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INTRODUCCION

La fecundacién es el evento que marca el inicio de la -
existencia de un nuevo ser. En los mamiferos ocurre en el --
oviducto y consiste en la penetracién del ovocito por el es-
permatozoide, lo cuil tiene como consecuencia la transforma-
cién del ovocito (haploide) en un cigoto (diploide) y la ac-
tivacibén metabdlica iniciadora del desarrollo.

El espermatozoide de los mamiferos, cuando sale del tes
ticulo no es apto para fecundar. Los eventos por los que el
gameto adquiere la cualidad &e ser fecundante son: la madura
cibén epididimal, la capacitacidédn y la reaccibén acrosomal.

El ovocito de los mamiferos es ovulado en metafase de -
la segunda divisidén meidtica, posee ya cubiertas ovulares --
(zona pelicida y clmulo o6foro) y desde que abandona la géng
da es apto para la fecundacién.

Maduracién Epididimal.

No se sabe de manera precisa, sobre todo a nivel molecu
lar, cudles son los cambios que ocurren en el espermatozoide
durante la maduracién epididimal. Se ha observado que una --
vez que los espermatozoides maduraron en el epididimo ad---
quieren movilidad y sufren cambios estructurales en la mem--
brana plasmitica contigua al acrosoma (Yanagimachi y col. --
1985). i

La adquisicidén de una movilidad progresiva parece ser -



una funcién dependiente del envejecimiento de los espermato-
zoides y no de los diferentes microambientes de las regiones
particulares del epididimo, aunque se adquiere durante el --
trdnsito del gameto por las diferentes porciones de este b6r-
gano. En conejo, por ejemplo los espermatozoides pueden ad--
quirir una vigorosa movilidad en el cuerpo del epididimo afn
si se les impide el paso hacia la cauda (estos espermatozoi-
des no son fecundantes) (Harper, 1982),

Capacitacibn.

La capacitacibén consiste en una serie de Eambios bioqui
micos y fisiolégicos en el espermatozoide (Yanagimachi, ----
1981); el significado de estos cambios es a la éecha poco =--
comprendidé. Austin (1651) y Chang (1951) la describieron co
mo un evento esencial que debe ocurrir en el espermatozoide
de los mamiferos para que pueda penetrar en el ovocito.

En condiciones naturales, la capacitacién ocurre en el
tracto genital femenino (vagina, fitero u oviducto).

Un signo importante de que la capacitacidédn ha ocurrido
es el cambio en el tipo de movilidad que presenta el esperma
tozoide (fenbémeno descrito originalmente como "hiperactiva--
cién"), en el cudl el espermatozoide mueve el flagelo vigoro
samente en forma de latigo (Yanagimachi, 1981).

La (s) sustancia(s) que induce(n) la capacitacién in --
vivo no ha(n) sido determinada(s) a la fecha, pero en condi-

ciones in vitro se ha usado albGmina en el medio capacitan--



te.”Bavister (198la) logré la capacitacidén de espermatozoi--
des de hamster in vitro usando un polimero sintético (Polivi
nil alcol 1) obteniendo buenos resultados.

Reaccidn acrosomal.

La reaccién acrosomal en mamiferos consiste en la fu---
si6tn en diferentes puntos de la membrana acrosomal externa y
la membrana plasmitica del espermatozoide, haciendose estos
poros cada vez mds grandes y liberandose a través de ellos -
el contenido acrosomal (enzimas liticas como hialuronidasa,-
tripsina y otras).

La importancia de la reaccidén acrosomal en la fertiliza
cién acrosomal de mamiferos fué reconocida originalmente por
Austin y Bishop en 1958 .(citado por Yanagimachi, 1982), quie
nes reportaron que el acrosoma de espermatozoides mbviles de
hamster y cobayo se modifica y después se pierde el conteni
do acrosomal cuando el espermatozoide comienza a penetrar la
zona pellcida.

Caracteristicas del ovocito de mamiferos.

El ovocito de los mamiferos se distingue del de otros -
animales en cuanto a las cubiertas ovulares que posee; estas
cubiertas ovulares son: la zona peliicida, una cubierta de --
glucoproteinas- (Austin, 1982) 6 mucopolisacaridos (Baker, --
1982), sintetizada al menos en parte parte por el ovocito --
(Bleil y Wassarman, 1980b, 1980c, Greve y col., 1982). La --

otra cubierta ovular se forma por la proliferacibén de las cé



lulas foliculares y constituyen la corona radiata y el clmu-
lo odforo, las cuales rodean al ovocito y lo nutren durante
su desarrollo (Baker, 1982).

