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Introducere

Desi pare surprinzator, in reproducerea umand, in mod natural, existd mai mult
insucces decat succes, atat din cauze naturale cat si din cauza unor influente exogene.

Fecundatia in vitro (FIV), desi are o rata de succes, la prima vedere modesta, (25-
30%) este totusi o modalitate de rezolvare pentru multe dintre astfel de cupluri.

Pentru embriolog tinta majord o reprezintd obtinerea unor embrioni de o foarte buna
calitate, cu sanse mari de implantare si de instalare a unei sarcini. Obtinerea unor astfel de
embrioni tine atit de cauze cunoscute cat si de cauze necunoscute.

Pornind de la aceste premize am considerat cd noi investigatii cu privire la
ultrastructura spermiilor, a ovocitelor recoltate, a embrionilor obtinuti, ar putea aduce date noi
cu privire la calitatea lor, date care sa ofere sugestii pentru imbunatatirea tehnicilor de
stimulare ovariand, de prelucrare a spermei, de realizare a fecundatiei si de cultivare a
embrionilor.

Credem ca orice mic pas inainte, care sa conduca in final la nasterea, in plus, chiar si a
unui singur copil, reprezintd pentru noi un obiectiv important.

Investigatiile s-au derulat pe un numar mai mare de ani pentru cd materialul pe care I-
am avut la dispozitie (ovocite, embrioni), a fost folosit pentru investigatii numai dupa acordul
cuplurilor, acord care de multe ori a fost greu de obtinut.

Premize:

De-a lungul timpului, in decursul aplicarii procedurii FIV, atat pe baza bibliografiei in
domeniu, cat si pe baza observatiilor facute in activitatea proprie de 10 ani, ne-au determinat
sd ne propunem sa facem investigatii cu privire la urmatoarele situatii:

1. Spermiile mentinute 24 de ore in mediu de culturd si-au pastrat caracteristicile
initiale cu privire la mobilitate si aspect si totusi daca ele au fost puse Impreuna cu ovocite
proaspat recoltate, nu au fost capabile sa realizeze fecundatia.

2 .La recoltarea ovocitelor se obtin ovocite cu grade diferite de maturitate: mature,
premature si postmature. Pentru fecundatie sunt preferate ovocitele mature, deoarece
ovocitele premature nu se fecundeaza. Ele 1nsa se pot matura in vitro daca sunt mentinute 24
de ore in mediu de cultura si apoi ele devin fecundabile.

Obiective:

Ne-am propus ca prin investigatii la nivel ultrastructural asupra spermiilor care au fost
mentinute 24 de ore in mediu de culturd, sa ne explicim acel comportament amintit anterior,
prin analiza calitatii integritatii morfostructurale.

Am considerat ca un studiu structural si ultrastructural, amplu, comparativ, asupra
celor 3 tipuri de ovocite ne poate furniza elemente noi pentru a ne explica de ce ovocitele
premature nu sunt fecundabile. Mentiondm faptul cad in literatura de specialitate nu exista
studii ultrastructurale, comparative, privitoare la cele doua situatii mentionate mai sus.



Materiale si metode:

Materialul biologic, spermii si ovocite umane, a fost obtinut dupa informarea
pacientilor si dupa acordarea de catre acestia al acordului scris, iIn conformitate cu normele
etice.

Materialul biologic masculin este reprezentat de spermii. Proba de sperma necesara
realizarii fecundatiei ovocitelor in vitro se recomanda a fi recoltata cu maxim 30 de minute
inainte de folosirea ei, prin masturbare.

In mod natural, spermiile se separd de lichidul seminal la nivelul tractului genital
feminin. Cercetarile efectuate au ardtat ca in lichidul seminal existd factori care inhibd
capacitatia (Yanagimachi 1994), cd expunerea prelungitd a spermiilor la lichidul seminal le
inhiba capacitatea acestora de a suferi reactia acrozomiala in vitro (Rogers si colab. 1983) si
scade capacitatea spermiilor de a fecunda (Kanwar si colab. 1979). Luand in considerare toti
acesti factori, in cadrul tehnicilor de reproducere asistatd, in cadrul laboratorului nostru am
trecut la separarea rapidd a spermiilor de lichidul seminal. Metoda de prelucrare pe care am
folosit-o, a fost metoda swim-up.

