otras proteinas
acrosomales podrian ser Utiles también durante la penetracién del cumulus oofurus antes del
pegado a la ZP. La reaccion acrosomal remueve la membrana externa acrosomal y la matriz
acrosomal, mientras que la membrana acrosomal interna, la teca perinuclear acrosomal y la
envoltura nuclear (llamadas en su conjunto perforatorium), pueden ser vistas dentro del
espacio perivitelino y, al menos en ratas (Fawcett, 1975), entran al oocito en donde pueden
persistir hasta los primeros clivajes embrionarios (Szollosi, 1976). La persistencia del
acrosoma y/o el perforatorium luego de fecundacién asistida, podria afectar los resultados de
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los tratamientos tales como la inyeccién intracitoplasmica de espermatozoides y la inyeccién

de espermatides redondas o elongadas.

2. Pegado y Fusién del espermatozoide con el oolema

Una serie de antigenos han estado involucrados en el proceso de pegado del espermatozoide
con el oolema. Estos incluyen la proteina epididimaria DE (Cohen y col. , 1996; Rochweger y
col., 1992), ecuatorina (Toshimori y col.,, 1998), vitronectina (Fusi y col., 1996) y los
antigenos espermaticos que reaccionan de manera cruzada con los anticuerpos que bloguean
la fecundacién como ser el MH61 (Okabe y col., 1990), M29 y M37 (Saling y col., 1985) y
OBF 13 (Okabe y col., 1988). La mayoria de esos estudios se basaron en experimentos con
anticuerpos bloqueantes de la fecundacidon dirigidos contra antigenos de superficie
espermaticos. A pesar de ser Utiles, dichos estudios frecuentemente no proveen suficiente
informacion sobre los receptores de oolema complementarios a dichos antigenos
espermaticos o sobre su funcién en la fusion del espermatozoide y oolema luego del pegado
inicial. Inicialmente, Bronson y Fusi (1990) demostraron la presencia de las integrinas en el
oolema de los oocitos humanos y su participacion en el pegado del oolema a un receptor
especifico del espermatozoide. En cobayos se identificd uno de esos receptores con dominio
de fusion a membrana denominado fertilina o PH-30 (Blobel y col., 1992; Wolfsberg y col.,
1993). Los andlogos de fertilina fueron encontrados mas tarde en ratén (Cho y col., 1997),
rata (McLaughlin y col., 1997), monos Cynomolgus (Ramarao y col., 1996), monos Rhesus
(Perry y col., 1995), humanos (Gupta y col., 1996), conejos (Hardy y col., 1966) y bovinos
(Waters y White,1997). En 1995 fue descubierta una familia entera de metaloproteasas
relacionadas con la fertilina con un dominio de fusién viral (ADAMs)(Wolfsberg y col., 1995).
A pesar que existe consenso acerca del papel de la fertilina B y la integrina a6 Bl en el
pegado de espermatozoide-oocito (Almeida y col., 1995), la evidencia de su participacion en
la fusién espermatozoide-oocito es incompleta, no obstante la existencia del dominio de
fusién viral en la molécula de fertilina. El knock-out del gen de la fertilina g en ratén reduce
pero no elimina completamente la capacidad del espermatozoide mutante de pegar y de
fusionarse con los oocitos in vitro (Cho y col., 1998). Otras proteinas tipo ADAMs estan
involucradas en el pegado y/o fusion de! espermatozoide-oocito (Cho y col., 1996;Yuan y col.,
1997). Del lado del oocito, la funcién de la integrina B1 parece estar compensada con otras
moléculas de adhesion (integrinas y péptidos que contengan RGD) durante la fusion de
gametas en humanos (Ji y col., 1998). Estos datos sugieren que el pegado y fusién del
espermatozoide-oocito, a pesar de estar facilitado por la interaccion fertilina-integrina, no
depende exclusivamente de ésta.
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El destino de la membrana plasmatica del espermatozoide luego de la fecundacion es
desconocido. A pesar que algunos investigadores sugieren que la membrana plasmatica
permanece como “parches” sobre 1a superficie de los oocitos fecundados de raton vy erizo de
mar (Gabel y col.,, 1979), es mas probable que ocurra incorporacién de la membrana
plasmdtica espermadtica durante la fecundaciéon (Gundersen y col., 1986). La fluidez del
oolema podria causar la dispersidn de los componentes de membrana del espermatozoide, en
cambio, la incorporacion de la membrana del espermatozoide sena responsable del blogueo
de la poliespermia oolema-especifico, como fue demostrado (Krukowska y col., 1998). Otra
pregunta que merece ser investigada es la regionalidad del pegado espermatozoide-oocito.
Yanagimachi (1994) sugiri6 que el sitio de pegado primario de las microvellosidades del
oocito sobre el nucleo del espermatozoide, al menos en ratones, es la porcién ecuatorial. En
oposicion, varias de las proteinas involucradas en el pegado espermatozoide-oocito estan
distribuidas por toda la cabeza del espermatozoide. En bovinos, se observo el pegado de las
microvellosidades del oocito sobre la porcion ecuatorial, asi como también sobre el
perforatorium y la vaina postacrosomal de la cabeza del espermatozoide (Sutovsky y col. ,
1996b; Sutovsky y col., 1997a,b).

3. Transmisién de la sefal de activacién dentro del citoplasma oocitario

Al contrario de lo que ocurre en peces, equinodermos y ranas, en los cuales el
espermatozoide induce un dnico incremento monotdnico en la concentracién de Ca?*
intracitoplasmatico ([Ca®** ], ), la sefial de activacién en mamiferos consiste en una serie de
picos de [Ca?*]; conocido como oscilaciones. En oocitos humanos el espermatozoide induce
oscilaciones que pueden durar de 5-6 hs (Sousa, 1996), la frecuencia de aparicion varia entre
2- 35 minutos, hecho que es altamente variable de oocito en oocito, pero relativamente
estable dentro de un mismo oocito (Sousa, 1996). Existe una reaccion temprana de [Ca®* ],
que en el oocito humano se caracteriza por un grupo inicial de 3-6 picos rapidos, que son
después seguidos por picos de menor frecuencia para el resto del periodo de oscilaciones. Se
cree que las oscilaciones de Ca** en oocitos de mamiferos comparten un cédigo de
frecuencias que debe completarse para una correcta activacion (Miyazaki y col., 1993).

En vista de la larga duracion de las oscilaciones de [Ca** ], inducidas por el espermatozoide en
los oocitos humanos, estd claro que la gameta masculina no solo debe poseer la /ave para
iniciar las oscilaciones (ser el gatillador), sino también el mensaje necesario para modificar las
propiedades de uno o varios elementos involucrados en la regulacién de la homeostasis del
[Ca%* ]; (canales y reservorios de Ca®* intracelulares), propiedad por la que se denomina
oscllador (Swann y col., 1990).
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El factor citosdlico espermatico descripto por Parrington (1996), denominado oscilina, es el
candidato para la funcidén de oscilador. Los datos experimentaies obtenidos con oocitos
humanos, sugieren que las oscilaciones de [Ca®*] ;, son mantenidas por liberacidn y
reabsorcion periédica de Ca®* desde los reservorios inositol trifosfato (IP3) sensibles,
ubicados predominantemente en la corteza y subcorteza y desde los reservorios rianodina
sensibles localizados en el centro del ooplasma (Tesarik y Sousa, 1996). De acuerdo a este
modelo la capacidad del oocito de mantener las oscilaciones de Ca?* depende de la
sensibilidad diferencial a un fendmeno denominado liberacién de [Ca®* ], mediada por Ca**
(calcium induction calcium release, CICR) de dos tipos de reservorios de Ca 2* | : una
liberacion inicial desde los reservorios IP3 sensibles actuaria como detonador para la CICR
desde los reservorios centrales rianodina sensibles, desde donde se originarian la mayoria de
las liberaciones de Ca?*.

En el raton la activacion de los oocitos luego del tratamiento con etano! o luego de FIV, a
veces resulta en la expulsién de un segundo corpuUsculo polar sin la formacion de prontcleo/s.
El set haploide de cromosomas con una sola cromatide remanente permanece condensado y
alineado en una nueva placa metafasica denominada metafase III (MIII) (Kubiak, 1989).
Cualquier desarreglo en la amplitud y/o frecuencia de los pulsos de Ca?* intracelulares,
inactiva de manera incompleta al MPF (factor promotor de la mitosis e inductor universal de
la fase M), y generan en el oocito una activacién abortiva (MIII u otras), con la formacién de
una tercera placa metafasica y la imposibilidad de salir de metafase y progresar hacia
interfase, a menos que el oocito reciba un nuevo estimulo activador (Vitullo y Ozil, 1992)
(Figura 4).

Otra situacion similar se dernomina en el ratén S 40; en este caso el segundo corpusculo polar
expulsado no posee matenal genético o no es expulsado (Figura 4), y en el citoplasma
permanecen condensados 40 cromosomas con una sola cromatide (Kubiak, 1989).

C. Remocion de la teca perinuclear del espermatozoide

1. Morfogénesis de la teca perinuclear durante la espermatogénesis

La teca perinuclear, también llamada sustancia o matriz perinuclear (Bellvé y col., 1992;
Courtens y col., 1976; Lalli y Clermonnt, 1981; Oko y Clermont, 1988) es una cubierta del
citoesqueleto que recubre el nicleo del espermatozoide, y que esta compuesta por proteinas
tipo citokeratina y mielina. Esta matriz se encuentra inserta entre la membrana plasmatica y
la envoltura nuclear del espermatozoide con quien parece estar intimamente asociada (Oko y
Maraveri, 1995). Las proteinas de la TP primero aparecen en la superficie apical nuclear en
las espermatides redondas (Oko, 1995; Oko y Maraveri, 1995). Usando la clasificacién de
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Figura 4. Representacion esquematica de los distintos estadios de activacion
abortiva.

A: Los oocitos en MII pueden reaccionar de seis maneras diferentes frente al estimulo
activador con etanol (Kubiak, 1989). (i) Los oocitos quedan detenidos en MII, (ii) puede
ocurrir la expulsion del segundo cuerpo polar pero en vez de pasar a interfase pasan a una
placa metafasica denominada MIII: con los cromosomas con una sola cromatide condensados
en la placa metafasica y en el segundo cuerpo polar (CP), (iii) estadio de 40 cromatides
(40S): con los cromosomas con una sola cromatide dentro del citoplasma y el CP sin material
genético (2hs luego del tratamiento se desprende faciimente), (iv) el nucleo puede
permanecer en telofase con un grupo de cromatina muy tefiida en el citoplasma y en el CP,
(v) puede ocurrir la formacién de un nicleo pequefio, redondo y con cromatina en forma
reticular (nUcleo reticular) y por Ultimo (vi) puede originarse el estadio de pronucleo. B:
Durante la fecundacién in vitro, Kubiak (1989) observd las mismas respuestas que con el
estimulo partenogenético pero no se vio la respuesta 40S ni la de nucleo reticular. Adaptado
por V. Rawe de Kubiak. ~ Mouse oocytes gradually developed the capacity for activation
during the metaphase II arrest’ . Dev. Biol.,, 136: 537-545, 1989.
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espermatogénesis de Bemndston y Desjardins (1974) y Barth y Oko (1989), Oko y Maravei
(1995) presentaron una detallada descripcion de la biogénesis de la TP en toros.
Inicialmente, las proteinas de la TP se acumulan en la superficie del granulo acrosomal
denvado de Golgi, el cual no estd adherido a la superficie nuclear en los estadios 1 y 2 de
espermatides redondas. En el estadio 4 de las espermatides redondas, la formacion del
capuchon acrosomal ocurre en paralelo con el pegado del granulo acrosémico a la envoltura
nuclear y al complejo de proteinas que conformaran la TP sobre la superficie apical,
resultando en la formacidn de una capa continua de TP subacrosomal. Mientras el nucleo de
la espermatide se condensa y se elonga, la TP sufre el mismo cambio. Ademas de cubrir la
superficie subacrosomal separando el acrosoma de la envoltura nuclear, la TP cubre la
porcion ecuatorial del acrosoma en el estadio 8 de espermatide redonda. En un
espermatozoide completamente diferenciado, la vaina postacrosomica de TP se extiende
hasta la fosa de implantacién en la superficie nuclear posterior y de esa manera el acrosoma
queda comprendido entre la capa subacrosémica y la capa periacrosomica externa de TP,
cubriendo de esa manera el nucleo espermatico por completo.

Una correcta biogénesis de la TP es un prerequisito para que el nicleo del espermatozoide
posea una forma normal, ya que la falta de TP coincide con la forma nuclear aberrante
denominada globozoospermia (Escalier, 1990).

2. Remocion de la Teca Perinuclear en la fecundacién y su posible papel durante
el pegado espermatozoide-oolema

Ademas de los datos sobre la necesidad de una correcta biogénesis de la TP para una normal
espermatogénesis, la TP compacta y anormal seria una barrera para una norma! fecundacion,
evitando el remodelado del nicleo espermatico para pasar a ser pronucleo masculino. El
nicleo del espermatozoide se transforma en pronlcleo masculino con la liberacién de las
protaminas espermaticas seguido de una captacion de histonas y otras moléculas del
citoplasma oocitario (Ecklund y Levine, 1975; Kopecny y Paviok, 1975; Perrault y col., 1984).
Este evento seria imposible sin la eliminacion de la TP del espermatozoide (Sutovsky y col.,
1997a), y sin la formacién de novo de la envoltura nuclear (EN) con complejos de poros
nucleares funcionales (Sutovsky y col., 1998 b). Algunos datos en ratén (Usui, 1996) y
bovinos (Sutovsky y col., 1997a) sugieren que la TP es removida de la superficie del nicleo
espermatico en un estadio inicial de incorporacion y que la cromatina espermatica entra al
oocito completamente “desnuda” de toda sus membranas, incluyendo su envoltura nuclear
intrinseca (Sutovsky y col., 1998 b; Usui y Yanagimachi, 1976; Usui y col., 1997).
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En rata se disocia el perforatorium entero del nicleo del espermatozoide dentro del
citoplasma oocitario (Szollosi, 1976). En bovinos, las microvellosidades del oocito se pegan a
la TP del espermatozoide luego de la fusion de la membrana plasmatica del espermatozoide y
el oolema quedando intercaladas entre vainas individuales de TP. Posteriormente, la TP es
removida y el nlcleo espermatico se expone al citoplasma del oocito. La persistencia de la TP
sobre la superficie de espermatozoide de toros intactos inyectados dentro del citoplasma de
oocitos bovinos maduros, causa la falla de desarrollo pronuclear (Sutovsky y col., 1997). De
manera simifar, algunos estudios reportaron en humarnos (Bourgain y col., 1998) y en monos
(Hewiston y col., 1996), la presencia de un desarrollo pronuclear aberrante asociado con la
persistencia de acrosoma y/o TP subacrosomal. Con esto se sugiere que fa remocién de la TP
del espermatozoide es un prerrequisito para el desarrollo pronuclear normal en mamiferos.