La meiosis del ovocito de mamiferos se encuentra deteni
da caracteristicamente en dictiocteno de la profase I, reanu
dandose poco antes de que la ovulacién ocurra y deteniendose
nuevamente en metafase II, no concluyendo la meiosis hasta -
después de la fertilizacién, por tanto un ovocito "maduro" -
de mamifero lo observamos con su zona pelficida y un solo ---
cuerpo polar en el espacio perivitelino. Una evidencia de --
fertilizaciébn ;n estos organismos es la presencia de dos ---
cuerpos polares en el espacio perivitelino (Bavister, ------

1981b).



ANTECEDENTES

La polispermia es la entrada de mas de un espermatozoi-
de al ovocito y cuando ocurre en mamiferos conduce a una em-
briogénesis atipica y a una muerte temprana del embrién (Aus
tin, 1965). Es por eso que para los mamiferos resulta de su-
ma importancia la existencia de mecanismos que impidan la pe
netracién de espermatozoides supernumerarios en el ovocito.

Debido al dificil acceso de los gametos de mamifero en
su medio ambiente natural, se ha recurrido al desarrollo de
técnicas de fertilizacidn en condiciones de laboratori (fer-
tilizacibén in vitro que nos permiten investigar dicho fenodme
no. o

Las circunstancias naturales que reducen y evitan la po
lispermia son: (Wolf, 1981) a) La relativamente pequefia can-
tidad de espermatozoides que llegan al sitio de la fertiliza
cibén, b) El efecto protector de las células del ctmulo obfo-

ro que envuelven al ovocito y c¢) El bloqueo del ovocito "per

E_E"

que se establece a nivel de la zona peliicida y la membra
na plasmatica.

Con respecto al filtimo punto, se ha concluido (Auétiu y
Braden, 1956)Ique los mamiferos parecen tener dos mecanismos
independientes que protegen contra la polispermia, uno a ni-

vel de la zona pelficida denominado reaccién de zona y otro a

nivel de la membrana plasmitica.



La reaccibén de zona consiste en la liberacién al espa--
cio perivitelino del contenido de los grédnulos acrosomales -
poco después de la penetracibén del espermatozoide fertilizan
te; estos granulos se encuentran en el citoplasma del ovoci-
to y en algunas especies la presencia de su contenido en el
espacio perivitelino evita la fusién de espermatozoides su--
pernumerarios (Schuel, 1978).

El bloqueo a la polispermia a nivel de la membrana plas
madtica puede ser temporal o permanente en las especies que -
lo presentan. En este tipo de bloqueo las membranas plasmati
cas del ovocito y de los espermatozoides supernuqerarios es-
tdn muy cercanas pero no existe fusién (Gould—Samero y Ja—--—-
ffe, 1984).

Austin y Braden (1956) realizaron observaciones de ovo-
citos fertilizados in vivo en varios grupos de animales y --
concluyeron que en algunas especies (perro y carnero) rara -
vez se encuentran espermatozoides supernumerarios en el espa
cio perivitelino (entre la membrana plasmitica y la zona pe-
lGicida), lo que sugiere que la reaccidén de zona es altamente
desarrollada en estos organismos, es decir existe un bloqueo
primario a la polispermia a nivel de la zona pelicida. En --
otras especies (conejo, topo y probablemente tuza) se han ob
servado espermatozoides supernumerarios afuera y adentro del
espacio perivitelino de cigotos monospérmicos, lo que hace -

pensar en un bloqueo primario a nivel de la membrana nlasmi-



tica; se ha considerado un tercer grupo intermedio entre los
dos anteriores, aqui hay presencia ocasional de espermatozoi
des en el espacio perivitelino (ratén, rata, hurdén y gato) -
lo que sugiere la presencia de los dos procesos anteriores
estableciendo bloqueos parciales a la polispermia a los dos
niveles (zona pellicida y membrana plasmatica).

En el caso del hamster, Austin y Braden (1956) observa-
ron que de 725 ovocitos fertilizados in vivo 1.6% presenta-—-—
ron polispermia (2 espermatozoides) pero en ninguno de esos
725 ovocitos penetrados se encontraron espermatozoides su--
plementarios en el espacio ﬁerivitelino, por lo que el hams-
ter estaria colocado en el primer grupo de los descritos an-
teriormente o sea existe un bloqueo muy efectivo a nivel de
la zona pelficida.

Posteriormenter en experimentos in vitro, se observd --
que los ovocitos desnudos de hamster (sin células del camulo
y sin zona pelficida), fueron muy suceptibles a la polisper -
mia apoyando la conclusién arriba mencionada.(llirao y Yanagi
machi, 1978, 1979; Barros y Yanagimachi, 1972; Yanagimachi,-
1981; Wolf, 1981). Ademas se ha encontrado que el ovocito de
hamster no tiene un bloqueo eléctrico a la polispermia (Miya
saki e Igusa, '1981). Este tipo de bloqueo que actia a nivel
de la membrana plasmitica se ha observado en otros organis--
mos como invertebrados y anfibios (Gould-Somero y Jaffe, ---

1984), en este tipo de bloqueo el espermatozoide fertilizan-
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te provoca un cambio en el potencial de membrana del ovocito
impidiendo de esta manera la fusion de espermatozoides super
numerarios.