Pe parcursul anilor am modificat tehnica clasicd swim-up, din punct de vedere al
numarului de centrifugdri, a cantitdtii de mediu de cultura ce trebuie adaugat peste pellet dupa
ultima centrifugare, cat si din punct de vedere al timpului petrecut in incubator, necesar
separdrii spermiilor capabile de a realiza fecundatia. In functie de experienta embriologului si
de particularitatile fiecarei probe (timp de fluidificare, numdr de spermii mobile si felul
mobilitdtii), fiecare din parametrii amintiti anterior au fost modifcati pentru obtinerea unui
rezultat maxim din punct de vedere al selectdrii a cat mai multe spermii bine mobile (100%).

Materialul biologic feminin este reprezentat de ovocite, recoltate prin punctie
foliculara, realizata transvaginal, sub control ecografic.

Dupad incheierea punctiei, ovocitele sunt analizate la stereomicroscop si la microscopul
optic, inversat, cu contrast de faza, la marire de 200x sau 400x, pentru stabilirea gradului de
maturitate.

Cel mai important argument pentru efectuarea clasificarii ovocitelor, este stabilirea
corecta a gradului de maturare al ovocitelor in momentul realizarii inseminarii acestora,
pentru obtinerea unui procent de fecundatie cat mai mare.

Dupa Rabe (2000) clasificarea ovocitelor in functie de gradul de maturitate se face
impdrtind ovocitele 1n 3 categorii:

1. Ovocite mature: citoplasma este clara, primul glob polar poate fi vizibil, celulele din
cumulus au o densitate celulard moderatd cu o raspandire relativ uniforma in masa
gelatinoasa a cumulusului; coroana radiata are celule foliculare dispuse, mai mult sau
mai putin radiar in jurul ovocitului imbracand un aspect tipic, identificabil la
stereomicroscop si la microscopul optic

2. Ovocite postmature: citoplasma si zona pellucida sunt slab vizibile, cumulusul
oophorus si corona radiata prezintd o densitate celulard marita.

3. Ovocite imature: ovocitul este greu vizibil deoarece cumulusul oophorus prezintd o
densitate celulard mare si agregate celulare, iar celulele coronei radiata sunt foarte
dense.



In cadrul laboratorului nostru, am folosit sistemul de clasificare a ovocitelor in
functie de gradul de maturitate propus de Rabe (2000) (fig. 1,2,3,)

Fig.1 Ovocit prematur (original).

Fig.2 Ovocit matur (original).



Fig.3 Ovocit postmatur (original).

La ovocitele mature am realizat inseminarea la 2 ore dupd punctia foliculara, iar cele
post-mature le-am inseminat la maxim 30 minute dupd terminarea punctiei foliculare.
Ovocitele imature le-am cultivat pentru 24 ore in vitro pentru maturare si abia apoi s-a facut
inseminarea.

Numarul de spermii recomandat pentru efectuarea insemindrii ovocitelor este de
100.000 spermii 100% bine mobile/godeu.

Controlul fecundatiei s-a efectuat in cadrul laboratorului nostru, ca reguld, la 16 ore
dupa realizarea insemindrii. Ovocitul fecundat prezinta 2 pronuclei. Prezenta pronucleilor
reprezinta primul semn vizibil al fecundatiei, ambii pronuclei trebuie sa apard simultan si in
pozitie aliniata. (fig.4)

Fig.4 . Ovocit uman in stadiul de 2 pronuclei (original)

Embrionii umani de calitate bund, obtinuti in vitro, prin tehnicile de reproducere
asistatd, reprezintd unul dintre scopurile principale ale metodelor de cultivare in vitro. In
ultimii ani, tehnicile de reproducere asistata s-au dezvoltat foarte mult, astfel incat aproape
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toate formele de patologie se pot corecta si rezolva, mai putin una: calitatea ovocitelor. Prin
calitatea ovocitelor Intelegem capacitatea acestora de a forma embrioni viabili, capabili de
implantare si de a da nastere unui copil. Cu toate cd, pe masurd ce stiinta progreseaza, se
imbundtitesc protocoalele de stimulare ovariand, implicit calitatea ovocitelor, limitarea
succesului procedeelor de reproducere asistata constd, printre altele si 1n incapacitatea de a
obtine ovocite de calitate buna, respectiv embrioni de calitate buna.