3. Intemnalizacion de la Teca Perinuclear para la activacién oocitaria

El papel de la TP durante la fecundacion normal podria no estar restringido a la simple
remocion de esta barrera. Algunas evidencias sugieren que algunos factores con capacidad
de activacion sean liberados desde la TP y se disuelvan en el citoplasma del oocito. Estos
serfan los responsables de la iniciacion de las oscilaciones de Ca** luego de la fecundacién. La
inyeccién intracitoplasmica de espermatozoide de pacientes que sufren globozoospermia, una
patologia asociada a la ausencia de TP (Bacetti y col., 1997; Escalier, 1990), estd asociada a
una falla de activacion de oocitos maduros y a una consecuente falta de induccidn de picos
oscilatorios de Ca’* (Battaglia y col., 1997; Rybouchkin y col., 1996). Por otro lado, se
demostré que la inyeccidn intracitoplasmica de extractos crudos de TP pueden inducir
activacion oocitaria (Kimura y col., 1998). €l mayor candidato para jugar el pape! de proteina
oscilogénica espermatica es la oscilina o la glucosamina-6-fosfatodeaminasa (Parrington y
col., 1996). Esta proteina fue encontrada en la region del segmento ecuatorial de la cabeza
del espermatozoide que esta envuelta por la TP. A pesar que no se encuentran remanentes
de TP en el espacio perivitelino de oocitos fecundados y sobre la superficie del nucleo
espermatico dentro del citoplasma del oocito (Sutovsky y col., 1996b; Sutovsky y Schatten,
1999), se pueden detectar fragmentos de TP en el citoplasma oocitario cerca del prondcleo
masculino en un estadio temprano del desarrollo pronuciear. De manera similar, no se han
observado en el pronlcleo masculino dentro de oocitos de monos Rhesus fecundados in vitro.
Es muy probable que factores con capacidad oscilogénica se liberen desde la TP y se
disuelvan en el citoplasma oocitario. Otros factores de importancia para el éxito de la
fecundacion, como factores de transcripcion (Herrada y Wolgemuth, 1997), podrian estar
asociados también a la TP.
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CAPITULO II
EL CENTROSOMA, EL NUCLEO DEL ESPERMATOZOIDE Y LOS PRONUCLEOS

A. La herencia del centrosoma, la aposicion de los pronicleos y la
organizacion de microtubulos
1. Reduccién del centrosoma durante la gametogénesis

El centrosoma funcional estd compuesto por dos centriolos, estructuras en forma de cilindros
que contienen nueve tripletes de microtubulos, y material pericentriolar alrededor de ellos
(Kalnins y Rogers, 1992; Schatten, 1994; Vorobjev y Chentsov, 1982) (Figura 3). A pesar que
los centriolos pueden proveer la estabilidad estructural y servir para el ensamblaje y
duplicacién de un centrosoma activo, es el material pericentriolar el que posee la actividad
nucleadora de microtubulos (Gould y Borisy, 1977). La polimerizacion de tubulinas comienza
desde la estructura en forma de anillo que contiene una Unica clase de tubulina: y tubulina
(Joshi, 1993; Moritz y col., 1995). Otras proteinas centrosomales de diferentes organismos
son la centrina (Sanders y Salisbury, 1989), la centrosomina (Joswig y col., 1991), la
katamina (Mc Nally y col., 1996), el complejo MPM-2 (Westendorf y col., 1994), la nineina
(Bouckson-Castaign y col., 1996) y la paracentrina (Doxey y col., 1994). En oposicion al
modelo general de centrosoma, los oocitos de mamiferos pierden los centriolos durante la
oogenesis y sus polos meidticos estan ocupados por centros organizadores de microtubulos
acentriolares (Hertig y Adams, 1967; Sathananthan y col.,, 1991, 1996). De un modo
complementario, el centrosoma de los espermatozoides de mamiferos es reducido a un
simple centriolo o es eliminado completamente durante la espermiogénesis (Sutovsky y col.,
1999). Todavia en la base de la cola de espermatides redondas de mamiferos se pueden
visualizar dos centriolos (Fouquet y col., 1998; Manandhar y col., 1998). El centriolo proximal
esta pegado al plato basal del axonema del espermatozoide en la fosa de implantacion, que a
su debido tiempo sirve para la asociacion del axonema al nucleo. El centriolo distal esta
orientado de manera perpendicular al proximal y parece servir como molde del ensamblaje de
los dobletes de microtibulos del axonema. En la mayoria de los mamiferos euterios y en
marsupiales, el centriolo proximal queda retenido durante la espermiogénesis y espermiacion.
En un espermatozoide maduro, el centriolo proximal esta cubierto por una densa masa de
capitolium que probablemente reemplace al activo material pericentriolar pero que es inerte a
la nucleacién de microtubulos. El centriolo distal se desmantela durante la elongacion
espermdtica y en un espermatozoide totalmente maduro desaparece por completo
(Manandhar y col., 1998). En los roedores, representados por el ratén (Manandhar y col.,
1998), hamster (Fouquet y col., 1998), cobayo (Fouquet y col., 1998) y rata (Wooley y

20



Fawcett, 1973) ambos centriolos desaparecen durante la espermiogénesis. En ratdn,
Manandhar y col., 1998 dividieron la desaparicion del centrosoma espermatico y los dos

centriolos en tres diferentes pasos:

0) pérdida de la capacidad de nucleacion
(i) pérdida de proteinas centrosomales como y tubulina y centrina
iii) desintegracion de ambos centriolos

Por lo tanto, la reduccion del centrosoma durante la gametogénesis masculina y femenina
ocurre de manera desigual y complementaria. Mientras que los oocitos pierden ambos
centriolos y retienen la actividad del material pericentriolar, en los espermatozoides sélo uno
de los centriolos se pierde. El centrosoma espermatico reducido no posee material
pericentriolar con actividad para reclutar microtibulos (nucleacion). Como excepcion a esa
regla, los roedores estan deprivados de los dos centriolos, y de esta manera el centrosoma
completo es aportado por el oocito.

2. Reconstitucion del centrosoma durante la fecundacion

En contraposicidn de la igualitaria contribucion gendmica de ambos padres, la herencia
citoplasmica en mamiferos vana sustancialmente para organelas individuales. En 1901, T.
Boveri formuld la teoria de la herencia del centrosoma y mas tarde se hallaron evidencias que
la apoyaban como ser la ausencia de centriolos en los oocitos de ratén (Szollosi y col., 1972),
conejo (Zamboni y Mastroianni, 1966), bovinos (Sathananthan y col., 1997b) y humanos
(Hertig y Adam, 1967), y la presencia de un centriolo proximal distal intacto en los
espermatozoides de la mayora de las especies animales. La reconstitucion del centrosoma
del cigoto ha sido descripta en detalle por estudios ultraestructurales e inmunocitoquimicos
en bovinos (Long y col., 1993; Navara y col., 1994, 1996a; Sutovsky y col., 1996b; Sutovsky
y Schatten, 1997), humanos (Asch y col., 1995; Sathananthan y col., 1991, 1996; Simerly y
col., 1995), chanchos (Kim y col.,, 1996; Szollosi y Hunter, 1973), conejo (Longo, 1976;
Pinto-Correa y col., 1994), monos Rhesus (Hewitson y col., 1996; Sutovsky y col.,1996a; Wu
y col., 1996) y cabra (Crozet, 1990).

El ensamblaje de un centrosoma activo ha sido estudiado en detalle en bovinos y monos
Rhesus (Sutovsky y col.,, 1996b). En el primer paso, la compleja estructura de la pieza
conectora del espermatozoide en la cual esta inserta el centriolo espermadtico, debe ser
desarmada para liberar al centriolo proximal dentro del citoplasma oocitario. Inicialmente las
mitocondrias de la vaina mitocondrial son removidas de la superficie de la pieza conectora.
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Este paso es seguido por la ruptura de nueve columnas estriadas que son la continuacién de
las fibras densas del axonema. Estos eventos desenmascaran el centriolo proximal y le
permite un libre acceso al citoplasma del oocito. Parece ser que el centriolo permanece
asociado con al menos una de las columnas estriadas, lo que explica porque el
espermatozoide permanece en la vecindad del pronucleo masculino y huso mitdtico a través
del desarrollo pronuclear y embrionano (Sutovsky y col., 1996b).

Seguida su exposicion al citoplasma oocitario, el centriolo proximal comienza a atraer el
material pericentriolar hacia él. La presencia de y tubulinas y otras proteinas centrosomales
en el material pericentriolar, permite la enucleaciéon de microtibulos en una estructura radial
llamada aster espermadtico. Los microtubulos del aster espermético, proveen las vias para la
aposicién de los pronucleos masculino y femenino (Schatten 1994) y facilitan el reclutamiento
de complejo de poros nucleares preensamblados y otras moléculas y organelas para la
formacion de los compartimentos de los prontcleos embrionarios (Sutovsky y col., 1998).

El centriolo original espermatico se replica antes de la primera mitosis, durante la cual puede
ser visto en uno de los polos del huso (Sathananthan y col., 1996). El centriolo hijo,
proveniente de esa replicacién, viaja hacia el lado opuesto del otro prontcleo, donde este
organiza el segundo polo del huso (Sathananthan y col., 1996; Sutovsky y col., 1996 a,b).
Con todo esto, se podria afirmar que en mamiferos no roedores, el centrosoma es una
organela heredada biparentalmente, ya que es una mezcla del centriolo aportado por el

espermatozoide mas el material pericentriolar de herencia materna.

3. Herencia materna del centrosoma en roedores y otras excepciones a la regla

Como fue mencionado anteriormente, los espermatozoides de roedores pierden ambos
centriolos durante la espermiacion y no contribuyen a la formacion del centrosoma del cigoto.
Este descubrimiento fue corroborado por estudios durante la fecundacion en ratdon que
muestran que en vez de formarse un aster espermdtico Unico, se forman asteres
citoplasmicos multiples de origen materno que ocupan el citoplasma del oocito fecundado y
proveen la fuerza motriz para la aposicion de los prontcleos (Schatten y col., 1985, 1986). En
oposicion a otros euterios e incluso marsupiales, la biogénesis del centrosoma del cigoto esta
bajo estricto control materno. A pesar que las razones para tal diversificacion evolutiva de la
herencia del centrosoma son desconocidas, el mecanismo rudimentario de control
centrosémico materno pudo haber sido retenido en mamiferos roedores y no roedores ya que
se ha reportado activacion partenogenética seguida de mitosis cuasi normal y desarrollo
hasta el estadio de blastocisto. A pesar que los partonogenones mueren antes de alcanzar la
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organogénesis, es muy posible que esto no sea debido a la ausencia de componentes
paternos del centrosoma.

4. Requerimientos para la actividad del centrosoma en el momento de la

fecundacion y desarrollo de prontcleos

Mientras que los microfilamentos y filamentos intermedios forman la red de citoesqueleto en
los oocitos de mamiferos, el papel crucial de la movilidad de las organelas en los cigotos ha
sido atribuido a los microtibulos. Los microtubllos proveen las vias a través de las cuales
ocurte la aposicion de los pronicleos, mayormente desde el extremo menos (-) en donde
existen proteinas motoras (Reinsch y Gonczy, 1998). El tratamiento de oocitos fecundados
con nocodazol (un desorganizador de microtubulos) impide la aposiciéon y desarrollo de los
pronicleos (Navarra y col.,, 1994; Sutovsky y col., 1996b). Ademas de la movilidad de los
prontcleos, los microtubulos del aster espermatico desempefiarian un importante papel en el
desarrollo de los pronlcleos. El alargamiento de los pronlcleos y la construccion del
esqueleto nuclear capaz de sostener la replicacién del ADN, son procesos complejos que
requieren un continuo influjo de moléculas desde el citoplasma (Pochia y Collas., 1996)
(Figura 5). El desarrollo de pronticleos también requiere la reconstitucién de una membrana
nuclear continua, desde vesiculas de membranas citopldsmicas(Figura 5). Ei alargamiento
posterior de los prontcleos requiere del reclutamiento de mas vesiculas de membranas hacia
la region pronuclear en el citoplasma del cigoto, evento que es facilitado a través de los
microtibulos del aster espermatico. De manera similar, los complejos de poros nucleares
(CPN), que se preensamblan en ldminas anulares (annulate lamellae) en el citoplasma del
oocito durante la activacion (Sutovsky y col., 1998b), también parecen estar transportados
hacia los pronlcleos en desarrollo a través de los microtubulos. La desorganizacion de los
microtibulos del aster espermdtico con Nocodazol impide la insercién de los CPN en la
envoltura nuclear y el desarrollo y aposicién de pronicleos. Las laminas anulares servirian
como vehiculos para el rapido movimiento de los CPN preensamblados hacia los pronicleos
en desarrollo.

El movimiento citoplasmico de otras organelas que incluyen golgi, reticulo endoplasmico y
mitocondrias, podna estar gobernado por proteinas motoras asociadas a microtubulos como
la kinesina y dineina (Bamett y col., 1996; Sciaky y col., 1997; Terasaki y col., 1996). Este
hecho también parece ser cierto para especies con herencia matema del centrosoma como
por ejemplo el hamster, en donde el rearreglo de las mitocondrias y los filamentos
intermedios del citoplasma durante la fecundacién depende de los microtibulos (Barnett y
col., 1996). Otra pregunta interesante es saber si los microtibulos del aster espermatico
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Figura 5. Representacion esquematica de los primeros eventos durante la
interaccion de gametas humanas y el desarrollo de pronicleos.

A: El espermatozoide se une y fusiona con el oolema mientras el oocito se encuentra
detenido en metafase II (MII). B: El espermatozoide es deprivado de su teca perinuclear y
envoltura nuclear durante su incorporacion al citoplasma del oocito. En ese momento el
oocito culmina la meiosis y expulsa el segundo cuerpo polar (CP). C: Luego de la
incorporacion del espermatozoide, algunas vesiculas de membranas rodean a la cromatina del
espermatozoide y se fusionan a su superficie formando una membrana nuclear continua que
en ese estadio no posee todavia complejo de poros nucleares. D: De la misma manera, la
cromatina materna se separa del citoplasma por la membrana nuclear que se formé por la
fusion de vesiculas de membranas sobre la superficie de la cromatina materna en
descondensacion. Al tiempo de formacidon de las envolturas nucleares, el centriolo
espermatico es liberado dentro del citoplasma del oocito y forma un aster de microtibulos a
partir de tubulinas oocitarias. E: Los complejos de poros nucleares se aproximan a la
membranas nucleares en formacién, mientras el aster se alarga. F: La insercién de los
complejos de poros nucleares a los pronucleos masculino y femenino provee un canal para el
transporte  nucleo-citopldsmico que promueve el desarrollo de los pronucleos.
Concomitantemente, ocurre duplicacion de centriolos que luego migrara hacia el polo opuesto
para asegurar una correcta formacion del futuro huso mitético. G: Los pronucleos con su
tamafio mayor permanecen enfrentados por la accion de los microtubulos provenientes del
aster espermatico. Luego de la duplicacion del ADN, comienza la recondensacién del material
genético y la destruccion de la membrana nuclear de cada uno de los pronucleos. H: Las
envolturas nucleares desaparecen por completo y los cromosomas maternos y paternos se
alinean en una placa metafasica de la primera mitosis del embridn. Adaptado por V. Rawe de
' Paternal Contributions to the Mammalian Zygote: Fertilization after Sperm-Egg Fusion’.
International Review of Cytology, 195, 1-65, 1999,
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pueden facilitar el influjo de proteinas del citoplasma al pronicleo en formacién. Por ejemplo
NuMA, una proteina de los polos del huso asociada al aster espermatico, no requiere de los
microtdbulos para su relocalizacion en el esqueleto de los pronucleos donde reside durante su
desarrollo (Navara y col., 1996c). Las proteinas centrosomales como la centrina y y tubulinas
también parecen ser reclutadas desde el citosol sin la participacion activa de los microtubulos
(Navara y col., 1995). En contraposicion, el reclutamiento de las laminas nucleares hacia los
pronucleos en desarrollo y replicacion del ADN, al menos en ratdn, depende del ensamblaje
de microtUbulos (Schatten y col., 1989).

5. Factores que afectan el ensamblaje del centrosoma en el cigoto

Qué factores son necesarios para la reconstitucion del centrosoma del cigoto de mamiferos?
Primero, parece que el desensamblaje de la pieza conectora del espermatozoide, requenida
para la liberacion del centriolo proximal dentro del citoplasma del oocito, depende de la
reduccion de los puentes di sulfuro en las mitocondrias espermaticas, columnas estriadas y
capitolium. La eliminacion del tripéptido glutation (y-glutamilcistein-glicina) a través de la
inhibicion de su sintesis (Meister y Anderson, 1983), reduce las tasas de formacion del aster y
aposicion de prontcleos en cigotos de bovinos, impidiendo la liberacion del centriolo proximal
desde la pieza conectora (Sutovsky y Schatten, 1997).

El tratamiento con un potente agente reductor de puentes di sulfuro como el ditiotreitol
(DTT), emula el efecto de la reduccién de puentes di sulfuro sobre la integridad de la pieza
conectora (Sutovsky y col., 1997c). Dichos tratamientos son también necesarios para la
reconstitucion del centrosoma de mamiferos en un sistema libre de células compuesto por
extractos de oocitos de Xenopus y espermatozoides de mamiferos permeabilizados (Navara y
col., 1995).

Existen otros factores que contribuirian a la liberacion del centriolo espermatico desde la
pieza conectora hacia el citoplasma del cigoto. Las columnas estriadas contienen una
fosfoproteina de 84 kDa y otros sustratos de proteinas kinasas reactivas al anticuerpo MPM-2
(Long y col., 1997; Schalles y col., 1998). La fosforilacion y desfosforilacion de la pieza
conectora han sido involucradas en la formacion del aster en conejos (Pinto-Correia y col.,
1994) y toros (Long y col., 1997). La liberacién de iones de Ca®* dentro del citoplasma del
oocito durante la fecundacion podria afectar la conformacion y actividad de algunas proteinas
en la pieza conectora del espermatozoide. La centrina, una proteina de pegado al Ca?* con un
papel probado de escision flagelar (Sanders y Salisbury, 1989), también esta presente en la

pieza conectora del espermatozoide fecundante, y fue involucrada en la escisién de la cola
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del espermatozoide de la fosa de implantacion nuclear y en la regulacion del ensamblaje del
aster espermatico (Zoran y col., 1994; Fechter y col., 1996).