No obstante que los ovocitos desnudos se tornan polis--
pérmicos y ademids no tienen bloqueo eléctrico, es posible --
que el primer espermatozoide que penetra al vitelo inicie un
bloqueo parcial no eléctrico a nivel de la membrana plasmati
ca que reduce la posibilidad de mds penetraciones.

En 1982, Binor y colaboradores abordaron esta posibili-
dad realizando experimentos de reinseminacidén para ver si --
existia un bloqueo parcial a nivel de la membrana plasmiti-<
ca; usaron espermatozoides de ratén argumentando la "limita-
da viabilidad" de los gametos de hamster en cultivo y aprove
chando la habilidad del espermatozoide de ratén para fusio--
narse con los ovocitos desnudos de hamster. Ellos realizaron
tres tipos de experimentos: un grupo con una inseminacién a
baja concentracién de espermatozoides (suficiente para ferti
lizar a los ovocitos con un bajo grado de polispermia); un -

;segundo grupo inseminado con la misma baja concentracidn que
el primero pero ademAs reinseminado con una concentracién ma
yor de espermatozoides de una a cuatro horas después de la -
primera inseminacién y un tercer grupo inseminado directamen
te con alta concentracibén de espermatozoides, Ellos suponen

que si existiera un bloqueo parcial los ovocitos del grupo -
dos serian penetrados por menos espermatozoides durante la -

reinseminacidén que los del grupo tres.



En dos experimentos encontraron que los ovocitos del --
grupo dos presentaron menor gradc de polispermia que los ovo
citos del grupo tres. Para ellos los resultados indican que
no existe un bloqueo fuerte a la polispermia a nivel de la -
membrana plasmAtica, dado que mis espermatozoides penetraron
en el grupo dos que en el grupo uno. Sus resultados no permi
ten una conclusion sobre la existencia de una bloqueo par---
cial, dado que persiste la duda de que si los gametos se de-
terioran durante el tiempo de cultivo y que por esta razon -
hubieran penetrado menos en el grupo dos que en el grupo —---
tres.

Posteriormente Menezes y Peter (1985) probaron la pene-
tracidén de espermatozoi&e; en ovocitos desnudos de hamster;
un grupo de ovocitos fertilizados in vivo, removidos del ovi
ducto y desnudados, fueron refertilizados in vitro por esper
matozoides humanos; los ovocitos del grupo control recibie--
ron el mismo tratamiento, pero no fueron fertilizados in vi-
vo. Un alto porcentaje de los ovocitos no fertilizados fue--
ron penetrados por espermatozoides humanos in vitro. En cam-
bio de los.ovo:itos previamente fertilizados in yivo, casi -
ninguno fué penetrado por espermatozoides humanos, sugirien-
do que existe un bloqueo a nivel de la membrana plasmética.

Resulta dificil interpretar estos experimentos dado que
los autores dan pocos detalles; pero alin si la interpreta---—

cibén de los resultados fuera confiable, queda el problema de



que si la regulacidén de la entrada de espermatozoides de -
otras especies es semejante a la que opera con espermatozoi-
des homblogos.

Hemos realizado experimentos logrando mantener esperma-
tozoides de hamster con capacidad de fertilizar ovocitos du-
rante periodos por arriba de 6 horas en cultivo, tiempo més
que suficiente para llevar a cabo experimentos de reinsemina
cién y penetracidén de espermatozoides.

El estudio de los mecanismos que rigen la fusidén y pe-
netracién al ovocito de hamster es importante debido princi-
palmente a que nos ayuda a comprender mejor el mecanismo de
bloqueo de polispermia en mamiferos y entre otras razones al
hecho de que los ovocitos de esta especie a diferencia de --
los de otros mamiferos, son suceptibles a la penetracién de
espermatozoides heterdlogos por lo que se les ha usado en --
pruebas de "fertilidad" de espermatozoides humanos. (Forster

y col,, 1983; Prasad, 1984; Ausmanas, 1985 ).

OBJETIVO
Determinar si existe un bloqueo parcial a la polisper--
mia a nivel de la membrana plasmAtica del ovocito de hams---

ter.



MATERIAL Y METODOS

Para resolver la pregunta anteriormente planteada se --
utilizé la técnica de fertilizacién in vitro descrita por --
Yanagimachi (1982) y Bavister (1984), que consiste en lo si-
guiente:

El medio de cultivo usado durante todos los experimen--
tos fué una modificacién de la solucién Tyrode (Paul, 1975)
denominado como m-TALP, originalmente descrito por Bavister
y Yanagimachi (1977) y posteriormente modificado por Yanagi-
machi en 1982 y también usado por Juetten y Bavister en ----
1983. La composicidn del medlo se muestra en la tabla I.