In scopul evaluarii embrionilor umani, noi am folosit sistemul de evaluare al

embrionilor pus la punct de catre Edwards (1995) la Bourn Hall Clinic Anglia care presupune
clasificarea embrionilor in 6 categorii:

1.

(9]

Embrioni gradul 1: Embrionii au blastomere egale, regulate, sferice, nu foarte inchise
la culoare, cu zona pellucida intactd. Embrionii de gradul 1 au foarte putine
fragmentiri, sau chiar deloc (mai putin de 10%). Incadrarea embrionilor in fiecare
grupd este un subiect de disputa deoarece aici intervine experienta si subiectivitatea
embriologului. Numadrul de blastomere este de asemenea important, si trebuie sa fie
conform standardului.

Embrioni gradul 2: Embrionii au blastomere inegale sau de forma neregulatd, iar
fragmentarile sunt sub 50%.

Embrioni gradul 3: Embrionii prezintd fragmentari in procent de 50%. Restul
blastomerelor trebuie sa fie cel putin de gradul 2, iar zona pellucida este intacta.
Embrioni de gradul 4: Mai mult de 50% din blastomere sunt fragmentate, iar restul
celulelor par a fi viabile.

Embrioni de gradul 5: Zigoti ramasi in stadiul de 2PN.

Embrioni de gradul 6: Embrioni cu blastomere lizate, contractate sau foarte inchise la
culoare.

Fig.5 Embrion uman in stadiul de 2 celule (original).



Fig. 6 Embrion uman in stadiul de 3 celule (original).

Fig.7 Embrioni umani in stadiul de 6 celule (original).



Fig.8 Blastocist uman incipient (original).

Fig.9. Blastocist expandat si eclozat (dreapta) (original).



Rezultate obtinute privind calitatea materialului biologic masculin-calitatea spermei.

Pe parcursul celor 9 ani, am efectuat 5558 spermograme. Rezultatele obtinute le-am
analizat ludnd 1n considerare mai mulfi parametri: varsta pacientilor, numarul de zile de
abstinenta sexuala, numar de spermii/ml, procentul de spermii mobile, morfologia spermiilor.

La fmpdrtirea pe grupe in functie de numarul spermiilor, am luat in calcul valoarea de
5 mil/ml considerata de Bostofte si colab (1982) ca valoarea limita pentru realizarea
fecundatiei in vitro.

Din totalul de 5558 spermograme efectuate, raspandirea cazurilor in functie de
diagnostic este urmdtoarea:

- azoospermie: 446 cazuri-8.02 %,

- oligospermie: 3524 cazuri < 25 mil/ml —63,39 %,

- defalcat pe subgrupe situatia este:
- <5 mil/ml: 893 cazuri-16.06% (oligospermie severa)
- intre 5 si 10 mil/ml: 1279 cazuri- 23.01%,
- Intre 10 si 25 mil/ml: 1352 cazuri- 24.32%,
- normospermie: 1588 cazuri >25 mil/ml: - 28.59%.

Grupe de | azoospermie oligospermie normospermie
diagnostic 3524 cazuri= 63,39% 1588
cazuri=28.59
%

<5mil/ml | Intre 5 si| Intre 10 si
10mil/ml 25 mil/ml | >25 mil/ml

Numar de | 446 cazuri 893 cazuri | 1279 1352 1588 cazuri
cazuri cazuri cazuri
Procent 8.02% 16.06% 23.01% 24.32% 28.59%.

Tabel.1 Corelatie intre numarul de cazuri si grupele de diagnostic.
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DISTRIBUTIA PE GRUPE DE DIAGNOSTIC
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Grafic 1. Corelatie Intre numarul de cazuri si grupele de diagnostic.
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Analizand datele obtinute remarcadm faptul ca procentul de cazuri cu oligospermie
reprezintd 63,39%, pe cand cazurile de normospermie reprezintd doar 28,59%, ceea ce
reprezintd o diferentd semnificativa si care reprezinta un serios semnal de alarma.

Daca ludam Impreuna cazurile de azoospermie (8,02%) cu cele de oligospermie severa
(16,06%) constatdm ca numarul cazurilor cu probleme foarte serioase (24,08%) reprezinta un
procent neasteptat de mare.