La liberacién del centriolo del espermatozoide dentro del citoplasma del oocito es seguido por
el ensamblaje del material perinuclear. Existen evidencias que involucran a las y tubulinas ya
por lo menos otras seis proteinas en el ensamblaje de los dimeros de a y B tubulinas. Un
polimero con forma de anillo sirve como molde para el reclutamiento de los protofilamentos
en sapos, mamiferos roedores y no roedores (Stears y Kirschner, 1994; Sutovsky y col.,
1996b; Palacios y col., 1993; Zheng y col., 1995).

El centriolo espermatico original se duplica dentro del centrosoma del cigoto y todo el
centrosoma completo se divide mientras el centriolo hijo migra hacia el sitio del futuro polo
del huso (Sathananthan y col., 1996; Sutovsky y col., 1996 a,b). En células somaticas, la
duplicacion de los centriolos parece estar bajo el control del ciclo celular via el supresor
tumoral p 53 (Cross y col., 1995, Fukasaway col., 1996). Los centriolos ubicados en los polos
del primer huso mitotico dentro del oocito fecundado, se duplican una vez mas antes de la
primera mitosis (Sathananthan y col., 1996), lo que significa que un simple centriolo genera

tres nuevos centriolos hijos durante el primer ciclo celular.
B. Remodelado del nicleo espermatico y desarrollo de prontcleos

1. Reduccién de puentes di sulfuro y desenmascaramiento del ADN

espermatico

El nucleo de los espermatozoides maduros posee la cromatina hipercondensada vy
empaquetada por proteinas asociadas al ADN, llamadas protaminas. Las protaminas, y
probablemente otras proteinas ricas en cisteinas, establecen puntes di-sulfuro durante su
almacenamiento en epididimo (Bedford, 1979; Calvin y Bedford, 1971). Las protaminas son
reemplazadas por histonas derivadas del cocito durante la fecundacién ya que la estructura
tridimensional de éstas no permite la replicacion de ADN (Eckiund y Levine, 1975S;
Krzanowska, 1982; Kopecny y Paviok, 1975). Este evento esta acompafiado por la
descompactacion de la estructura nuclear del espermatozoide y por la descondensacién del
nicleo espermatico que depende de la reduccidon de los puentes di-sulfuro a cargo del
tripéptido glutation de origen oocitario (Meister y Anderson, 1983; Perreault, 1984, 1990;
Sutovsky y Schatten, 1997). El glutation también parece facilitar el desensamblaje de la pieza
conectora que alberga al centriolo espermatico y favorecer a la formacién del primer huso
mitotico (Zuelke y col., 1997). Este mecanismo de decondensacién del nucleo espermatico,
inducido por el oocito, esta restringuido a los mamiferos, ya que otros vertebrados no poseen
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la capacidad de estabilisar las estructuras accesorias espermaticas durante el almacenamiento
espermatico (Bedford, 1979).

2. Formacion de la envoltura nuclear alrededor del pronticleo en desarrollo

A continuacion o quizd concomitante con la remocién de la membrana plasmatica y la teca
perinuclear del espermatozoide, el nicleo masculino es deprivado de su cubierta nuclear en el
momento de entrar en contacto con el citoplasma del oocito (Usui, 1966; Usui y Yanagimachi,
1976; Usui y col., 1997). De la misma manera, el nicleo del oocito es deprivado de su
envoltura nuclear luego de la ruptura de la vesicula germinal (Stricker y Schatten, 1989). La
nueva envoltura nuclear es reconstituida alrededor del nlcleo espermatico en
decondensacion a partir de membranas de vesiculas oocitarias (Collas y col., 1996; Pasteels,
1963; Poccia y Collas, 1996; Sutovsky y Schatten, 1997). Ese paso universal en la
fecundacidon marca la formacion de compartimentos nucleares y citoplasmicos en el oocito
fecundado y conlleva la necesidad de establecer una comunicacién bidireccional y un
intercambio de moléculas necesarias para el desarrollo pronuclear y embrionario normal. El
canal principal para el transporte nucleoplasmico en células animales es el complejo de poros
nucleares (CPN) y proteinas O-glicosiladas de la familia de las nucleoporinas (Pante y Aebi,
1996).

Existen tres pasos distintos y requerimientos energéticos especificos que estan involucrados
en la reconstitucién de la membrana nuclear sobre la superficie “desnuda” de la cromatina
del espermatozoide y del oocito (Boman y col., 1992; Macaulay y Forbes, 1996; Meier y col.,
1995; Newport, 1987; Pfaller y col., 1991):

(i) Fusion de membranas para formar una continua envoltura nuclear con gasto de ATP
y GTP

(ii) Formacion/insercion (dependiente de Ca**) de CPN en la envoltura nuclear en
formacion

(iii) Ensamblaje de una lamina nuclear bajo la envoltura nuclear

Se encuentra aun en discusion si la ldmina nuclear se ensambla antes, durante o luego del
ensamblaje de la envoltura nuclear y el CPN.

Se conoce relativamente poco acerca de los requerimientos y cronologia de ensamblaje de la
membrana nuclear durante la fecundacién en mamiferos. Algunos estudios mostraron que el
ensamblaje de una membrana nuclear funcional con el CPN ocurre casi inmediatamente luego
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de la incorporacion del espermatozoide, de la decondensacién de su nlcleo y que este evento
es dependiente de Ca** en bovinos (Sutovsky y col., 1998).

En cigotos de bovinos, el ensamblaje perinuclear de las laminas anulares parece estar
controlado por el aster espermatico. Como consecuencia, la despolimerizacion de los
microtibulos del dster bloquea el desarrollo pronuclear y el ensamblaje de CPNs. El
ensamblaje de la envoltura nuclear en mamiferos pareceria estar regulada por una baja en la
actividad de las MAPs kinasas citoplasmaticas (Moos y col., 1995) y la actividad del MPF (Usui
y col., 1997). El transporte entre citoplasma y nlcleo mediado por CPN es el que va a dirigir
el crecimiento de ambos pronucleos (Sutovsky y col., 1998b).

3. Cronologia de la formacion de cigotos con dos pronticleos

En un estudio realizado por Capmany y col.(1996) se describe el tiempo de formacion de
pronucleos, ruptura, sintesis de DNA y clivaje durante el primer ciclo celular en humanos.
Segun los resultados provenientes de este estudio, de 121 ovocitos inseminados luego de FIV
y 125 re- inseminados, se concluyd que el momento en el que se forman dos prontcleos se
encuentra entre 3-10 horas post inseminacion (hpi). Balakier y col. (1993) también estudiaron
el tiempo de formacion de pronucleos en cigotos humanos y se afirma que este evento ocurre
luego de 10 hpi. La fase G1 dura aproximadamente 5 horas, la sintesis de DNA (fase S), que
coincide con la formacién de los pronlcleos, comienza entre 8-14 hpi y en la mayoria de los
embriones se completa entre las 14- 22 hpi. El resto de las etapas del ciclo celular se
esquematizan en la Figura 6.

El momento de ruptura de la membrana nuclear (NEBD) de los pronlcleos varia
considerablemente entre embriones (entre 21-31 hpi), asi como también el tiempo en el que
ocurre el primer clivaje (25-31 hpi). Se puede considerar que la mayoria de los embriones
sufren NEBD entre 27-30 hpi y el primer clivaje entre 29-32 hpi. Estos hallazgos se
correlacionan con los encontrados por Balakier y col. (1993) y Van Wissen y col. (1995) luego
de FIV, aunque luego de ICSI la NEBD y el primer clivaje embrionario ocurren entre 2-4 horas
mas temprano (Nagy y col., 1994).
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Figura 6. Cronologia de los distintos eventos que ocurren durante el primer ciclo celular en
humanos. (Extraido de Capmany y col,, 1996).

4. Desarmollo pronuclear y replicacion del ADN

La remocion de las protaminas desde el nucleo espermatico ocurre varias horas después de la
activacion oocitaria (Colleau y col., 1997; Krzanovska, 1982; Kopecny y Paviok, 1975).
Ademas del glutation, otras proteinas importadas desde el citoplasma del oocito estan
involucradas en la decondensacion de la cabeza del espermatozoide durante la fecundacion
en mamiferos y otros vertebrados (Yanagimachi, 1994).

La cronologia del desarrolio pronuclear ha sido descripta in vivo in cigotos de chancho, en
donde empieza aproximadamente 56 hs luego del estimulo de ovulacion y dura no mas de 4
hs (Laurincik y col., 1998). La fase S en bovinos estad acompafiada por la aparicion de cuerpos
organizadores nucleolares que, sin embargo, no se transforman en nucleolos activos hasta el
estadio de ocho células (Lavoir y col., 1997; Kopecny y col., 1989). Un factor involucrado en
la culminacién de la fase S pronuclear en mamiferos y sapos es la importacion nuclear de la
Histona H1 (Lin y Clarke, 1996). Se cree también que existen otros factores provenientes del
citoplasma del cigoto necesarios para regular la replicacién del ADN. Para asegurar el
desarrollo pronuclear sincrénico, los oocitos poseen una actividad supresora que previene el
desarrollo pronuclear femenino durante las primeras horas luego de la activacién oocitaria
(Fulka y col., 1996). El desarrollo del pronucleo masculino parece estar sincronizado con la
finalizacién de la meiosis del oocito y con el desarrollo del pronlcleo femenino. La disrrupcion
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de la meiosis del oocito con el tratamiento con colchicina previene el alargamiento del
prontcleo masculino en hamster (Wright y Longo, 1988).

Hewiston y col., (1999) han demostrado que la persistencia de la teca perinuclear en la
superficie apical de la cromatina del espermatozoide retrasa la replicacion de ADN en el
pronicleo masculino y la salida de la fase S en ambos prontcleos luego de Inyeccién
Intracitoplasmica de Espermatozoides en monos Rhesus. Este retraso podria deberse a la
existencia de distintos puntos de chequeo de la replicacion entre el prondcleo masculino y
femenino. E! desarrollo asincrénico de los prondcleos masculino y femenino, se ha
correlacionado con un desarrollo embrionano aberrante y un incremento en el nivel de
mosaicismo (Sadowy y col., 1998). A pesar que la mayoria de los estadios del desarrolio
pronuclear parecen estar sincronizados por un mecanismo en comun para ambos pronucleos,
existen evidencias de que algunos factores estarian involucrados en el desarrollo del
pronticleo masculino pero no femenino. Entre esos factores se encuentran proteina kinasas o
sustratos de kinasas especificos del pronucleo masculino. También el desarrollo del prondcieo
masculino pero no el femenino, puede ser suprimido por inhibidores de la fosforilacién de
proteinas temprano luego de la inseminacién pero no durante estadios mas tardios del
desarrollo pronuclear (Chian y col., 1999). Por lo tanto pareciera ser que los prontcleos
femenino y masculino en un estadio temprano de la fecundacién, siguen patrones
individuales que convergen en un mecanismo de control comUn antes de la primera ronda de

replicacién del ADN.
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CAPITULO 111
INTERACCION ANORMAL ESPERMATOZOIDE-OOCITO

Cigotos con un pronucleo

Para cada especie estudiada hasta el momento, la singamia entre el prondcleo masculino y
femenino sigue dos patrones generales:

a) En el primero, los pronicleos se asocian muy cercanamente, a veces con interdigitaciones
en la porcion de las membranas nucleares que se oponen, pero sin real fusion antes que
esas membranas se rompan. Este prototipo de interaccion entre pronucleos fue
originalmente descripto por Wilson, 1925, en el gusano Ascaris y es caracteristico de

oocitos que son fecundados ANTES de la finalizacion de la meiosis (modelo humano).

b) En el segundo patron de singamia, la fusion ocurre luego de la asociacion de los
prontcleos con la formacién de un cigoto con un solo prontcleo (1PN). La fecundacién en
el erizo de mar es representativa de este patron de interaccion pronuclear que ocurre en
oocitos que son fecundados LUEGO que completaron la meiosis.

En el humano, la interaccion de los pronlcleos paterno y materno, se caracteriza por una
cercana asociacion de ambas membranas nucleares con alineamiento cercano de los
nucleolos. La ruptura de las membranas pronucleares y el comienzo de la primera division
mitdtica se realiza SIN la fusidn real de esas envolturas.

La expulsion del segundo cuerpo polar (2PB) y la formacion simultanea de 1PN ocurre entre
el 2-5% en oocitos humanos luego de Fecundacion in Vitro (FIV) (Abramczuk y Lopata, 1990;
Winston y col., 1991), y entre el 29-80% de esos cigotos son diploides (Plachot y col.,1989;
Staessen y col.,, 1993). Los embriones diploides derivados de cigotos con 1PN se pueden
generar a partir de distintos eventos:

activacion partenogenética y subsecuente diploidizacién (Kaufman, 1983)
desarrollo asincrénico de prontcleos (Staessen y col., 1993)
luego de la fusion de pronucleos (Wilson, 1925; Longo, 1973)

Los embriones con un set haploide de cromosomas pueden provenir de partenogénesis,
ginogénesis 0 androgénesis.
Se denomina partenogénesis, al desarrollo de un oocito conteniendo sélo el genoma

femenino sin intervencion de la gameta masculina.
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Se denomina ginogénesis al desarrollo de un oocito fecundado espontaneamente o
experimentalmente por un espermatozoide genéticamente inactivo.

Androgénesis es el desarrollo de un oocito que contiene sélo el genoma masculino y en
donde el femenino ha sido eliminado o es genéticamente inactivo.

Munné y col.(1993), usando FISH y PCR describieron que alrededor del 80% de los cigotos de
1PN luego de FIV podian ser considerados fecundados. Este evento sugiere que los
pronucleos masculino y femenino se descondensan asincronicamnete o bien se fusionan en
un Unico prontcieo, evento que ha sido descripto en varias especies primitivas como el erizo
de mar (Wilson, 1925). Munné y col.(1993),sugieren que esos embriones pueden ser
transferidos si no existe ningun otro disponible. De hecho, el nacimiento de un nifio luego de
FIV con transferencia de un cigoto con 1PN y 2CP ha sido reportada por Staessen y col.
(1993).

Palermo y col. (1993) y Van Steirteghen y col. (1993a,b), reportaron que luego de ICSI la
proporcidn de cigotos con 1PN se encuentra en el rango de 5,3-26,8%.La ocurrencia de
embriones provenientes de 1PN luego de ICSI es mas frecuente comparado con FIV 11.4%
vs. 4.5% respectivamente (Abramczuk y Lopata, 1990; Winston y col., 1991).

Sultdn y col., (1995) realizando FISH con una sonda especifica para el cromosoma Y sobre
embriones que habian fertilizado anormalmente luego de FIV (1PN), encontraron que hubo
fecundacién en el 48% de ellos y por extrapolacién el 96% de esos embriones derivaban de
oocitos fecundados. Mas aln, la mayoria de esos oocitos eran diploides. Por el contrario, el
ensayo reveld que sodlo el 9.5% de los 1PN derivados de ICSI tenian un cromosoma Y
presente y el 67% eran diploides. Este hallazgo indica que los embriones de 1PN
provenientes de ICSI resultan de oocitos activados. Se puede concluir que, de no quedar otra
alternativa, los embriones de 1PN provenientes de FIV podrian ser transferidos pero no los
provenientes de ICSI.

A mediados de la década del 70, Witkowska (1973) observé que algunos oocitos
partenogenéticamente activados extrudaban pequefios fragmentos citopldsmicos hacia el
espacio perivitelino. Este evento se da con una baja frecuencia (aun no bien cuantificada),
luego de 6-8 hs. de la activacion en oocitos de ratdn y puede ser consecuencia de cualquier
estimulo activador independientemente de su naturaleza. Witkowska sugirié que la expulsion
de fragmentos de citoplasma tenia relacion con una reaccién cortical anormal luego de la
activacion. Aunque todavia las causas no estan bien determinadas, se cree que esta situacién
refleja al menos un aumentado grado de inestabilidad de la membraria plasmatica del oocito.
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De manera alternativa, este evento podria estar relacionado con un dafo de elementos del
citoesqueleto asociados con la membrana celular, inducido en el mismo momento o poco
después de la activacion. Usualmente, la presencia de estos fragmentos es ignorada quizad
por su pequefio volumen comparado con el citoplasma oocitario. En relacion con esta
observacion, es bastante frecuente confundir estos fragmentos con cuerpos polares con lo
cual se debe tener especial cuidado en la correcta visualizacion.