Se preparan las sales 1norgan1cas (hasta Bicarbonato de
Sodio mias el rojo fenol) y esta solucibén se almacend a 4°C -
hasta por dos semanas para los experimentos realizados en --
ese lapso; es importante agregar los reactivos en el orden -
en que estan en la tabla asegurandose que el primero estuvo
bien disuelto antes de agregar el segundo y asi sucesivamen-
te para evitar precipitaciones.

Los componentes orginicos se preparan en dos soluciones
100X; Glucosa, Lactato de Sodio, y Piruvato de Sodio y por -
separado Tauriﬁa y Epinefrina, almacenados a -209C hasta una
semana; el efecto de estos dos componentes sobre la fertili-
zacién in vitro fué discutido por Lorraine y Bavister ------

(1981). La Albtmina Sérica Bovina es agregada inmediatamente



antes de iniciar el experimento. El medio una vez preparado-
no se puede guardar dado que cambian sus propiedades, oxidan
dose los componentes orginicos y volviéndose letales para --

los gametos.

Tabla I. Composicién del medio m-TALP.

mg/100ml mM/1t
NaCl 590 101.02
KC1 20 2.68
-CaClz.2H20 26.5 1.8
HgClzfﬁHZO 10 0.49
NgHZPO&.Hzo 5 0.36
NaHCO3 150 35.7
| D+Glucuosa 81 4.5
Na-Piruvato 1 0.09
Na-Lactato* 0.15 ml 0.9
Taurina 6.3 0.5
L-Epinefrina 0.9 0.05
Rojo Fenol 1
BSA*#* 3 mg/ml final

"% Jarabe al 60%
## Alblmina Sérica Bovina fraccidén V libre de

dcidos grasos (Sigma Chemical).



El cultivo de los gametos se realizb en
(Thermolyne Sybron) a 3792C en una atmésfera
en aire para conservar el pH aprdéximadamente

7.4 (para una explicacibén acerca del sistema

una incubadora
de SZ de C02 -
entre 7.3 y --

amortiguador -

C02—Bicarbonato, ver Bavister, 1985). La coloracibén que le

d4d al medio el rojo fenol nos d4 una indicac

ién del pH ade--

cuado (color naranja), y asi saber si es necesario suminis--

trar més COy para bajarlo si estd rojo o morado, o suminis--

trar menos para subirlo si es que estd amarillo; el disposi-

tivo usado para la incubacién se muestra enm la Fig. 1.

bomba de acuario
e

COs

term dml‘-'tj

u—incubadora

Figura 1. Esquema que muestra el dispositivo

para suministrar

la atmosfera de CO2 en aire a la incubadora.



El burbujeo del CO, en el matraz Kitasato nos d& una -
idea de la cantidad que se debe aplicar para tener una pro--
porcién aproximada de 5% de COyp y 95% de aire (para agregar
este iltimo se usdé una bomba de acuario) la mezcla es burbu-
jeada en un recipiente con agua destilada dentro de la incu-
badora para proveer también humedad.

Los espermintozoides fueron recobrados de la cauda del -
epididimo de un hamster macho sexualmente maduro, sacrifica-
do con sobredosis de eter, el epididimo es expuesto por inci
sién en el escroto, disecado y puncionado en varios sitios,
exprimiendo y recobrando con pipeta Pasteur previamente hume
decida en medio de cultivo y colocando répidamente los esper
matozoides en una caja de Petri (Falcon Petri Culture Dish -
35 x 10 mm) con aproximadmente 3 ml de medio de cultivo. Se
permitibé la dispersién de los esparmatozoides en todo el me-
dio de cultivo (una buena muestra no debe tardar mas de dos
minutos sin que esto ocurra). Se hicieron evaluaciones del -
porcentaje de espermatozoides méviles tomando una pequefia --
muestra y observando con microscopio de contraste de fase a
400X. Muestras que presentaban un porcentaje de espermatozoi
des moviles arriba de 75 fueron consideradas adecuadas; pos-
teriormente se conté la concentracién de espermatozoides mb-
viles y se hicieron las diluciones necesarias para tener en
la caja entre 1-2 X 107,espermatozaides por ml; se dejbé en -

la incubadora durante tres horas para conseguir la capacita-



cibn y el inicio de la reaccidén acrosomal.

Mientras se capacitan los espermatozoides, se prepara -
el material para la extraccidn de los ovocitos.