Rezultate privind calitatea materialului biologic feminin-calitatea ovocitelor.
In ceea ce priveste tipurile de ovocite recoltate, acestea au fost impartite in 3 grupe
principale: premature, mature, postmature.

An Nr.ovocite Nr. Ovocite | Nr. Ovocite
premature mature postmature
2000 65 (5,24%) 1116 (90%) 60 (4,76%)
2001 60 (5,35%) 1008 (89,9%) 53 (4,76%)
2002 36 (5,76%) 555 (88,80%) | 34 (5,44%)
2003 32 (5,48%) 525 (90%) 27 (4.62%)
2004 27 (5,83%) 416 (89,95%) |20 (4,32%)
2005 9 (15,73%) 140 (89,18%) | 8 (5.09%)
2006 13 (2,56%) 473 (93,30%) | 21 (4,14%)
2007 12 (4,88%) 223 (90,65%) | 11 (4,47%)
2008 21 (4,49%) 429 (91,67%) | 18 (3,84%)
2009 5 (10%) 41 (82%) 4 (8%)
Total 280 (5,2%) 4926 (90,1%) 256 (4,7%)

Tabel. 2 Comparatie intre numdrul de ovocite premature, mature si postmature obfinute la
punctiile foliculare (defalcate pe ani).
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COMPARATIE INTRE NUMARUL DE OVOCITE PREMATURE, MATURE SI POSTMATURE OBTINUTE LA
PUNCTIILE FOLICULARE
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Grafic.2 Comparatie intre numarul de ovocite premature, mature §i postmature obtinute la
punctiile foliculare (defalcate pe ani).

Constatam ca procentele obfinute sunt similare cu cele din literaturd (Yong si
colaboratorii 1998).

Rata de dezvoltare a embrionilor pe parcursul cultivarii.

Dezvoltarea preimplantationald a embrionilor in vifro este influentatd de numerosi
factori. Compozitia mediilor de culturd, caliatatea materialului biologic masculin, conditiile
din cadrul laboratorului, respectarea tuturor masurilor de igiend si de prevenire a infectiilor, si
nu in ultimul rand calitatea ovocitelor sunt factori care contribuie la obtinerea de embrioni de
caliatate superioara. Calitatea ovocitelor poate fi modificatd in sens pozitiv (dar si negativ) de
stimularea ovariana, tipul de protocol si de medicatie aleasa.

Din totalul ovocitelor obtinute la punctiile foliculare efectuate in cadrul laboratorului
nostru 1n perioada luata in studiu, 5462 de ovocite, 287 au fost premature, 4919 au fost
mature iar 256 au fost postmature. Inseminarea ovocitelor s-a fiacut la intervale de timp
diferite, pentru ovocitele postmature, inseminarea a fost efectuatd la maxim 30 de minute
dupa recoltarea ovocitelor, iar pentru ovocitele mature am efectuat inseminarea la 2 ore dupa
punctia foliculard. In cazul ovocitelor premature, conduita abordatd de noi a fost cultivarea
ovocitelor premature pentru 24 de ore, si dupa acest interval am trecut la inseminarea
acestora. Rata fecundatiei a fost diferitd. In cazul ovocitelor premature rata fecundatiei a fost
de 91%, pentru cele mature a fost de 96% iar pentru cele postmature a fost de 89%, cu o
medie de 92%.
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Gradul de | Ovocite Ovocite mature | Ovocite
maturitate premature postmature
Rata 91% 96% 89%
fecundatiei

Tabel.3 Corelatie intre gradul de maturitate al ovocitelor si rata fecundatiei.

CORELATIE INTRE GRADUL DE MATURITATE AL OVOCITELOR SI RATA FECUNDATIEI
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90%

84%

Ovaocite premature maturate

in vitro

Ovocite mature
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O Rata fecundatiei

Rata fecundatiei

Grafic.3 Corelatie intre gradul de maturitate al ovocitelor si rata fecundatiei.
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Rezultate privind studiile ultrstructurale asupra materialului biologic.
Studii privind ultrastructura materialului biologic masculin.