Cigotos con tres prondcleos

Los embriones con tres pronucleos pueden ser diginicos o didndricos. El set de cromosomas
extra en los embriones diginicos tiene un origen materno y puede derivar de la fecundacién
de un oocito con un numero diploide de cromosomas. Contrariamente, el set extra de
cromosomas en los triploides didndricos tiene un origen patemno y puede resultar de la
fecundacion de un oocito normal (haploide) por un espermatozoide diploide o por dos
espermatozoides (dispermia).

Plachot y Crozet hallaron un 3,8% de fecundacion triploide luego de FIV y el 86% de los
triploides resultaron de la diandria. Un evento com(n es observar una mayor tasa de triploidia
(50%) cuando se inseminan oocitos ‘viejos (> 24hs post captacién). En los oocitos viejos
decrece la proteccion contra la poliespermia ya que existe una migracion centripeta de los
granulos corticales hacia el centro de la célula. El 82% de los triploides comparado con el
92% de los embriones diploides proceden hacia las dos primeras divisiones. Mas aun, el 50%
de los embriones con tres pronlcieos tienen un clivaje caracteristico de tres células a seis
células, mientras que los embriones diploides en la mayoria de los casos lo hacen de dos a
cuatro células.

En general, la triploidia estd asociada con gametas de pobre calidad; por un lado se observé
que el uso de semen congelado esta significativamente asociado con el riesgo de recurrencia
del fenémeno (37%) cuando se lo compara con pacientes que no tuvieron cigotos
tripronucleados o los tuvieron sélo en un ciclo. Estos datos sugieren que el congelamiento del
semen induce uria demora en la fecundacién y por lo tanto un envejecimiento oocitario.
Royere y col. (1988) observaron una demora en la aparicion de los pronucleos cuando se usa
semen congelado, sugiriendo un retraso en la interaccion espermatozoide- oocito 0 un
retraso en la formacion de los prontcleos. El oocito afioso por su lado, sufre una migracion
de los granulos corticales hacia el centro de la célula, un deterioro en la reaccién cortical y la
consecuente poliespermia luego de FIV.

Como es evidente, uria mala calidad en las gametas tendra su impacto en la futura calidad
embrionaria, ya que se ha visto que la recurrencia de cigotos triploides correlaciona con una
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disminucién en el nimero de embriones de buena calidad, cuando se lo compara con

pacientes sin triploidia o con solo triploidia en un ciclo.

Cigotos con cuatro o mas prontcleos

En general el nimero y el tamafio de pronlcleos presentes dependen del nGmero de
cromosomas involucrados y si éstos permanecen agrupados o no (Austin, 1969). Alguno (s)
de los pronucleo (s) observado (s) luego de la fecundacion puede ser producto de la
formacion de subnicleos maternos (también llamadas cariomeras maternas). Este es un
evento poco frecuente en donde se origina la formacion de algunos pequefios pronucleos en
lugar de un dnico prontcleo femenino de mayor tamaiio. Una posible explicacion es que haya
existido dispersion de cromosomas antes de la fecundacidn y que luego se haya formado
alrededor de ellos una membrana nuclear que los agrupd. Otra posibilidad (no excluyente) es
que la formacion de los pronlcleos provenga de la fecundacion de un oocito por dos
espermatozoides (dispermia) y de la falta de expulsion del segundo cuerpo polar.

La incidencia de subnucleados en el ratdn no es usualmente mayor que el 0,2% y parece
estar genéticamente determinada (Braden, 1957). Sin embargo la incidencia parece ser
mayor particularmente cuando los oocitos de ratén son tratados in vitro con calor (Austin y
Braden, 1954; Komar, 1973) o luego de la administracién de colchicina (Edwards, 1958a,b).
Bl desarrollo subsecuente de cigotos con subnlcleos depende esencialmente de si los
cromosomas dentro del subnlcleo se ensamblan en el huso del primer clivaje o fallan en
hacerlo. Este evento es reconocido como una consecuencia comun de envejecimiento
oocitario en mamiferos y en vertebrados no mamiferos (Austin, 1969).

La ocasional formacion de subnticleos en vez de uno o dos nucleos haploides o un pronicleo
diploide también fue hallada en material partenogenético como causa directa del dafio
provocado al citoesqueleto por el estimulo activador.
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CAPITULO IV
OTRAS POTENCIALES CONTRIBUCIONES PATERNAS

A. Eliminacién de las mitocondrias paternas y estructuras accesorias
de la cola del espermatozoide
1. Eliminacion de las mitocondrias del espermatozoide durante la
fecundacién

Se ha visto que las mitocondrias del espermatozoide son eliminadas dentro del citoplasma de
bovinos a medida que progresa el ciclo celular embrionario (Sutovsky y col., 1996). Este
hecho permite sugerir que la ubicuitina, un polipéptido pequefio (8,5 kDa) que controla el
ciclo celular a través de la destruccion de la ciclina (componente del MPF), podria estar
asociado a la eliminacion de las mitocondrias paternas. Sutovsky y col., (1998) demostré el
pegado de la ubicuitina a las mitocondrias del espermatozoide que se incorpora al citoplasma
de oocitos de bovinos.

La mayona de las proteinas citosélicas e incluso algunas de membrana son ubicuitinadas
como mecanismo de eliminacién. El proceso comienza con la activacién de la molécula de
ubicuitina de 8,5 kDa y la enzima E1, seguida de la conjugacion de la ubicuitina activada a los
residuos lisina del sustrato, evento que es asistido por la enzima E2 conjugada a ubicuitina y
la enzima ubicuitina ligasa E3. Luego, mdltiples moléculas de ubicuitina se adicionan a
sustratos monoubicuitinados, formando un polimero de ubicuitina que guia a la proteina
blanco hacia el sitio de destruccién, en un proteasoma o lisosoma (Chau y col., 1989). La
ubicuitinacion puede ocurrir de una manera no especifica (se ubicuitinan los residuos de lisina
de proteinas dafiadas o desplegadas) o de manera especifica guiada por ligandos.

Las mitocondrias del espermatozoide son rotuladas por algunas moléculas de ubicuitina
durante la espermiogénesis, especialmente en el estadio de espermatocito secundario y
espermatide redonda. Existe un enmascaramiento temporario del rétulo de ubicuitina en las
mitocondrias paternas dado por la presericia de puentes disulfuro, durante el pasaje por
epididimo y el transporte uterotubal. Luego de la incorporacién de la vaina de mitocondrias al
citoplasma del oocito y la reduccion de los puentes disulfuro, la ubicuitina derivada del oocito
reconocen el rétulo de ubicuitina de la mitocondrias paternas y una larga cadena de
ubicuitinas se adhiere a las mitocondrias de manera de proveer el sitio de reconocimiento de
lisosomas y/o proteasomas.

Las proteinas de las mitocondrias son ricas en lisina, especialmente las de la membrana
mitocondrial externa, hecho que provee un sitio ideal de pegado de ubicuitina. El alto
porcentaje de residuos de cisteina responsables de la formacién de los puentes di-sulfuro

34



explica por qué es necesaria la reduccién de estos puentes para obtener el pegado de los
anticuerpos anti-ubicuitina en espermatozoides de eyaculado pero no en espermatozoides
testiculares. La formacion de puentes di sulfuro durante el pasaje por epididimo

(maduracién), le da rigidez a la vaina mitocondrial de los espermatozoides de mamiferos.

2. Eliminacién de las fibras densas externas y dobletes de microtibulos en

el citoplasma embrionario

El axonema del espermatozoide es una estructura compleja, compuesta por dobletes de
microtibulos en una conformacion 9+2, rodeados de manera paralela por nueve fibras
densas externas (FDE) en la pieza principal y pieza media. En la pieza conectora, las FDE se
transforman en nueve columnas estriadas que asocian el axonema al plato basal del nicleo
espermatico y que estan delimitadas por el capitolium y encierran al centriolo espermatico. La
pieza principal esta cubierta por la vaina fibrosa y la pieza media y conectora cubierta por la
vaina mitocondrial (Fawcett, 1975; Sutovsky y col., 1996b, Sutovsky y Schatten, 1997).
Durante la fecundacidn, las mitocondria paternas son removidas, desenmascarando las
columnas estriadas de la pieza conectora que son subsecuentemente separadas del nicleo
espermatico y eventualmente desmanteladas (Sutovsky y col., 1996 a,b). Este evento permite
la liberacién del centriolo espermatico en el citoplasma del cigoto y su transformacion en el
centrosoma activo del cigoto (Le Guen y Crozet, 1989; Sutovsky y col., 1996b). De manera
similar, la vaina fibrosa se disuelve en unas pocas horas luego de la incorporacion del
espermatozoide en bovinos (Sutovsky y col., 1996b). Las FDE y la vaina mitocondrial
persisten en el citoplasma del cigoto hasta el primer clivaje embrionario. Los microtibulos
persisten en el citoplasma del cigoto por varios ciclos celulares embrionarios (Austin, 1961,
Simerly y col., 1993a; Szollosi, 1976). El desensamblaje de la vaina mitocondrial y de las
columnas estriadas estarian facilitados por el glutation presente en el oocito (Sutovsky y
Schatten, 1997), y el desmantelamiento de la pieza conectora podria estar mediado por
eventos de fosforilacion y des fosforilacion (Pinto Correia y col., 1994; Long y col., 1997) y
por la accién de la proteina centrina asociada al Ca** (Fechter y col., 1996). Los mecanismos
que participan en la destruccidn de la vaina fibrosa y FDE son desconocidos pero parece que
al menos la ubicuitina no participaria en tal evento. Es posible que algunas kinasas y otras
enzimas que se adhieren a las estructuras del axonema contribuyan en ese proceso. La vaina
fibrosa contiene la enzima hexokinasa (Kalab y col., 1994) y la proteina de anclaje de la
kinasa A (AKAP; Carrera y col., 1994).



OBJETIVOS

El objetivo principal de la presente investigacion fue analizar los eventos celulares
involucrados en la aparicion de dos fendmenos frecuentes que caracterizan la detencién

precoz del desarrollo embrionario en humanos:

a. Falla de fecundacién: Bajo esta denominacion se contempla a toda desorganizacion
espacio-temporal de la dinamica del desarrollo del primer ciclo celular del cigoto,
manifiesta a través de la alteracién de los eventos morfoldgicos que lo caracterizan y
que da como resultado la detencién del desarrollo antes de la primera divisidn

mitotica del embrion.

b. Fecundacion anormal: El término fecundacion anormal se refiere a toda alteracién en
los niveles de ploidia del embrién, aunque no derivada de gametas con desbalances
cromosomicos sino de la desorganizacion en la formacion de los prondcleos
masculino y femenino con alteracién de la condicion diploide normal. A diferencia de
lo que ocurre en la falla de fecundacion en la que los cigotos detienen su desarrollo
antes de la primera citocinesis, los embriones fecundados anormalmente suelen ser
capaces de clivar. Mas aun, las alteraciones en los niveles de ploidia tienen efectos
marcados en las etapas peri y post-implantacion causando pérdida embrionaria,
alteraciones morfolégicas del desarrollo y desregulacion de los mecanismos de
impronta gendmica.

Tradicionalmente ambos fendmenos, en especial la falla de fecundacién, han sido explicados
por el desbalance cromosomico de la gametas masculinas y/o femenina al momento de la
fecundacion. Alternativamente, la detencion precoz del desarrollo en embriones humanos
puede tener su origen en alteraciones de la dindmica de reorganizacion citoesqueletaria,
producto de desarreglos en los ritmos de oscilacidn de las concentraciones de Ca*
intracitopldsmica que actian como reguladores del primer ciclo celular embrionario. Este
origen de la alteracién del desarrollo no depende necesariamente de desbalances
cromosomicos, aunque estos puedan tener lugar al mismo tiempo.

Para poner a prueba este postulado, se estudiaron oocitos que mostraron falla de
fecundacion o fecundacion anormal, a través del analisis del citoesqueleto (tubulinas),
organizacién del ADN pronuclear materno y paterno, organizacion del aster, y activaciones

abortivas de manifestacion citoldgica.
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I MATERIAL DE ESTUDIO: OBTENCION Y CLASIFICACION

FALLA DE FECUNDACION

El material utilizado fueron oocitos clasificados como ‘no fecundados’ entre las 20-40 hs. post
inseminacién (FIV) o inyeccion (ICSI), en el Programa de Reproduccién Asistida de CEGyR.
También se incluyeron oocitos que habian detenido su fecundacién en el estadio de dos
pronucleos. Se considerd oocito no fecundado a aquel en el que no se visualiza la aparicion
de pronucleos bajo microscopio de luz trasmitida (1000x) y a aquellos en los que ocurrié el
desarrolio de pronucleos pero no culminaron con el proceso de fecundacion luego de FIV o
ICSI (Figura 7).

¢ Inmunofluorescencia

El nimero total de oocitos sin desarrollo de prontcleos y con desarrollo detenido visualizados
con microscopio de luz transmitida y estudiados por inmunofluorescencia fue de 626,
provenientes de 149 pacientes que obtuvieron oocitos ‘no fecundados’ luego de la realizacion
de FIV e ICSI. De los 626 oocitos que fallaron en algun estadio durante la fecundacién, 594
fueron analizables por inmunofluorescencia (94,9%), 265 luego de la realizacion de FIV y 329
luego de ICSI para la deteccion de B- tubulinas, o- tubulinas acetiladas y tincion del material

genético.

e Analisis cromosomico

El nimero total de oocitos sin desarrollo de pronucleos y con la expulsién de dos cuerpos
polares visualizados con microscopio de luz transmitida y estudiados con la Técnica de
Tarkowski fue de 189 luego de la realizacion de FIV y/o ICSI en 82 pacientes. Del total, 135
fueron informativos (71,4%), 61 provenientes de FIV y 74 de ICSI.

FECUNDACION ANORMAL

= Inmunofluorescencia

El material utilizado en este estudio fueron cigotos clasificados como ‘fecundados

anormalmente’ entre las 12-18 hs. post inseminacién (FIV) o inyeccién (ICSI). Se considera
oocito ‘fecundados anormalmente’ a aquel que desarrolla un prontcleo (1PN), tres pronicleos
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Figura 7. Oocito aparentemente no fecundado luego de ICSI.

La observacion por microscopia optica permite visualizar que la formacion de los prontcleos
masculino y femenino no ha ocurrido en apanencia. Se observa un citoplasma homogéneo
junto con la expulsidn de un solo cuerpo polar. La zona pellcida rodea a todo el espacio
perivitelino. Fotografia tomada por V. Rawe en el Laboratorio de Embriologia de CEGyR.






(3PN), con cuatro o mas pronlcleos (4PN) y con tres o mas subnucleos (23SN), con la
presencia de uno o dos cuerpos polares (1CP o 2CP) en cada caso.

El nimero total de oocitos visualizados con microscopio de luz transmitida y estudiados por
inmunofluorescencia fue de 153, proveniente de 55 pacientes luego de la realizacion de FIV
e ICSI. De los 153 oocitos fecundados anormalmente, el 100% fueron analizables por
inmunofluorescencia, 84 luego de la realizacion de FIV y 69 luego de ICSI. Luego de la
visualizacién bajo microscopio Optico para el estudio detallado de la presencia de cuerpos
polares y tamafio/ forma de los pronlcleos observados, el material fue procesado por
inmunofluorescencia para la deteccion de o y PB- tubulinas (citoesqueleto del oocito), a-
tubulinas acetiladas (cola del espermatozoide) y tincion del material genético (Hoescht
33258).