Los ovocitos son extraidos de hembras maduras sexualme-
te por superovulacién mediante la administracidén intraperito
neal de 60 unidades de Gonadotropina de Suero de Yegua Prefia
da (PMSG) para inducir la maduracién de los foliculos y 48--
56 horas después se administrdé por la misma via 60 i.u. de -
Gonudotropina Coriénica Humana (HCG) para provocar la ruptu-
ra de los foliculos (ovulacidén), la cantidad de hormona se -
eligid experimentalmente pfohando diferentes concentraciones
y administrando la que funciondé mejor, debido a que durante
la reliofilizacién (ver abajo), perdid algo de su actividad.

Debido a que las hormonas vienen liofilizadas en presen
taciones de 2500-2560 i.u. por mg. se presentaba el inconve-
niente de que por ejemplo si para un experimento se usaban -
tres hembras se necesitaba un poco mas de 180 i.u. y lo mini
mo que pudimos pesar en la balanza analitica fué 1 mg de hor
mona (2500-2560 i.u.) el resto tenia que ser desechado dado
que una vez reconstituidas en el vehiculo apropiado (NaCl --
0.9% o agua destilada para PMSG y HCG respectivamente) pier-
den su actividad 2n poco tiempo, por lo que se desperdiciaba
una gran cantidad de hormona. Para resolver este problema se
reconstituyb 1 mg de hormona en 1 ml de vehiculo y posterior

rmente se hicieron 25 alicuotas de 40 M1 cada una para tener



100 unidades de hormona por alicuota y se reliofilizaron, pa
ra ahora si poder almacenarse; asi por ejemplo para inyectar
60 i.u. a una hembra, se reconstituyé una alicucta con 167~
/Al de agua destilada para poder tener las 60 unidades en 100
/Al (0.1 ml). Estas alicuotas se almacenaron por lo menns du
rante dos meses sin que la hormona perdiera actividad.

Las hembras se sacrificaron por sobredosis de eter a --
16-18 horas post-HCG. Se hizo una incisidén en la linea media
ventral y se expuso el Gtero con el oviducto y el ovario. Se
cortdé la porcién distal del (tero junto con el oviducto y el
ovario de cada lado, se limpid totalmente de grasa, se secd
con papel absorbente y se colocd en una caja de:.petri con --
aproximadamente 3 ml de medio; los ovocitos junto con la ma-
sa de células foliculares que forman el cimulo odéforo fuevon
recobrados de la porcidén mas dilatada del oviducto (Ampula)
rompiendo la pared de éste con unas pinzas de relojero bajo
el microscopio estereoscédpico (63X), Fig. 2.

Para el posterior manejo de los ovocitos se usaron pipe
tas Pasteur de poro fino (apréximadamente SOO}Am para masa -
de climulo-ovocitos y de 110—120/Am para ovocitos libres de :
cimulo); para lograr esta punta fina las pipetas se estira--
ron con flama baja, 1la pipeta se conectdé a un tubo de goma
y en el otro extremo del tubo se colocdé una boquilla para ma
nejar con la boca, aspirando para subir los ovocitos a la pi
peta y soplando suavemente para bajarlos, los ovocitos no de

bieron estar en contacto con el aire para no dafarlos y el -



proteso de transporte de los ovocitos se realizd siempre ba-

jo el microscopio estereoscbépico para no perderlos de vista.

Figura 2. Fotografia a microscopio estereoscépico
que muestra la masa de cimulo-ovocitos
tal como salen al romper la Ampula

(100Xx).



Los ovocitos fueron despojados de las células folicula-
res incubando la masa de clmnulo-ovocitos de 1 a 2 minutos en
una gota de hialuronidasa (Sigma Chemical) (1 mg/ml de medio
de cultivo) de 109#1 en una caja de Petri bajo aceite mine--
ral previamente lavado y equilibrado con solucibén salina e -
incubado a 379C en una atmosfera de 5% de COy en aire duran-
te una hora por lo menos.

El lavado del aceite se realizé antes de cada experinen
to colocandolo en un embudo de separacién y agregando apro-
ximadamente 3 veces el volumen de solucién salina, se agitéd
vigoroasamente y se permitidé la separacién de las fases para
sacar la solucidén salina, esto se realizd tres veces, poste-
riormente se centrifugé_el-aceite a 2000 rpm durante 5 minu-
tos para eliminar el exeso de solucidén salina, el procedi---
miento se repitid una vez con la solucibén de sales inorgéani-
cas del medio de cultivo, después de la centrifugacidén el a-
ceite gquedd totalmente transparente.

Los ovocitos libres de cluwulo fueron lavados dos veces
transfiriendolos a gotas de medio fresco (este procedimiento
se realizbé en una sola caja poniendo bajo aceite la gota de
hialuronidasa y dos gotas de medio de cultivo). Los ovocitos
sanos deben presentar un citoplasma no granular, un cuerpo -
polar en el espacio perivitelino y su zona pelfcida. (Fiz. -
3).

Posteriormente se despojdé a los ovocitos de la zona pe-

li:ida incubando durante un minuto en tripsina (Worthington



Biochemical Corporation) (1 mg/ml en medio). Dado que resul-
taba dificil extraer todos los ovocitos sin zona pellcida --
dentro de un minuto y si permanecian mAs tiempo en tripsina
comenzaban a dafarse, transcurrido el tiempo de incubacién,
se agregd a la gota mds o menos una cantidad igual de inhibi
dor de tripsina de frijol de soya (SBTI Sigma Chemical 0.5
mg/ml) deteniendo asi la accidén de la tripsina sobre la mem-
brana plasmatica del ovocito (Wolf y Sokoloski, 1982). Los -
ovocitos desnudos (sin zona pelicida) se lavan dos veces ---
transfiriendolos a medio fresco y posteriormente se pasan a
las gotas de inseminacién. (Fig. 4).

La inseminacién se realizé evaluando preViaﬁéﬂtE la reac
cibén acrosomal en una muestra de espermatozoides contando --
por lo menos 100 al microscopio de contraste de fase a 1000X
considerando aceptable arriba de 75% de reaccidn acrosomal -
de los espermatozoides mbviles.

Se prepararon tres grupos experimentales (3 gotas de --
lOQ}Q en una misma caja). A los ovocitos del grupo A (con---
trol 1) se les insemind con una concentracién suficientemen-
te baja de espermatozoides (para que todos fueran fertiliza-
dos monospérmicamente; a los ovocitos del grupo B (control -
2) se les insemindé con una concentracién alta para que se --
tornaran polispérmicos, a los ovocitos del grupo C (expe-
rimenta) se inseminaron con baja concentracién y 3 horas des

pués se reinseminaron con alta concentracién de espermatozoi



des. Los ovocitos d= los grupos A v B fueron fijados y teni-
dos 3 horas después de la inseminacidén y los del grupo C a -
3 horas después de la segunda inseminacién, (seis horas des-

pués de la primera inssminacién). (ver tabla II).

Figura 3. Fotografia a microscopio estereoscodpico
(125X) de ovocitos libres de células del
cimulo (no fijados ni tediidos). Observe
la zona pelficida rodeando cada ovocito
y el cuerpo polar en el espacio peri--

vitelino (flechas).
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Figura 4. Fotografia a microscopio estereoscépico
(125X) de ovocitos desnudos sin zona pe
licida), la flecha sefiala un ovocito da

nado (no viable).
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Grupo

Tratamiento

Inseminados con 1 X 10° espermatozoides/ml
(concentracién final), fijados a 3 horas.

Inseminados con 1 X 10° espermatozoides/ml
(concentracién final), fijados a 3 horas.

Inseminados con 1 X 105 espermatozoides/ml

y reinseminados 3 horas después con 1 X 106
espermatozoides/ml para fijar 6 horas des-

pués de la primera inseminacidn.

Tabla II. Tratamiento que recibieron cada uno de

los tres grupos experimentales.




El grupo control A nos sirvid para comprobar que a baja
concentracién y durante tres horas, los ovocito del grupo C
fueron inseminados de manera monospérmica; si en el grupo C
hay menos espermatozoides por ovocito que en el grupo B, es-
to serd una evidencia en favor de un bloqueo parcial a la po
lispermia a nivel de la membrana plasmitica, o sea la entra~
da de un espermatozoide durante la primera inseminacién dis-
minuyé la posibilidad de entrada de mAs espermatozoides du--
rante la segunda inseminaciédn.

Para desechar la posibilidad de que en el grupo C entra
ran menos espermatozoides a los ovocitos porque estuvieran -
muriendo, perdiendo la capacidad de fertilizar durante el --
cultivo, se realizaron dos experimentos en los que la reinse
minacibén se realizd con espermatozoides "frescos" (que solo
tuvieran tres horas de incubacién).

La fijacibén y tincidén se realizé (Jaffe et al 1983) co-
locando los ovocitos en un portaobjetos con una gota de glu-
taraldehido al 1%Z en solucién Tyrode neutralizado con COp; --
(antes de transferir los ovocitos fueron lavados dos veces -
para liberarlos de esp2rmatozoides adheridos a su superfi---
cie), se colocd sobre la gota un portaobjetos con vaselina -
en las esquinas para que los ovocitos queden detenidos entre
porta y cubreobjetos pero no aplastados; posteriormente se -
afiade por un lado del cubreobjetos formalina al 10% en agua
destilada y neutralizada a pH 7.4 con NaOh (solucidén usando