I1. PROCEDIMIENTOS DE REPRODUCCION ASISTIDA

1- RECOLECCION Y PREPARACION DE OOCITOS

A. FECUNDACION IN VITRO

La puncion folicular se realiza en quiréfano bajo anestesia completa. Una vez efectuada la
puncion folicular, el matenal recuperado se coloca en el interior de un tubo plastico de 13 ml
(Becton Dickinson Labware, NJ, USA) que contiene PBS (Dulbecco's Phosphate-Buffered
Saline, Gibco BRL, Life Technologies, USA) a 37°C como medio de transporte. El material asi
recuperado se vuelca en una capsula redonda de 100x20 mm (Corning, NY, USA) sobre
platina térmica (Lab-Line Instruments Inc., Melrose Park, ILL, USA) a 37°C y se procede a la
busqueda de los complejos cumulus-oocito (COC’s) bajo lupa estereoscopica (Nikon SMZ-10,
H&H Optical Instruments, Santa Cruz, CA, USA) a un aumento de 40x. Una vez identificados
los COC’s se los levanta con una pipeta Pasteur (Costar, Cambridge, MA, USA) y se los
coloca en el interior de una capsula redonda de 60x15 mm (Falcon, Becton Dickinson
Labware, NJ], USA) que contiene PBS, la que se encuentra sobre platina térmica, y se los lava
por aspiracidn con pipeta Pasteur. Luego, usando la pipeta Pasteur se los pasa al interior de
tubos plasticos de 5 ml (Becton Dickinson Labware, NJ, USA) que contienen 1 ml de medio
Human Tubal Fluid (Irvine Scientific, USA) suplementado con 15% de Synthetic Serum
Substitute (Irvine Scientific, USA) (HTF-SSS). Asi se los deja en estufa (Forma Scientific Inc.,
Marietta, OH, USA) a 37°C y atmdsfera de 5% de CO, hasta el momento de la inseminacion
(entre 4 y 6 horas mas tarde).
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B. INYECCION INTRACITOPLASMICA DE ESPERMATOZOIDES

El procesamiento de los COC’s es similar al descripto para FIV hasta el momento en que
fueron guardados en estufa en el interior de tubos conteniendo 1 ml de HTF-SSS. En el caso
de la ICSI, los COC ‘s permanecen en estufa entre 2 y 4 horas, antes de ser inyectados.
Durante este periodo, se procede al lavado de los COC’s con el objeto de eliminar las células
de la granulosa, de manera de obtener los oocitos con zona pelucida exclusivamente. Con
este objetivo, los COC’s son colocados en el interior de gotas de 35 ul de medio Hepes
Human Tubal Fluid (Irvine Scientific, USA) suplementado con 1% de Bovine Serum Albumin
(Sigma, USA) (HHTF-BSA) contenidas en capsulas de 100x20 mm y luego se los sumerge en
una gota que contiene la enzima hialuronidasa (Sigma, USA) (80 UI en HHTF-BSA) durante
30 segundos aproximadamente. La accion enzimatica se detiene por dilucién, tomando los
oocitos con micropipetas especialmente construidas a partir de capilares (Hirschmann
Laborgerate, Germany) y pasandolos a gotas con HHTF-BSA. La extraccion de las células de
la corona radiata se realiza por accién mecanica por el ascenso y descenso de los oocitos en
el interior de las micropipetas.

Una vez que los oocitos quedaron libres de las células de la granulosa, se los separa en
grupos de 4 y se los coloca en el interior de un hoyo correspondiente a cajas de cultivo de 4
hoyos (Nunclon, Nunc, Denmark) que contienen 0,5 m! de medio HTF-SSS en cada hoyo para
luego clasificar su estado madurativo. Los oocitos obtenidos se clasifican segin su estadio de
maduracion (Figura 8) en las siguientes categorias:

Profase I: Cimulus oophorus escaso sin expansion o ausente
Corona radiata compacta y presencia de vesicula germinal
Metafase I: Cimulus oophorus abundante, expandido
Corona radiata expandida, espacio perivitelino sin presencia de corpUsculo polar.
Metafase II: Cumulus oophorus abundante, expandido
Corona radiata expandida, espacio perivitelino con presencia de cuerpo polar
Post- maduro: Corona radiata densa y oscura
Degenerado: Citoplasma oscuro y granulado
Zona Fracturada: Citoplasma y zona pellcida rotos

La caja de 4 hoyos conteniendo los oocitos MII se coloca en estufa hasta el momento de la

inyeccion intracitoplasmatica.
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Figura 8. Distintos estadios madurativos de oocitos humanos.

Ay B: Profase I: En estos oocitos el cumulus oophorus es escaso, sin expansion o ausente.
La corona radiata es compacta y hay presencia de vesicula germinal. C: Metafase I: En este
estadio los cumulus oophorus son abundantes, pero sin suficiente expansion. La corona
radiata es expandida y el espacio perivitelino sin presencia de corplsculo polar. D: Post-
maduro: Cuando los oocitos son ‘sobremaduros’, la corona radiata es densa y oscura. E y F:
Metafase II: En los oocitos maduros, el cimulus oophorus es abundante y expandido. La
Corona radiata es expandida y en el espacio perivitelino se observa la presencia del primer
cuerpo polar. Fotografias tomadas en el Laboratorio de Embriologia de CEGyR e Internet

(www.ivf.comn).






2- PREPARACION DE SEMEN

A. Evaluacion inicial de la muestra de semen

La primera evaluacién incluye la medicion del volumen y determinacion de la concentracion,
movilidad y morfologia. El paciente debe tener una abstinencia sexual de 3-5 dias. Luego de
obtenida la muestra de semen, en un frasco estéril o mediante relaciones sexuales, debe ser
entregada al laboratorio dentro de la hora de obtencién. Se deja licuar (aproximadamente 20
minutos), se procede a evaluar el volumen seminal, consistencia, concentracién y movilidad
espermaticas. En los casos en que el paciente presente antecedentes de dificultad en la
obtencién del semen, se recomienda tener una muestra criopreservada con anterioridad al

procedimiento.
Determinacion de la concentracion y movilidad

Se colocan 5 pL de semen en la Cdmara de Makler (Figura 9). La muestra se evalUa con un
microscopio invertido (40X) y se procede a la determinacién de la concentracion de
espermatozoides, expresada en millones por mililitro (7 x 108/ml). La movilidad se determina
como el porcentaje de espermatozoides mdviles contados en la Camara en funcién del total
de espermatozoides presentes. Ademds de determinar la movilidad total, se evalia el
porcentaje de espermatozoides translativos rapidos (III); lentos (II) y moéviles in situ (I).
Concentracién: n x 10° espermatozoides /ml

Movilidad: % total (% III; % II; % I) % total = %III+ %II+ %I

Cuando la muestra de espermatozoides presenta una distribucién uniforme en la cuadricula y
cuenta al menos con 1 espermatozoide por cuadrado, se procede a calcular un promedio de
espermatozoides por cuadrado usando al menos 10 cuadrados. Luego, este valor multiplicado
por 10, indicara la concentracion de espermatozoides en 108 /ml.

Cuando la cantidad de espermatozoides presenta una distribucion comparable pero entre filas
(o columnas), de la cuadricula, se procedera a calcular el promedio de espermatozoides de 10
filas o columnas y, ese valor indicard la concentracién de espermatozoides en 10° /ml

(ejemplo: pacientes con muestras subnormales).
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Figura 9. Camara de Makler y espermatozoides en la cuadricula.

El conteo de los espermatozoides de eyaculado se realiza en la camara de Makler. Previo al
calentamiento a 37°C, se depositan 5 pl del semen en un soporte que se muestra a la
izquierda. Posteriormente, la Camara se cubre con una cuadricula (derecha) antes de la
visualizacién al microscopio en 200x. Sobre la cuadricula se realiza el conteo y se determina
la concentracion de espermatozoides/ ml y la movilidad (ver texto para mayor detalle).
Tomado de Internet (www. Selfi-medical.com).






En pacientes oligozoospérmicos severos, la concentracién de espermatozoides es evaluada
contando todos los espermatozoides presentes en la cuadricula. Esto se realiza al menos 3
veces y asi se calcula un promedio. De esta forma se obtiene la concentracion de
espermatozoides en 10° /ml.

En aquellos pacientes en los que la cantidad de espermatozoides solo alcanza para contar en
toda la Camara, se realiza el contaje en distintos campos. El resultado se indica como n
espermatozoides cada x campos contados.

En todos los casos las muestras de semen deben ser evaluadas de la siguiente manera:

¢ Se debe homogeneizar la suspension de espermatozoides antes de tomar la alicuota de 5
ul y proceder a su evaluacion.

¢ En todos los casos la suspension de espermatozoides debe contarse sobre la Camara de
Makler previamente calentada sobre platina térmica a 37°C.

e Criterio de inclusidn para el contaje con la Camara de Makler: se considera dentro del
cuadrado (o la cuadricula) a aquellos espermatozoides que toquen los bordes superiores
y derechos (o inferiores e izquierdos). Asi, se evita contar los espermatozoides dos
veces.

B. Métodos de separacion

Una vez realizada la evaluacion inicial, se procede a la separacion de los espermatozoides

moviles.

a- Migracion por Swim up

Se coloca en tubos de centrifuga de 15 mL 1-1,5 mL de medio de cultivo (Medio para
preparacion de Gametas ~GPM- o Fluido Tubario Humano —HTF- suplementado con 15 % de
Suero Sintético —SSS-). Se preparan tantos tubos como sean necesarios, de forma tal de
utilizar todo el semen o el volumen que se considere necesario (dependiendo de la evaluacién
inicial). El semen se coloca con pipeta Pasteur estéril, lentamente en el fondo del tubo,
evitando mezclarlo con el medio. Debe guardarse una relacion 1:1 entre semen y medio de

cultivo.
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Se lleva a estufa gaseada (5 % CO, en aire, 37°C) durante 60 minutos. Luego, con pipeta
Pasteur estéril, se recupera la fraccién superior (medio de cultivo), la cual contendrd a los
espermatozoides que hayan ‘nadado’ y se coloca en un tubo nuevo de centrifuga. Se agrega
0,5-1 mL del mismo medio que se utilizd para realizar el Swim up; se centrifuga durante 5
minutos a 1600 r.p.m y, se descarta el sobrenadante con pipeta Pasteur estéril. El sedimento
obtenido se resuspende en medio de cultivo y en un volumen que varia segun la técnica de
fecundacion que se aplicara posteriormente.

Cinco pL de esta suspension de espermatozoides moéviles se colocan en la Camara de Makler
para evaluar concentracién y movilidad finales.

b- Gradientes discontinuos de Percoll

Se prepara un gradiente de Percoll por cada 2,5 mL de semen a procesar. Los gradientes se
preparan el dia que se van a utilizar (Figura 10). Para ello se hacen diluciones (90 % y 50 %)
de la solucién madre de Percoll con medio de cultivo (GPM, HTF suplementado con 15 % de
SSS). Cada gradiente estd compuesto por 1 mL de la capa de 90% en la parte inferior y 1 mL
de la capa de 50 % en la parte superior (Figura 10). El semen se coloca con pipeta estéril
sobre la capa de 50 %, lenta y cuidadosamente para evitar que se mezcle.

—  TAPA
—— SEMEN

—— CAPADE 50 %
— CAPADE90 %

Se centrifuga durante 20 minutos a 1600 r.p.m; se recupera el sedimento (con tip largo
especial para sedimentos y pipeta automatica graduada entre 50-200 pL segun el sedimento
que se visualiza) en un tubo de centrifuga nuevo, se le agrega 1 mL de medio de cultivo
(GPM, HTF suplementado con 15 % de SSS) y, se centrifuga durante 5 minutos a 1600 r.p.m.
Se descarta el sobrenadante con pipeta Pasteur estéril. Se resuspende el sedimento final en
un determinado volumen de medio de cultivo segln la técnica de fecundacion a utilizar (ver
Procedimientos).

Cinco pL de esta suspension de espermatozoides mdviles se siembran en la Camara de
Makler para evaluar concentracién y movilidad finates.
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Figura 10. Gradiente de Percoll.

En la fotografia se pueden visualizar las distintas capas de Percoll. La superior (mas oscura)
estd preparada al 50% con HTF/SSS 15% (ver texto). La inferior corresponde a una dilucién
del 95% con HTF/SSS 15%. La muestra de semen se siembra por encima de la capa de 50%,
para luego ser centrifugada para obtener una fraccion seleccionada de espermatozoides.
Fotografia tomada en el Laboratorio de Embriologia de CEGYR.






C_

Centrifugacion a alta velocidad

Se hacen alicuotas de la muestra en tubos Eppendorf de 1,5 m! (no mas de 0,5 mL de semen

por tubo) y se completa con medio de cultivo (GPM, HTF suplementado con SSS al 15 %,

Hepes-HTF adicionado con 1 % de Albdmina Bovina Fraccidén V —BSA-); se pasan los tubos

por vortex; se centrifugan durante 5 minutos a 4800 r.p.m.; los sobrenadantes son

descartados con pipeta Pasteur estéril; los sedimentos son recuperados en un Unico tubo

Eppendorf resuspendiendo en un pequefio volumen de medio de cultivo (50-100 uL de

acuerdo al sedimento obtenido) dependiendo de la técnica a aplicar posteriormente. Luego se

evalla la concentracidon y movilidad de los espermatozoides recuperados colocando 5 ulL de

esta suspension en la Camara de Makler.

a)

b)

c)

Procesamiento de las muestras segun su clasificacion

De acuerdo a la Organizacién Mundial de la Salud (O.M.S.), una muestra de semen
normal presenta los siguientes parametros: concentracidon > 20 x 10 ® espermatozoides
/mL, movilidad > 50 % y morfologia segiin Kruger > 14 % de formas normales. Cuando
trabajamos con muestras Normales, utilizamos la Migracion por Swim up o el gradiente
discontinuo de Percoll como métodos de separacion de forma indistinta.

Todas las muestras de semen para realizar un FIV fueron siempre procesadas por esta
técnica.

En los casos de ICSI que presenten las siguientes caracteristicas se utilizd la técnica de
Swim up migracién como método de separacion:

Volumen: normal
Concentracion: > 10x10° espermatozoides/mL
Movilidad: 2 30% (Grado III + II)

En aquellas muestras de semen consideradas por la O.M.S. como Subnormales
(oligozoospérmicas: < 20 x 10 ® espermatozoides/mL; astenozoospérmicas: < 50 % de
formas moviles; teratozoospérmicas: < 14 % de formas normales segiin morfologia de
Kruger; o combinacién de ellas) la técnica de separacion que utilizamos dependid del

procedimiento a realizar como se explicé anteriormente.

En los casos de pacientes que presentaron Criptozoospermia, procesamos la muestra de
semen por centrifugacion a alta velocidad. Este mismo procedimiento lo aplicamos en los



d)

e)

casos de Oligozoospermia severa en los cuales no se recuperan espermatozoides post

Percoll.

Cuando se trabaja con muestras de Espermatozoides Eyaculados Criopreservadas, se las
deja descongelar a temperatura ambiente. Lentamente y gota a gota, se agrega medio
de cultivo en una relacion 2:1, a la suspensién de espermatozoides. Se coloca en un tubo
de centrifuga de 15 mL y se centrifuga a 1600 r.p.m. durante 5 minutos. El sedimento
obtenido se resuspende en 1 mL de medio de cultivo (GPM, HTF con 15 % de SSS, H-
HTF con 1 % de BSA) y se evalla la concentracion y movilidad en Camara de Makler.
Normalmente las muestras criopreservadas presentan baja movilidad inicial. La
suspension obtenida se siembra sobre un gradiente discontinuo de Percoll y se procede
como se explicé en ese punto.

Si se trata de Espermatozoides Criopreservados provenientes de punciones (epididimo,
testiculo) o de biopsias testiculares de espermatozoides provenientes de Biopsia testicular
0 puncion de epididimo/testiculo), luego de la centrifugacion de 5 minutos, el sedimento
obtenido se resuspende en un pequefio volumen (20-100 ul) de H-HTF suplementado
con 1% BSA y se procede a su utilizacion.

En los casos en que el paciente presenta Retroeyaculacién, se le indica tomar 2
cucharadas soperas de Bicarbonato de Sodio disueltas en un vaso de agua, cada 8 horas
el dia anterior al procedimiento; ademas ingerir una dieta escasa en liquidos. La noche
anterior no debe casi ingerir liquido. A la mafiana siguiente debe orinar y luego mantener
una relacién sexual o bien efectuar una masturbacion. Luego, debera orinar nuevamente
y recoger esa orina en un recipiente estéril que contiene 10 mL de Buffer Fosfato Salino
de Dulbecco. Se entrega al laboratorio donde se la divide en alicuotas en tubos de
centrifuga de 15 mL, se centrifuga por 5 minutos a 1700 r.p.m. Los sedimentos obtenidos
se resuspenden y se colocan en un unico tubo con medio de cultivo segin la técnica a
aplicar y se evalla concentracién y movilidad final en la Camara de Makler. Siempre que
sea posible aplicar un gradiente de Percoll de al menos una capa (95%) como método de

separacion.