rojo fenol como indicador, la formalina es absorvida por el



otro lado del cubreobjetos con papel absorvente (papel fil--
tro o papel sanitario funcionaron bien). Es importante que -
los ovocitos nunca quedaran secos. Después se afiadid orceina
al 0.2% en 457 de Acido acético y se siguid absorbiendo por
el otro lado. Todos estos pasos se hacen bajo el microscopio
bptico a 100X para no perder los ovocitos, si estos eran lle
vados por la corriente, se retiraba inmediatamente el papel-
absorbente y se presionaban mds los ovocitos bajando un poco
el cubreobjetos. Cuando los ovocitos estuvieron suficiente--
mente tefiidos (aproximadamente 5 minutos) se retird el exce-
so de colorante afiadiendo Acido acético al 45% y absorbiéndo
lo por el otro lado, este paso debe quitar bien el esceso de
colorante pero debe hacerse rApidamente para evitar que los-
ovocitos se destifian. Se hicieron preparaciones semipermanen
tes sellando las orillas del cubreobjetos con barniz para --
ufias transparente. Para cada grupo se contd el nimero de es-
permatozoides que penetraton evaluando: nimero de pronucleos
cabezas descondenzasas y/o grupos de cromosomas. (Fig. 5).
Se aplicdé la prueba de t de Student para determinar si

las diferencias entre las medias de espermatozoides por ovo-

cito de los grupos B y C son significativas.



crom

Figura 5.‘ Esquema que ilustra el aspecto que presentan
a microscopia éptica y/o contraste de fase a
400X los ovocitos fijados y tenidos con ace-
toorceina. Pronucleos (pro), cabeza descon
densada de espermatozoide (cd), grupo de --
cromosomas (crom) y cabeza de espermatozoi-
de adherida al ovocito pero que no penetrd

(esp).



RESULTADOS

Como se mencioné anteriormente; en cada uno de los expe
rimentos se evalubé el nimero de espermatozoides por ovocito
que se presentaron a microscopia 6ptica y/o contraste de fa-
se a 400X, contandose: pronucleos (pro), cabezas descondensa
das (cd) y grupos de cromosomas (crom); empleandose los cri-

terios siguientes:

A) Cuando se observaba un pronucleo (pro), se estable--
cia que éste pertenecia al ovocito y entonces se establecid
que no habia penetrado ningln espermatozoide; si se observa-
banmids pronucleos, se establecidé que uno es del ovocito y el

resto de espermatozoides que habian penetrado. (Fig. 6).

B) Si se observaba un grupo de cromosomas (crom), se es
tablecia que éste pertenecia al ovocito y que no habia pene-
trado ningin espermatozoide, pero si se observaban mids gru--
pos, se establecia que uo pertenecia al ovocito y el resto a

espermatozoides que penetraron. (Fig. 7).

C) En el caso de las cabezas descondensadas (cd), cuan-
do se presentaban, cada una era evaluada como un espermato--

zoide penetrado. (Figs. 7 y 8).



Figura 6. Ovocito fertilizado in vitro presentando

dos pronucleos (flechas) fijado, tedido
y observado a microscopio de contraste -

de fase a 625X.



Figura 7. Fotografia de ovocito fertilizado in vitro
que presenta dos grupos de cromosomas —----
(crom) y dos espermatozoides con cabeza --
descondensada (cd) fijado, tefiido y obser

vado a microscopia dbptica (625X).



Figura 8.

I

Ovocito fertilizado in vitro de manera
polispérmica, cada mancha (flechas) --
corresponde a una cabeza descondensada
fijado, tefiido y fotografiado a micros

copia dptica a 750X.



Por supuesto que en un solo ovocito podian presntarse
combinaciones de pro, cd y crom, como por ejemplo en un ovo-
cito se observaron: 2 pro y 4 cd y aqui se evaluaron 5 esper
matozoides que penetraron; en otro se presentaron: 2 cd y 2
crom evaluandose 3 espermatozoides penetrados, etc.

La tabla III presenta los resultados de los cuatro expe
rimentos.

La agrupacién de los resultados de los cuatro experimen
tos se encuentra en la tabla IV. Dado que en los experimen--
tos 3 y 4 no se observaron diferencias significativas cuando
en el grupo C se reinsemindé con esperma viejo o fresco (ver
material y métodos), estos datos se usaron conjuntamente co-

pertenecientes al mismo grupo.



Tabla III. Agrupacién de los resultados de los cuatro expermientos.

Experi- Nimero de ovocitos con: No. Total | No. de esperma
mento y 1 2 1 2 3 1 2 3 4 5 6 7 8 9 de tozoides por =
grupo pro pro crom crom crom cd cd c¢cd cd cd <cd cd cd cd | ovocitos ovocito (x).
1A 1 - 1 - - 11 1 - - - - - - - 14 0.93
1B - 2 1 - - - 1 1 3 4 1 - - - 13 3.46
1C 1 - 1 - - - 3 4 1 1 - - - - 11 2,45
2 A - 2 2 - - 5 3 - - - - - - - 12 1.08
2B 1 1 - - - - - 1 5 1 2 - - - 11 3,73
2C 3 3 3 - - 3 4 2 - - - - - - 16 1.25
3A - 1 3 3 - 4 2 - - - - - - - 11 1.09
3B 1 3 2 2 - - 1 - 4 4 3 - 2 - 15 5.33
3C - 1 - 2 - - - - 1 2 4 1 - - 11 4,36
3 Cf* - 1 - 1 1 - - 1 - 2 1 2 1 1 12 5.17
4 A 2 3 1 3 - 6 2 - - - = = = - 15 1.07
4 B 2 - - 2 - - 1 - 3 4 5 4 1 - 18 5.67
4 C 4 1 1 3 - 1 3 3 5 2 3 - - - 20 3.40
4 Cf* 3 3 1 1 - 1 1 3 4 3 2 - - - 18 3.28

* Ovocitos reinseminados con espermatozoides "frescos".
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Tabla IV. Resultados totales de los cuatro experimentos.

X de espermatozoides por ovocito en cada grupo
+ D. S. (nGmero de ovocitos).

Grupo A Grupo B Grupo C

1.04 + 0.5 4.7 + 1.8 3.2 + 2.2
(52) (57) (88)

p<< 0.01 (prueba de t)




DISCUSION

Las condiciones en que encontramos el bloqueo parcial -
en la membrana plasmatica difierne en mayor o menor grado de
las encontradas in vivo, en cuyo caso el espermatozoide se -
encuentra ante otras barreras antes de entrar emn contacto --
con la membrana plasmitica del ovocito. Ademds la proporciédn
espermatozoide/ovocito es mayor en experimentos in vitro, --
por lo que podriamos preguntar &qué podria significar este

bloqueo en condiciones in vivo?.

Podriamos pensar que este bloqueo parcial se presenta -
como un mecanismo que asegura la fertilizacibén monospérmica
del ovocito en el remoto caso que el bloqueo primario (a ni-
vel de la zona pelicida) fallara y que este bloqueo parcial
funcionara Gnicamente cuando numerosos espermatozoides se en
cuentren en el espacio perivitelino.

Alln cuando al desnudar los ovocitos, éstos fueron ex---
puestos durante muy corto tiempo (solo el minimo suficiente
paia disolver la zona peléicida)a la accién de la tripsina, -
son vélidas dos preguntas: i(Hasta que punto la tripsina usa-
da para disolver la zona pelficida afectd la membrana plasmé-
tica?. ¢Cambidé por esta razébén la conformacidén de la membrana
plasmatica, cambiando también el mecanismo de interaccién --
esperma-ovocito de como ocurre naturalmente?. Esta pregunta
podria contestarse si se desnudaran los ovocitos mecanicamen

te.
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Por otro lado queda la posibilidad de investigar el me-
canismo por el que este bloqueo parcial se establece a nivel
de la membrana plasmitica descartando por supuesto algln blo
queo eléctrico (Miyasaki e Igusa, 1984).

Podemos pensar en algiin mecanismo quimico exclusivamen-
te (cambio de conformacién del sitio receptor del espermato-
zoide o cambio en la concentracibén de iones, etc.) o la com-
binacién de un mecanismo quimico con un mecanismo mecdnico -
("endurecimiento" de la membrana plasmatica provocado por el
primer espermatozoide que penetra); son preguntas que quedan
abiertas y por lo tanto, sujétas a estudio posterior.

El esclarecimiento de estas y muchas otras preguntas --
nos ayudard a comprender mejor el mecanismo de fertilizacién
en hamster, en particulér.para poder sacar mayor provecho de
la particularidad que posee el ovocito de ser penetrado por

espermatozoides heterblogos incluyendo humanos.



CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos nos conducen a las siguientes

conclusiones:

1. Con respecto al grupo A, se observa que la gran mayo
ria de los ovocitos se fertilizaron monospérmicamente cum---
pliendo su papel de grupo control; o sea podemos decir que -
los ovocitos del grupo C se fertilizaron monospérmicamente -

durante la primera inseminacién.

2. En los grupos C de los experimentos 3 y 4 no hubo di
ferencias significativas. en el nimero de espermatozoides por
ovocito entre los inseminados con espermatozoides "viejos" y
"frescos" (p4{< 0.0l prueba de t) (Sokal y Rohlf, 1969) por -
lo que se descarta la posibilidad de que en el grupo C hayan
penetrado menos espermatozoides por ovocito que en el grupo
B porque los espermatozoides estuvieran perdiendo su capaci-

dad fertilizante durante el cultivo.

3. El nlmero de espermatozoides por ovocito en el grupo
C fué significativamente menor que en el grupo B (p¢¢ 0.01
prueba de t), por lo que se establece que si existe un blo--
queo parcial a la polispermia a nivel de la membrana plasmé-

tica del ovocito de hamster.
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