En pacientes discapacitados medulares o con aneyaculacion, la muestra de semen es
obtenida por Electroestimulacion. Para ello se utiliza un electroestimulador con
transductores transrectales; la muestra de semen se recolecta en un frasco esténl que
contiene 5 mL de Buffer Fosfato Salino de Dulbecco; una alicuota de 5 L es evaluada en
la cdmara de Makler y, la muestra es luego procesada por gradientes discontinuos de
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Percoll o por centrifugacion a alta velocidad segun sus caracteristicas de concentracion y
movilidad iniciales. El sedimento final es resuspendido en medio de cultivo segin la

técnica a aplicar y se evalla concentracion y movilidad final en la CAmara de Makler.

g) Cuando el paciente presenta Azoospermia, segun se trate Obstructiva o de No
Obstructiva (Secretora), la técnica de recuperacion de espermatozoides aplicada vana. En
los casos de azoospermia obstructiva, se utiliza Puncién de Epididimo, ya que es un buen
método por el cual se recupera gran cantidad de espermatozoides y en la mayoria de los
casos, un gran porcentaje de los mismos es mdvil. Cuando se trata de Azoospermias
secretoras, se realizan Biopsias testiculares multiples (Figura 12).

e PUNCION DE EPIDIDIMO

La Puncion de Epididimo se realiza con habdn anestésico en piel y tinica vaginal a nivel de la
cabeza del epididimo. Luego se procede a la puncién de dicha estructura con jeringa de 1 ml
y aguja calibre 30 (30 G)(la jeringa contiene 0,1 mL de H-HTF suplementado con BSA al 1%).
Las jeringas son enviadas al laboratorio donde se vacia el contenido de las mismas en una
capsula de 60x15 mm y luego se hace pasar a través de las agujas y jeringas una pequefa
cantidad de H-HTF adicionado al 1 % con BSA. Se verifica bajo microscopio invertido la
presencia de espermatozoides y la movilidad. Se toma nota del lado del epididimo que fue
punzado y las caracteristicas de los espermatozoides preserites. Esta suspensién de
espermatozoides se coloca con pipeta Pasteur de vidrio estéril en un tubo de centrifuga de 15
mL; se agrega 1 mL de H-HTF suplementado con BSA al 1 %; se centrifuga durante 5
minutos a 1700 r.p.m. y el sedimento obtenido se resuspende en 50-200 pL de H-HTF
suplementado al 1% con BSA (dependiendo del sedimento). En el caso de no encontrar o
considerar insuficiente la cantidad de espermatozoides méviles se realizan otras punciones
epididimarias. Este procedimiento se puede visualizar en la Figura 11.

e  BIOPSIA TESTICULAR

La anestesia requerida para esta intervencién puede ser general, peridural o local. Una vez
exteriorizados los testiculos se realizan pequefias biopsias (6 o 7 por testiculo) con el objeto
de cubrir la mayor parte del volumen del drgano. Las muestras se lavan en solucion
fisioldgica (NaCl al 0,9 % estéril) e inmediatamente se colocan en un tubo de 16 mL que
contiene 2 mL de H-HTF adicionado con 1% de BSA. Se envian al laboratorio donde, con la
ayuda de una cépsula de 60x15 mm y dos portaobjetos estériles se disgrega el tejido. Se
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Figura 11. Secuencia de eventos durante una puncién de epididimo.

A: Anestesia en piel y tdnicas vaginales en el ambito de la cabeza de epididimo. B, C y D:
Puncién con jeringa de 1ml con 0,1 ml de H-HTF+BSA 1% Yy aguja 30G. E: Vaciado y lavado
del contenido de las jeringas en el laboratorio. F: Determinacion de presencia de
espermatozoides bajo microscopio invertido. Posteriormente se realiza un gradiente de Percoll
(50% / 95%) y se resuspende el precipitado en 100-200 pl de H-HTF+ BSA 1%. Fotografias

tomadas en el Quirdfano y Laboratorio de Embnologia de CEGyR.






determina la presencia de espermatozoides y su movilidad en el microscopio invertido. Se
toma nota del lado biopsiado y de las caracteristicas de los espermatozoides presentes. Se
recolecta esta suspension con una pipeta Pasteur de vidrio estéril y se coloca en un tubo de
centrifuga de 15 mL; se agrega 1 mL de H-HTF suplementado con BSA al 1 %; se centrifuga
durante 5 minutos a 1700 r.p.m. y el sedimento obtenido se resuspende en 50-200 pL de H-
HTF suplementado al 1% con BSA (dependiendo del sedimento obtenido). En el caso de no
encontrar o considerar insuficiente la cantidad de espermatozoides modviles se realizan nuevas
biopsias y se procede del mismo modo. Este procedimiento se puede visualizar en la Figura
12,

I) En el caso de trabajar con espermatozoides inmdviles; ya sea provenientes de puncién o
biopsia testicular, muestras descongeladas o espermatozoides provenientes de muestras de
semen fresco que luego de unas horas de procesadas perdieron la movilidad, se utiliza una
metilxanting, como la Pentoxifilina, al 0,5 % en Buffer Fosfato Salino (3,5 mM) (ver
Preparacion de medios de cultivo). Se lleva la muestra a un volumen final de 0,5-1 mL con el
mismo medio en el cual se halla resuspendida. Se le agrega (en tubo de 15 mL de centrifuga)
luego, en una relacion 1:1, la solucién de Pentoxifilina preparada en el momento. Se incuba
durante 30 minutos en estufa gaseada (5 % CO, en aire, 37°C). Luego de finalizada la
incubacion, se agrega 1 mL del medio de cultivo que se esta utilizando y se centrifuga
durante 5 minutos a 1600 r.p.m.; el sedimento obtenido se resuspende en 50-200 pL de
medio de cultivo corresponidiente.

D. Procedimientos

a) Fecundacion In Vitro (FIV)

Luego de procesada la muestra de semen, se resuspende el sedimento final en 0,1 mL de
HTF suplementado con 15 % de SSS.

E! volumen final de medio de cultivo depende sobre todo de la cantidad recuperada que se
visualiza por el sedimento observado luego de la centrifugacion post- lavado del Percoll/
Swim up. El fin de esto es resuspender en una cantidad de medio tal que tengamos >
10x10%espermatozoides méviles / mL. La concentracion ideal (30-100x10%/mL) es aquella que
nos permita luego inseminar con un volumen de 5-15 ulL (conteniendo 200.000
espermatozoides méviles Grado III).
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Figura 12. Secuencia de eventos durante una biopsia de testiculo.

A, B, C y D: El procedimiento se realiza bajo anestesia general, peridural o local. Se procede
a la realizacién de seis o diez pequefias incisiones por testiculo. E: Posteriormente se lava en
solucién fisioldgica y se transporta al laboratorio en H-HTF+BSA 1%. F: Luego se disgrega del
tejido en laboratorio con portaobjetos estériles y se determina la presencia de
espermatozoides bajo microscopio invertido. G y H: Posterior a la centrifugacion del tejido a
1500 r.p.m. en H-HTF +BSA 1%, se resuspende el precipitado en 50-200 ul de H-HTF +BSA
1% vy se visualiza en el microscopio. En caso de no encontrar espermatozoides se realizan
nuevas biopsias y se procede del mismo modo. Fotografias tomadas en el Quirdfano y
Laboratorio de Embriologia de CEGyR.






Se requiere al menos una recuperacién total de 1,5x10° espermatozoides méviles Grado III
en 1 mL de medio de cultivo para poder aplicar la técnica de FIV ademas de un Kruger > 14

% de formas normales.

b) Inyeccién Intracitopldsmica de Espermatozoides (ICSI)

Si la muestra fue procesada por gradiente discontinuo de Percoll, el sedimento obtenido post-
Percoll se coloca en un tubo Eppendorf, se agrega HTF suplementado al 1 % de BSA hasta
enrasar el tubo Eppendorf y se lo centrifuga durante 5 minutos a 4800 r.p.m. Se descarta el
sobrenadante y, el sedimento obtenido, se resuspende en 20-200 pl de H-HTF suplementado
al 1 % con BSA.

El criterio para decidir la cantidad final de medio de cultivo es similar pero inverso al utilizado
para un FIV. En esta técnica se necesita tener a los espermatozoides modviles (sea cual sea el
Grado de movilidad) lo suficientemente diluidos (1x10°*-1x10® espermatozoides mdviles /ml)
de manera tal de poder trabajar de forma cdmoda al momento de realizar la ‘captura’ de los
espermatozoides moviles en las microgotas de 5 uL de H-HTF suplementado al 1 % de BSA.

Si la muestra fue procesada por centrifugacion a alta velocidad, se descartan los
sobrenadantes y se resuspenden los sedimentos, en un unico tubo Eppendorf, en 20-200 pl
de H-HTF suplementado al 1 % con BSA, utilizando el criterio explicado mas arriba. En estos
casos particulares (Criptozoospermia por ejemplo), al no haberse utilizado el gradiente de
Percoll, el sedimento va a contener ademas de los posibles espermatozoides, células de
descamacion, células de la progenie, células de la linea blanca si existieran, etc.; por esto se
sugiere no resuspender en muy poco volumen ya que la busqueda de los espermatozoides se
veria dificultada.

Luego del Percoll de este tipo de semenes, usualmente se recupera un buen sedimento, de
manera que puede ser lavado en un tubo de centrifuga de 15 mL con 1 mL de H-HTF
suplementado al 1 % con BSA y luego resuspender el sedimento obtenido con el criterio ya
explicado. Suele, en este caso, ser necesario resuspender el sedimento final hasta en 2 mL de
H-HTF suplementado al 1 % con BSA para no superar 1x10® espermatozoides méviles/mL.

E. Soluciones y medios de cultivo

a. Solucion Madre de Percoll.
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La solucion madre de Percoll se prepara en una relacion 9 de Percoll y 1 de HAM F-10 (10 X);
se filtra con filtro de 0,22 um y se coloca en tubos de 16 mL en estufa gaseada (5 % CO, en
aire, 37°C) al menos 4 horas antes de ser utilizada.

b. HAM F-10 (10X).

Se adiciona a cada 100 mL de HAM F-10 (10X) liquido, 2,1 g de Bicarbonato de Sodio, 0,075
g de Estreptomicina y 0,075 g de Penicilina. Se agita hasta total disolucion, se filtra con
bomba de vacio y con poro de 0,22 um. Se hacen alicuotas de 10 mL en tubos de 16 mL y se
conservan a —20 °C (congelador). EI HAM F-10 (10X) una vez descongelado, se conserva a 4
°C (heladera) durante su uso.

c. HTF suplementado con 15 % de Substituto de Suero Sintético (SSS)

Se adiciona el SSS a la cantidad de HTF que se utilizard en una proporcién del 15 %. Luego
se filtra con poro de 0,22 um; se fracciona en tubos de 16 mL y se coloca en estufa gaseada
(5 % CO, en aire, 37°C) al menos 4 horas arites de ser utilizado.

d. HTF con Hepes (H-HTF) suplementado al 1 % con AlbGmina Sérica Bovina (BSA)

Se adiciona el H-HTF a la albumina y se deja disolver lentamente. Luego se filtra con poro de
0,22 um; se coloca en tubos de 16 mL y se lleva a estufa gaseada (5 % CO, en aire, 37°C).

e. GPM

No requiere ser gaseado antes de su utilizacion. Solo debe estar a 37°C. Se procede a filtrar
con poro de 0,22 um; se coloca en tubos de 16 mL y en estufa gaseada (5 % CO, en aire,
37°0).

f. Buffer Fosfato Salino
Se prepara con 100 mL de agua bidestilada autoclavada. Se le agregan 0,718 g de Cloruro de
Sodio, 0,037 g de Cloruro de Potasio, 0,025 g de Sulfato de Magnesio y 0,448 g de TRIS; se

deja disolver bien y se filtra con poro de 0,22 pym. Se hacen alicuotas de 2,5 mL en tubos de
6 mL y se conservan a -20 © C (congelador).
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g. Pentoxifilina al 0,5 %

Se prepara en el momento de ser utilizada. Pesar 0,01 g de Pentoxifilina y agregarle 2 mL del
Buffer Fosfato previamente descongelado. Se deja disolver y se filtra con poro de 0,22 pm.

3. FECUNDACION IN VITRO (FIV)

Una vez procesada la muestra de semen y obtenidos los oocitos de manera ya descripta, se
deja reposar la muestra de semen a temperatura ambiente y los oocitos en estufa a 37°C, 5
% CO, en aire hasta el momento de ser inseminados luego de aproximadamente cinco horas
de la captacién oocitaria. En ese momento los tubos que contienen los COC s se sacan de la
estufa, y, bajo lupa y platina térmica, se los separa empleando una pipeta Pasteur en grupos
de 4 y se los coloca en el interior de un hoyo correspondiente a cajas de cultivo de 4 hoyos
(Nunclon, Nunc, Denmark) que contienen 0,5 ml de medio HTF-SSS en cada hoyo. La
inseminacion se realiza agregando el volumen calculado de semen ya preparado a cada hoyo.
La caja de 4 hoyos conteniendo los COC’s inseminados se coloca en estufa, para revisar
fecundacion entre las 16 y 18 horas posteriores.

4, INYECCION INTRACITOPLASMICA DE ESPERMATOZOIDES (ICSI)

Previamente a la ICSI, se prepara una capsula en la que se colocan los oocitos a ser
inyectados y en donde también se capturan los espermatozoides que seran activados y luego
inyectados. Para ello, se arma una capsula de 50x9 mm (Falcon, Becton Dickinson Labware,
NJ, USA) que contiene 2 gotas de 5 ul con HHTF-BSA en la que se colocaran los oocitos a
inyectar, 2 gotas de 5 ul de polivinilpirrolodona (PVP) (ICSI-100, Scandinavian IVF Science
AB, Gothemburg) en la que se colocardn los espermatozoides seleccionados para ser
inyectados y en donde se los activa, y 21 gotas que contienen 3 pl de HHTF-BSA y 2 ul de
muestra de semen previamente preparada, de las que se tomaran los espermatozoides para
ser inyectados. Todas las gotas se encuentran sumergidas en aceite mineral (Sigma, USA).

La captura de los espermatozoides, la activacion de los mismos y la inyeccion
intracitoplasmatica se realiza por medio de un micromanipulador (Narishige, Nikon
Corporation, Japan) en microscopio invertido con platina térmica.

Para la captura de un espermatozoide seleccionado, se utiliza una micropipeta (ICSI
Micropipets, Humagen, Charlottesville, VA, USA). Una vez tomado, el espermatozoide es
llevado a la gota que contiene el PVP, en donde se lo coloca y con un fino movimiento de la
micropipeta sobre la cola del mismo, se procede a la activacién. Mientras tanto, con la otra
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micropipeta (Holding Micropipets, Humagen, Charlottesville, VA, USA), en la gota
correspondiente, se sujeta uno de los oocitos a ser inyectado. En este momento, se procede
a la toma del espermatozoide activado con la micropipeta y se lo lleva hacia la gota en la que
se encuentra el oocito a ser inyectado. Con un movimiento rapido se procede a la inyeccion
del espermatozoide en el interior del oocito. Se repiten estos pasos con cada uno de los
oocitos a ser inyectados.

Concluida la inyeccién de todos los oocitos, se los coloca en capsulas de 35x10 mm (Falcon,
Becton Dickinson Labware, NJ, USA) que contienen gotas de 35 ul de HTF-SSS sumergidas en
aceite mineral. En cada gota se colocan 4 oocitos inyectados. Las cajas se llevan a estufa y se
revisa la fecundacion de 16 a 20 horas después de la inyeccién.

Este procedimiento se puede visualizar en la Figura 13.

III. INMUNOCITOQUIMICA
1- PROCEDIMIENTO

El material estudiado se procesd para inmunofluorescencia (directa o indirecta), mediante la
utilizacion de anticuerpos monoclonales para la deteccion de B tubulinas y o« tubulinas
acetiladas (deteccion de la cola del espermatozoide). Los oocitos estudiados se procesaron
segln el protocolo descripto por Messinger y col. (1991) con algunas modificaciones. Luego
del estudio a través de microscopio dptico en el que se recopild informacién morfoldgica de
cada oocito a estudiar (e.g, cantidad de cuerpos polares, estado del citoplasma, zona
peldcida, etc.). El primer paso consistié en la remocion de la zona pelicida por medio de la
incubacion de los oocitos durante unos segundos en solucion acida de Tyrodes.
Posteriormente, se permeabilizaron y fijaron los oocitos por 20 min. a 37°C en un medio de
estabilizacién de microtubulos {[microtubule stabilizing buffer (MSB)], 0,1 M de Pipes, 5 mM
MgCl, 6 H;0, 2,5 mM de etilen glicol-bis [B- amino etil eter] — N,N,N°,N°- acido tetracetico
(EGTA), pH 7.0} que contiene 2% de formaldehido, 0,5% de Triton X-100 y 1uM de Taxol.
Con el fin de bloquear sitios de union inespecificos, el material fue incubado en una solucién
bloqueante (2% de albumina sérica bovina [BSA], 2% de leche en polvo, 0,1 M de glicina y
0,01% de Triton X-100 en PBS), por una hora a temperatura ambiente.

Para visualizar la cola del espermatozoide, se incubd el material con una dilucién 1:100 de
anticuerpos monoclonales anti o tubulinas acetiladas de ratén, durante toda la noche a 4°C
en PBS con 0,1% BSA y 0,02% de acida sédica (PBS + acida sodica). Los oocitos fueron
luego lavados varias veces a temperatura ambiente en la solucion de bloqueo e incubados
con un anticuerpo secundario anti IgG de ratén acoplado con isotiocianato de fluoresceina
(FITC).
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Figura 13. Secuencia de eventos durante un ICSI

A: Hacia la izquierda se puede visualizar la pipeta de sostén que mantendra al oocito en la
posicion adecuada para ser inyectado. El oocito en metafase II es mantenido con su cuerpo
polar en posicion horaria 12 o 6. Hacia la derecha se observa la pipeta de inyeccion con el
espermatozoide a inyectar en su interior en posicion horaria 3. B: En detalle se observa la
pipeta de inyeccién aproximandose a la zona pelicida. C: La inyeccidn espermatica comienza
manteniendo la pipeta derecha para tratar de atravesar la membrana plasmatica del oocito.
D: Una vez en el interior del oocito se procede a la aspiracién del citoplasma para lograr la
completa penetracion del espermatozoide. E: La aspiracion se completa cuando ocurre la
ruptura definitiva de la membrana plasmatica. Al finalizar la inyeccidn, la pipeta de inyeccion
se retira a través del surco de inyeccion para finalmente dejar depositado al espermatozoide
en el interior del oocito. F: El espermatozoide queda depositado en el interior del oocito
(cabeza de flecha) en donde comenzara a generar los primeros eventos de la fecundacién.
Se puede visualizar que el surco de inyeccién desaparece a los pocos segundos. Magnificacion
en A: 40 x, B, C, D, E y F: 100x. Fotografias tomadas por A. Valicarcel en el Laboratorio de
Embriologia de CEGYR.






Con el fin de visualizar el huso meiético y citoesqueleto, se incubaron los oocitos con
anticuerpos monoclonales anti B tubulinas de ratdén acoplado con Cy3, durante una hora a
37°C. Seguidamente, los oocitos fueron lavados en PBS + acida sddica y el estado del
material genético se verificd por tincion con 1 pg/ml de Hoescht 33258 (azul) durante 30
minutos a temperatura ambiente, y se analizé por microscopia optica (UV).

Las fotografias fueron tomadas con una maquina OLYMPUS OM-1, y se utilizd pelicula color
Kodak Ektakrome P1600 ASA (fluorescencia) o pelicula blanco y negro AGFA 25 ASA (luz
transmitida), para tinciones convencionales (no fluorescentes). El material fotografico se
proceso por computacion a través de Adobe Photoshop 5,0.

2- SOLUCIONES Y MEDIOS DE CULTIVO UTILIZADOS

A. SOLUCION ESTABILIZADORA DE MICROTUBULOS (MICROTUBLE STABILIZING BUFFER,
MSB)

Solucién I (500 ml)

Medir 400 ml de agua ultra pura y agregar:

- 15,12 g Pipes (0,1M Pipes)

Medir el pH y ajustario a 7 con NaOH 10N, el buffer sera solucion cuando llegue a pH
7.

Luego agregar:

- 0,5 g MgCl; 6 H,O (5 mM MgCl, 6 H,0)

- 0,48 g EGTA (2,5 mM EGTA)

Agregar agua ultra pura hasta alcanzar 500 ml, filtrar con filtro de 0,2 um y alicuotar
en 100 ml. Guardar en heladera a 4° C.

Solucion 11
Medir 10 ml de la Solucién I y agregar:
- 0,67 mi de formalina 37% (2,0% formaldehido)

- 62,5 ul Tritén X-100 (0,5% Triton X-100)
- 125 ul de la solucién stock de Taxol (1 1M de Taxol)
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Luego agregar 1,64 ml de la Solucién I

B. SOLUCION DE LAVADO Y BLOQUEO (WASHING/ BLOCKING SOLUTION )

Medir 17,5 ml de PBS y luego agregar:

- 0,5 g BSA (2% BSA)

- 0,5 g leche en polvo descremada (2% leche descremada)
- 0,5 ml suero normal de cabra (2% suero normal de cabra)
- 0,1875 g glicina (0,1M glicina)

- 2,5 pl Tritdn X-100 (0,01% Tritén X-100)

Luego agregar 7,5 ml de PBS.

C. SOLUCION PARA ANTICUERPOS

Medir 25 ml de PBS y agregar:
- 0,025 g BSA (0,1% BSA)
- 0,005 g NaNjs ( 0,02% acida sodica)

D. SOLUCION STOCK DE TAXOL

Se agrega 1 ml de DMSO a 5 mg de Taxol. Luego se toman 17 pl de esta solucién y se lo
lleva a 1 ml con DMSO. Se puede conservar en heladera por tiempo prolongado.

IV. ANALISIS CROMOSOMICO
1- PROCEDIMIENTO

El andlisis cromosdmico para la deteccion de activaciones abortivas se realizd siguiendo la
técnica de Tarkowski (1966). Brevemente, los oocitos se incubaron en solucién hipotdnica de
citrato de sodio al 1%, durante algunos minutos hasta lograr adelgazamiento de la zona
pelicida y expansion del citoplasma. Posteriormente, se colocé el material sobre un
portaobjetos sobre el cual se depositd una gota fria (~20ul) de Metanol: Ac. Acético en una
relacion 3:1.

Los preparados se secaron al aire, y colorearon con una solucién de Giemsa al 4% durante

~5 minutos y se analizaron al microscopio bajo aceite de inmersion.
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2- SOLUCIONES Y MEDIOS DE CULTIVO UTILIZADOS

SOLUCION DE GIEMSA (4%)
Medir 96 ml de fosfato de potasio monobasico (3,4 g/l) y luego agregar 4 ml de Solucion de
Giemsa.



e ]

= R




REACTIVOS UTILIZADOS

ANTICUERPOS PRIMARIOS

e Anti p tubulina-Cy3 (cabra) (Ratdn, IgGl) C 4585 SIGMA Immunochemicals

e Anti o tubulina Acetilada (monoclonal, clone N© 6-11 B-1)(Ratdn, IgG2b) T 6793 SIGMA

Immunochemicals

ANTICUERPOS SECUNDARIOS

o Anti Mouse IgG (Fc Specific) FITC (cabra) F 4143 SIGMA Immunochemicals

DROGAS Y MEDIOS DE CULTIVO

- Aceite de inmersion OLYMPUS
- Acido Acético (MERCK, 1.00063)
- Acido Cloridrico (J. T. Baker 9535-05)
- Albumina Sérica Bovina fraccion V, BSA (SIGMA A-4503)
Acida Sddica (SIGMA S- 8032)
Bicarbonato de Sodio (SIGMA S-5761)
Buffer Fosfato Salino (ver en Preparacion de medios de cultivo)
- Citrato de Sodio (SIGMA S-4641)
Cloruro de Magnesio Hexahidratado (SIGMA M-2670)
- Cloruro de Potasio (MERCK, pro-analisis)
Cloruro de Sodio (SIGMA S-5886)
Dimetilsulféxido (SIGMA D-2650)
Dulbecco’s Phosphate-Buffered Saline (GIBCO, Catalogo 14040-117)
EGTA (SIGMA E- 3889)
Estreptomicina (SIGMA S-6501)
- Formaldehido (37% solution) Formalin (SIGMA F-1635)
Freezing Medium Test Yolk Buffer (Irvine Scientific, Catalogo 9971)
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Gamete Preparation Medium, GPM, (Serono)

Glicina (SIGMA G-7403)

HAM F-10 10X (GIBCO, Catalogo 11955-036)

Hepes-Human Tubal Fluid, H-HTF (Irvine Scientific, Catalogo 9963)
Hialuronidasa (SIGMA H-3106)

Hidréxido de Sodio (NEDRA, 7203)

Hoescht 33258 (SIGMA B-2883)

Human Tubal Fluid, HTF (Irvine Scientific, Catalogo 9962)

L (+) Acido Lactico (SIGMA L-2000)

Metanol (MERCK, 1.15827)

PBS (SIGMA P-3813)

Penicilina-G (SIGMA PEN-NA, sodium salt, 25.000.000 unidades)
Pentoxifilina (SIGMA, P-1784)

Percoll (SIGMA P-1640)

Pipes (rango de pH 6,1- 7,5) (SIGMA P- 8203)

Solucién Acida de Tirodes (SIGMA T-1788)

Solucién de Giemsa (MERCK, 1.09204.1000)

Substituto de Suero Sintético, SSS (Irvine Scientific, Catalogo 99193)
Suero Normal de cabra (SIGMA S- 6898)

Sulfato de Magnesio (SIGMA M-2643)

Taxol (Paclitaxel de 7axus Yannanensis) (SIGMA T- 1912)

TRIS (MERCK, pro-analisis)

Triton X-100 (SIGMA T-9284)
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CAPITULO I: FALLAS DE FECUNDACION

1. DESCRIPCION DE LAS CATEGORIAS HALLADAS

a) Ausencia de penetracion o inyeccidn “fallida” del espermatozoide

b) Falla total de activacion del oocito, con o sin condensacién prematura de
Cromosomas

c) Activacién abortiva
d) Subnucleacion, detencion en estadio de pronlicleos o en singamia
e) Detencion en metafase de la primera division mitotica del cigoto

f) Otros

2. FRECUENCIAS HALLADAS EN CADA TECNICA

A. INMUNOFLUORESCENCIA
= FIV
« ICSI

B. ANALISIS CROMOSOMICO
* FIV
« ICSI

CAPITULO II: FECUNDACION ANORMAL

1. DESCRIPCION DE LAS CATEGORIAS HALLADAS

a) Distribucion de tubulinas
b) Cigotos monopronucleados
¢) Cigotos multipronucleados

d) Cigotos subnucleados

2. FRECUENCIAS HALLADAS EN FIV E ICSI

Cigotos monopronucleados
Cigotos multipronucleados
Cigotos subnucleados



CAPITULO I
FALLAS DE FECUNDACION

Previo al procesamiento de inmunofluorescencia, se estudiaron los oocitos que no mostraron
pronucleos por microscopia de contraste de fase de modo de obtener informacion acerca del
estado del citoplasma (homogeneidad, granulosidad, tamafio de espacio perivitelino y color),
numero de cuerpos polares y presencia de fragmentos. También se incluyeron oocitos que
habian detenido su fecundacién en el estadio de dos prontcleos. Se consideré oocito no
fecundado a aquel en el que no se visualiza la aparicion de pronicleos bajo microscopio de
luz trasmitida (1000x) y a aquellos en los que ocurri¢ el desarrollo de pronlcleos pero no
culminaron con e proceso de fecundacion luego de FIV o ICSI.

El estudio de los oocitos por microscopia de contraste de fase previo al procesamiento para
inmunofluorescencia o citogenética, permitid obtener informacion adicional acerca de las

posibles causas de falla de fecundacion.

Inmunofluorescencia. El nimero total de oocitos visualizados con microscopio de luz
transmitida y estudiados por inmunofiuorescencia fue de 626, provenientes de 149 pacientes
que presentaron oocitos 'no fecundados’ luego de la realizacion de FIV e ICSI. De los 626
oocitos, 594 (94,9%) fueron analizables por inmunofluorescencia, 265 luego de la realizacién
de FIV y 329 luego de ICSIL

Citogenética. El nimero total de oocitos sin desarrollo de pronucleos y con la expulsion de
dos cuerpos polares visualizados con microscopio de luz transmitida y estudiados con la
Técnica de Tarkowski fue de 189 luego de la realizacién de FIV e ICSI en 82 pacientes. Del
total, 135 (71,4%) fueron informativos, 61 provenientes de FIV y 74 de ICSI.

A partir de los resultados obtenidos, se pudo establecer la existencia de distintos niveles de
detencion del desarrollo en las fases iniciales del proceso de fecundacion.

A continuacion se describen los distintos estadios hallados luego de cada técnica de
Reproduccién Asistida (RA). Las categorias descriptas se hallaron tanto en oocitos sometidos
a FIV como ICSI, aunque las frecuencias de cada categoria variaron segin Ia técnica de RA
utilizada.



1, DESCRIPCION CUALITATIVA DE LAS CATEGORIAS HALLADAS

Cada uno de los estadios descriptos se encuentra representado en el Esquema 1 y en las

respectivas tablas.
a) Ausencia de penetracion o inyeccion “fallida” del espermatozoide

Este estadio se evidencid por la ausencia de material genético paterno y de flagelo
espermatico dentro del citoplasma del oocito. En estos casos sélo se pudo observar la
presencia de la placa metafasica del oocito y en algunos casos también el primer cuerpo polar
si es que no habia sido removido luego del tratamiento con solucién acida de Tyrodes. El
citoplasma del oocito se visualiza normalmente homogéneo con respecto a la distribucion de
B tubulinas (uniformes, sin evidencias de alteracién de microtdbulos). Ejemplos de esta

situacion estan representados en la Figura 14.

b) Fallas total de activacién del oocito, con o sin condensacién prematura de

cromosomas

La presencia de fa/la total de activacion oocitaria se caracterizd por la ausencia de expulsion
del segundo cuerpo polar y la presencia intacta de la placa metafasica de la segunda meiosis
del oocito. Conjuntamente con esta situacion, se pudo evidenciar la presencia de material
genético paterno y el flagelo del espermatozoide dentro del citoplasma del oocito. En cuanto
al estado de condensacion de la cromatina del espermatozoide se observaron dos
situaciones: (i) presencia de cromosomas paternos rodeados por microtubulos, situacién que
se denomina condensacion prematura de cromosomas (PCC) (Figura 15A), (ii) presencia de
un espermatozoide con distintos grados de condensacion del material nuclear desde “intacto”
(mayor grado de condensacién de la cromatina del espermatozoide, consecuencia de una
falla de activacion espermatica) a descondensado en distintos grados. La evidencia de este
tipo de falla de fecundacion se representa en las Figuras 158 y C.

¢) Activacion abortiva
Metafase IIl la presencia de este tipo de falla de fecundacion se manifiesta
morfologicamente por la expulsién de un segundo corpUsculo polar sin la formacion
de pronucleo/ s. El estudio por inmunofluorescencia nos dio una pauta de que este
tipo de categoria podria estar presente en humanos pero para poder confirmar esta
sospecha fue necesario poner en practica la técnica de Tarkowski (1966). En la
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Esquema 1. Representacion esquematica de los distintos estadios de falla de
fecundacion.

En el esquema se representan seis estadios de falla de fecundacién visualizados luego del
tratamiento por inmunofluorescencia y citogenético. Las categorias muestran las distintas
estructuras celulares halladas con los mismos colores que luego del tratamiento por
inmunofluorescencia. El huso meidtico esta representado en rojo (B- tubulinas), el ADN en azul
(Hoescht) y el flagelo del espermatozoide en verde (o tubulina acetilada). MII: Metafase II.
Spz.-. Espermatozoide ausente, Spz.+: Espermatozoide no descondensado, Spz.++:
Espermatozoide ligeramente descondensado, Spz. +++: Espermatozoide muy descondensado,
Spz. ++: Espermatozoide totalmente descondensado, PCC: Condensacion Prematura de
Cromosomas (Premature Cromosome Condensation). PN: Pronlcleo. Realizacion: Lic. Vanesa
Rawe
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activacion abortiva (Kubiak, 1989), el grupo haploide de cromosomas matemos
producto de la finalizacion de la meiosis II, vuelve a condensarse y alinearse en una
nueva placa metafasica denominada Metafase III (MIII), cuya caracteristica esencial
es la presencia de cromosomas con una sola cromatide. Las cromatides hermanas se
expulsan en el cuerpo polar (Figura 16B).

Nucleo Reticular: Esta situacion se puso en evidencia luego del estudio citogenético
de los oocitos que no desarrollaron pronlcleos y habian expulsado dos cuerpos
polares. La formacion de un nlcleo pequefio, redondo y con cromatina en forma
reticular fue la caracteristica que identificé a este grupo particular.

Nucleo Telofdsico: Esta situacion, al igual que la anterior, se puso en evidencia luego
del estudio citogenético de los oocitos que no desarrollaron pronicleos y habian
expulsado dos cuerpos polares. En estos oocitos se formaron nucleos tipo telofasicos,
con densos grupos de cromatina dentro del oocito como en el segundo cuerpo polar.
Una evidencia de este estadio de falla en la transicion a interfase y por lo tanto de la
fecundacion se representa en la Figura 16A.,

d) Subnucleacién, detencién en estadio de proniicleos o en singamia

En esta categoria se evidencian los defectos en los procesos de nucleacion, o migracién de
pronucleos, deteniéndose el desarrollo antes de la organizacion de la primera placa
metafasica del cigoto. La caracteristica de este estadio es la formacién de varios subndcleos o
cariomeras matermas que se caracterizan por la formacién de distintos grupos de material
nuclear disperso en el citoplasma del oocito (subnucleos). El estadio de prondcleos y el de
singamia se caracterizan por el desarrollo de material nuclear disperso en el citoplasma del
oocito en dos grupos bien definidos. En el estadio de singamia se observd una mayor
aproximacion de los pronucleos y la condensacion del material genético fue mayor. Estas
categorias solo fueron observadas por inmunofluorescericia debido al estado de
descondensacién del material nuclear. Salvo en los casos de desaparicion de la membrana
nuclear de ambos pronucleos y condensacién de los cromosomas, este estadio fue detectado
también utilizando la técnica de Tarkowski (Figura 17). En esta categoria la disposicién de
los microtibulos fue homogénea en todo el citoplasma del oocito alrededor del material

nuclear en cuestion.
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Figura 14. Ausencia de penetracion o inyeccion “fallida” del espermatozoide

A: Huso meidtico de un oocito MII no penetrado luego de FIV. B: Primer cuerpo polar y placa
metafasica de un oocito en MII que no ha sido penetrado por un espermatozoide. C:
Espermatozoide que permanecid en el espacio perivitelino asociado a la membrana
plasmatica del oocito pero sin penetrar a través de ella. D: Microscopia de contraste de fase y
de fluorescencia que permite visualizar la placa metafasica de un oocito no penetrado luego
de FIV. Magnificacion: A B y D: 60x; C: 100x. Rojo: huso meidtico (B tubulinas- Cy3), Azul:
ADN (Hoescht 33258). Fotografia tomada por V. Rawe en laboratorio de Investigacion y
Estudios Especiales de CEGyR.






e) Detencién en metafase de la primera division mitética del cigoto

La detencion en metafase de la primera mitosis del embrién se caracterizd por la presencia
de material nuclear condensado (cromosomas) en forma de placa metafésica. Esta categoria
se detectd por inmunofluorescencia y también a través de la técnica de Tarkowski (Figura
16C) con la que fue posible contabilizar los cromosomas formados en la mayoria de los
oocitos estudiados. Por otro lado, la distribucion de P tubulinas fue acorde con la
caracteristica disposiciorn de un huso mitético con microtibulos en forma de aster bipolar.

f) Otros

En baja proporcion se detectaron eventos no directamente relacionados a la dinamica de
reorganizacion del citoesqueleto. Uno de estos ejemplos es la penetracion de dos
espermatozoides (dispermia, Figura 18), situacion en la que se visualizan dos grupos de ADN
espermatico y la presencia de dos flagelos.

Una situacion muy peculiar es el despegado de cola del espermatozoide. Esta situacion trae
como consecuencia la falla en la fecundacion ya que no se reclutan los microtdbulos a partir
del centro organizador de microtubulos situado en la base de la cabeza del espermatozoide.
En esta causa de falla de fecundacion se puede evidenciar la presencia de material genético
patemo separado del flagelo espermatico.

Otra situacién dentro de esta categoria es la alteracion de la placa metafasica del oocito
debida a una interferencia por parte del espermatozoide (Figura 16). Esta situacion puede ser
producto de la técnica de ICSI y la dimos en llamar inyeccion sobre MII, o puede ser un error
durante el proceso de fecundacion luego de FIV (asociacion en MII). En esta causa de falla
de fecundacion se puede observar la presencia de material genético paterno y el flagelo
espermatico sobre la Metafase II del oocito.

2. FRECUENCIAS HALLADAS EN CADA TECNICA DE Reproduccién Asistida
A. INMUNOFLUORESCENCIA
+ FIV

La principal causa de falla de fecundacién luego de FIV fue la ausencia de penetracién
espermdtica (Tabla IA, 59,2%), observacion que fue estadisticamente sigriificativa si se la

compara con ICSI (p<0,001, Tabla III).
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Figura 15. Falla total de activacion oocitaria en asociacion con condensacion
prematura de cromosomas y falla de descondensacion de la cromatina del
espermatozoide.

A: Espermatozoide que sufrié condensacion prematura de cromosomas (PCC) luego de ICSI.
B: Espermatozoide que permanecié intacto luego de ser inyectado junto al material genético
del oocito rodeado por B tubulinas del huso meidtico. C: Espermatozoide que permanecio
intacto cerca del material nuclear del oocito. Magnificacion: A: 100x; B y C: 60x. Rojo: huso
meiotico (B tubulinas- Cy3), Azul: ADN (Hoescht 33258), Verde: cola del espermatozoide (o
tubulinas acetiladas- Acpo. Secundario- FITC). Fotografias tomadas por V. Rawe en e/
Laboratorio de Investigacion y Estudios Especiales de CEGyR.






El 10,5% de los oocitos estudiados, mostraron una falla_de activacidn oocitaria con distintos
grados de descondensacion del material genético paterno (indicados como spz + y spz ++ en
Tabla IA). Un 7,1% de los oocitos “no fecundados” mostraron espermatozoides en su interior
con algin grado de descondensacion de la cromatina. Un 3,4% de los oocitos estudiados por
otra parte, mostraron PCC. En total, un 10,5% de los oocitos estudiados fallaron en la
activacion oocitaria y mostraron en su interior un espermatozoide con alguna de las
situaciones antes descriptas (Tabla IA). Esta observacion resultd ser estadisticamente
significativa (p< 0,001) con respecto al grupo de oocitos provenientes de ICSI (Tabla III).

Se establecio la presuntiva presencia de activaciones abortivas con una baja frecuencia luego
de FIV (0,7%, Tabla 1IB). Esta situacién fue evidenciada con detalle cuando se realizo la
técnica de Tarkowski a los oocitos sin desarrollo de prontcleos y con expulsion de dos
cuerpos polares (ver luego).

El 15,2% de los oocitos presentaron fallas en los procesos de nucleacién, o migracién de

pronucleos, deteniéndose antes de la organizacion de la primera placa metafasica del
desarrollo del cigoto (Tabla IB).

En 10 oocitos (3,8% de los oocitos estudiados) se detectaron detenciones en la primera placa
metafdsica (Tabla IC), luego de FIV.

En la Tabla IC se puede observar que luego de FIV un 10,5% de los oocitos estudiados
presentan situaciones que no permiten la culminacién de la fecundacion, como la penetracién
de dos espermatozoides (dispermia, 6,4%), el despegado o disociacion del flagelo del
espermatozoide de la cabeza, dentro del citoplasma del oocito (1,5%) y la asociacion del

espermatozoide a la placa metafasica del oocito en MII (Tabla IC).

+ ICSI

En el 12,1% de los oocitos no fecundados estudiados luego de ICSI, no se observd la
presencia del espermatozoide dentro del citoplasma (spz.-, Tabla IIA). Como fue explicado
con anterioridad, este everito puede deberse a la salida del espermatozoide a través del surco
de inyeccién.

La principal causa de falla de fecundacion luego de ICSI resultd ser la falla_de activacion
oocitaria_con distintos grados de descordensacidn del material genético paterno (36,5%,
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Figura 16. Estadios de falla de fecundacion luego de ICSI estudiados segin la
técnica de Tarkowski.

A: NT: Nucleo en telofase con dos nlcleos de cromatina muy tefidas en el citoplasma, B:
MIII: Metafase III. Formacion de una tercera placa metafasica indicativo de activacion
abortiva, C: Primera placa metafasica. Detencidn en metafase de la primera mitosis del
cigoto, D: Espermatozoide descondensando su cromatina entre los cromosomas del oocito.
Este oocito pertenece a un grupo de oocitos que se utilizaron para puesta a punto y que es
un ejemplo de ‘inyeccion en MII" (ver texto, resultados). Magnificacion:100x. Fotografias
tomadas por V. Rawe en el Laboratorio de Investigacion y Estudios Especiales de CEGYR.






Tabla IIA). Dentro de esta categoria, la falta de descondensacidn del material nuclear paterno

dentro del oocito fue la mas significativa (spz.+ y spz. ++, Tabla IIA).

Se estableci6 la presuntiva presencia de activaciones abortivas (MIII, Tabla IIB) con una baja
frecuencia luego de ICSI (0,6%, Tabla IIB).

Un 21,5% de los oocitos estudiados mostraron fallas en los procesos de nucleacion, o
migracion de pronucleos, deteniéndose antes de la organizacion de la primer mitosis (Tabla
IIB).

Por otro lado y a diferencia de FIV, se pudo observar que un 18,5% de los oocitos “no

fecundados” detuvieron su desarrollo en la primera placa metafasica (Tabla IIC).

En la Tabla IIC se puede observar que luego de ICSI un 10,7% de los oocitos estudiados
presentan situaciones que no permitieron la culminacion de la fecundacidén, como el
despegado o disociacion del flagelo del espermatozoide de la cabeza, dentro del citoplasma
del oocito (4,9%) v la inyeccion del espermatozoide sobre la placa metafésica del oocito en
MII (5,8%, Tabla IIC).

En la Tabla III estan representados los valores totales obtenidos en cada nivel luego de cada
técnica de RA. Como era de esperar, la ausericia del espermatozoide dentro del citoplasma
del oocito (Nivel a) fue estadisticamente significativa a favor de FIV (59,2% vs. 12,1%,
p<0,001). La falla de activacion del oocito fue un evento mas frecuente luego de ICSI y
resulto ser estadisticamente significativo si se lo compara con FIV (10,5% vs. 36,5%, Nivel b,
Tabla III, p< 0,001). Luego del uso de la técnica de inmunofluorescencia fue posible detectar
un presunto estadio de activacién oocitaria abortiva que posteriormente fue confirmado con
el uso de la Técnica de Tarkowski. EI mencionado nivel estuvo presente en un 0,7% y un
0,6% de los oocitos ‘no fecundados’ luego de FIV e ICSI, respectivamente (NS, Tabla III).
Los defectos en la formacidn de pronicleos y en la migracién de los mismos resultaron en un
15,2% luego de FIV y en un 21,5% luego de ICSI, situacion que no resultdé ser
estadisticamenite significativa (Tabla III). Una de las situaciones en la que la fecundacion se
vio mas comprometida luego de ICSI fue la detencion en la primera mitosis del embrién. Este
evento se generé en un 3,8% luego de FIV y en un 18,5% de los casos luego de ICSI
(p<0,01, Tabla III). La dispermia, la separacion del flagelo del espermatozoide y la
denominada asociacién o inyeccién en la placa metafasica del oocito en MII, son situaciones

que se presentaron con frecuericias similares y se encuentran dentro de la categoria ‘otros’.
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Figura 17. Oocitos detenidos durante el desarrolio de dos prontcleos.

A: Qocito detenido durante el desarrollo de dos pronlcleos, visualizado con microscopia
optica. B: Luego del tratamiento para inmunofluorescencia (o tubulinas acetiladas- Acpo.
Secundario- FITC, B tubulinas- Cy3 y ADN [Hoescht 33258]), se puede visualizar los dos
pronucleos parentales, el flagelo del espermatozoide proveniente de uno de los pronucleos
(masculino) y las tubulinas del citoplasma del oocito. C: En ciertas ocasiones, el
procesamiento de oocitos con dos cuerpos polares pero sin la formacion de dos pronucleos
resulta en la visualizacion de dos grupos de cromosomas pertenecientes a los dos pronucleos.
Este estadio pertenece al grupo de oocitos que se detienen luego de la formacion de dos
pronicleos pero que no llegan a clivar. En C° y C’ " se pueden ver los dos grupos de
cromosomas parentales en detalle. D y E: En todos los oocitos detenidos en dos pronucleos o
en singamia se observa la expulsidn de dos cuerpos polares. Fotografias tomadas por V.
Rawe en el Laboratorio de Investigacion y Estudios Especiales de CEGYR.
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Este evento ocurre en el 10,5% Yy 10,7% de los oocitos que fallaron en la fecundacién luego
de FIV e ICSI respectivamente (NS, Tabla III).

B. ANALISIS CITOGENETICO

Para validar la hipdtesis de la existencia de activaciones abortivas del tipo de las descriptas
por Kubiak (1989), se estudiaron 189 oocitos no fecundados que mostraron dos cuerpos
polares y no mostraron pronticleos provenientes de FIV e ICSI en 82 pacientes, entre las 20-
40hs pos inseminacion o inyeccidn. Del total, 135 fueron informativos (71,4%), 61
provenientes de FIV y 74 de ICSI.

A partir de los resultados obtenidos, se pudieron establecer distintos niveles de falla de

fecundacién que se detallan en la seccidn anterior.

« FIvV

En el grupo estudiado, 11/61 oocitos (18%) mostraron presencia de cromosomas del
espermatozoide en el interior del citoplasma, evento que representa la denominada
condensacion prematura de cromosomas (PCC). En esta poblacion seleccionada de oocitos se
observé que existian espermatozoides con distintos grados de descondensacién del matenal
genético paterno (45,9%, spz.+ y spz.++, Tabla IV A). En un 13,1% de los casos analizados
se observo la presencia de mas de un espermatozoide dentro del citoplasma del oocito. En el
77% de los oocitos estudiados se encontré o encontraron espermatozoides detenidos en
algun estadio en particular (Tabla IV A).

Para procesar a un oocito siguiendo la técnica de Tarkowski, se selecciond una poblacion
especial sin formacion de pronicleos y con dos cuerpos polares con el propdsito de detectar
activaciones abortivas. En el grupo de oocitos estudiados luego de FIV, se detectd un 8,2%
de este tipo de activaciones, evento que es superior al detectado por inmunofluorescencia.
Cabe mencionar que la tincion con Hoescht para la visualizacion del material genético, no
permite la identificacion precisa de las cromatides hermanas Unicas, tipicas de MIII, y por lo
tanto no es posible discriminar entre MII ¢ MIII, salvo en muy raras ocasiones.

Se observo un 14,7% de oocitos que mostraron detencién en la primera placa metafasica,

evento que habia sido observado por inmunofluorescencia y que se mantiene en mas baja

proporcion si se lo compara con [o que acontece luego de ICSI (ver luego).
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Figura 18. Oocito penetrado por dos espermatozoides.

Oocito penetrado por dos espermatozoides (dispérmico) luego de FIV. Magrificacién: 60x.
Azul: ADN (Hoescht 33258), Verde: cola del espermatozoide (o tubulinas acetiladas- Acpo.
Secundario- FITC). Fotografia tomada por V. Rawe en el Laboratorio de Investigacion y
Estudios Especiales de CEGyR.






« ICSI

En el grupo estudiado, 5/74 oocitos (6,8%, Tabla IV B), mostraron presencia de cromosomas
del espermatozoide en el interior del citoplasma. Luego de ICSI también se observaron
distintos grados de descondensacion del material genético paterno, frecuencia similar a la
obtenida por inmunofluorescencia ya que se selecciond la poblacion a estudiar eligiendo sélo
oocitos sin formacién de prontcleos y con dos cuerpos polares.

En el grupo de oocitos estudiados se detectd un 17,5% de activaciones abortivas (Tabla V B)
, evento que habia sido observado en muy baja proporcion cuando se realizd
inmunofluorescencia, ya que, como habia sido mencionado con anterioridad, la manera mas
precisa de poder identificar cromatides hermanas Unicas es por medio de la técnica de
Tarkowski.

Se observd un 24,3% de oocitos que mostraron detencion en la primera placa metafasica
(Tabla VB), observacion que se encuentra dentro de lo esperado luego de ICSI y que sigue
resultando mayor que la observada luego de FIV (ver luego, Tabla VI, p<0,01).

En la Tabla VI estdn representados los valores totales obtenidos en cada nivel luego de cada
técnica de RA. Luego del uso de la técnica de Tarkowski fue posible detectar situaciones en
las cuales el material genético masculino se veia detenido en distintos estadios. Esta situacién
no fue similar luego de FIV e ICSI (Tabla VI, p< 0,01). Con la técnica de inmunofluorescencia
se habia podido un presunto estadio de activacidn oocitaria abortiva que posteriormente fue
confirmado con el uso de la Técnica de Tarkowski. El mencionado nivel estuvo presente en
un 0,7% y un 0,6% de los oocitos ‘no fecundados’ luego de FIV e ICSI respectivamente (NS,
Tabla III). Con el andlisis citogenético esta situacion se evidencid en un 8,2% luego de FIV y
17,5% luego de ICSI (Tabla VI, p< 0,01). Una de las situaciones en la que la fecundacidén se
vio mas comprometida luego de ICSI fue la detencién en la primera mitosis del embrién. Este
evento se generd en un 14,7% y en un 24,3% de los casos luego de FIV e ICSI

respectivamente (p<0,01, Tabla VI).
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