Studiile pe material seminal au avut drept scop studiul ultrastructural al spermiilor
proaspat recoltate, comparativ cu aspectele ultrastructurale al spermiilor aflate la anumite
intervale de timp de la momentul recoltarii lor:

- fixate imediat dupa prelucrarea necesard pentru adaugarea lor la mediul de
culturd (metoda swim-up) in vederea realizarii fecundatiei, (mediu in care in
mod obisnuit, se afla ovocitele);

- spermii care au petrecut in incubator, in mediu de culturd, in absenta
ovocitelor, anumite intervale de timp: 1,3,6,18 ore, pentru a vedea daca, in
absenta ovocitelor, spermiile capacitate suferd modificari ultrastructurale.

Aceste investigatii au fost sugerate de constatarea noastra ca spermiile care au petrecut
18-20 de ore (peste noapte) in mediul de culturd in absenta ovocitelor, nu mai au capacitate
fecundativa, dacd dupa acest interval sunt puse in mediu de culturd cu noi ovocite. Astfel de
situatii au aparut atunci cand la recoltarea ovocitelor acestea erau premature §i prin urmare a
fost necesara maturarea lor in vitro, timp de 18-20 de ore. In astfel de situatii s-a impus din
nou recoltare de sperma proaspata.

Pe de altd parte investigatiile privind ultrastructura diferitelor tipuri de ovocite,
prezigoti, embrioni in diferite stadii de dezvoltare, au evidentiat prezenta in zona pelucida a
acestor stadii, a spermiilor (cu care ovocitelor au fost in contact 18-20 de ore). Prin urmare si
aceste aspecte au fost analizate.

Studii pe material seminal.

Imaginile obtinute la probele cu spermii proaspete evidentiaza aspectul tipic al unei
spermii umane. Capul spermiei are forma tipicd, pe unele imagini se vad cateva zone
vacuolare in masa de cromatind nucleard condensatd ce alcatuieste capul In cea mai mare
parte a lui. Jumatatea anterioara a capului (de forma ascutitd) este acoperitd de acrozom care
are o densitate electronopticd mai mica decat capul spermiei. Acrozomul are o0 membrana
acrozomiald internd (inspre capul propriu-zis), matricea acrozomiald $i membrana
acrozomiald externa.

La baza capului in zona numitd gdtul spermiei se observa foarte bine centriolul
proximal de la care porneste axomema cozii. Prima regiune a cozii se numeste piesa
intermediara $i este portiunea prima a cozii, la care in jurul axonemei avem teaca
mitocondriala. (fig.10)

Pe sectiune transversala la nivelul piesei intermediare se disting foarte bine plasmalema
spermiei, stratul de citoplasma, mitocondriile tecii, cele 9 condensari fibrilare, iar mai in
inetrior se disting cele 9 dublete de microtubuli caracteristice structuri unui flagel (fig.14).
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Fig. 10

Chiar si in cazurile de normospermie, pe langd formele normale, am observat o
impresionanta varietate de forme anormale, mobile §i care la microscopul optic nu se
vad.(fig.11, 12, 13)

Fap =




Observatiile facute pe spermiile fixate la 3 ore de incubatie in mediu Ham-s F-10
evidentiaza faptul ca spermiile au aspect ultrastructural normal.(fig.14)
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Fig.14
La 6 ore de incubatie, mediul de culturd devine mai acid (se constata prin modificarea
culorii mediului), probabil datoritd eliberarii unei cantitdti de hiluronidaza din vezicula
acrozomiald si posibil si datoritd aparitiei in mediu de specii reactive ale oxigenului. Aspectul
ultrastructural al acestor spermii si mai ales al acrozomului este absolut normal.(fig.15).
La un procent relativ scazut de spermii (10-15%) se observa dilatari si chiar rupturi ale
plasmalemei spermiilor.
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Fig.15
Modificari structurale semnificative au fost observate la spermii, dupda 18 ore de
incubatie Tn mediu de cultura. Astfel un numar insemnat de spermii (circa 30-40%) prezintd o
dilatare a acrozomului, matricea acrozomiald are un aspect electronoptic mai putin dens si
sunt prezente chiar vezicule Tn matricea acrozomiala (fig.16).




Se observa un numar mic de spermii la care capul are aspect mai pal, probabil,
cromatina este mai decondesata, acrozomul mai dilatat, aspect ce poate fi interpretat ca aceste
spermii sunt probabil moarte. (fig.17).

Fig. 17

Aspectul acrozomului la spermiile incubate 18 ore Tn mediu de cultura, il putem
interpreta ca fiind cauza pentru care aceste spermii nu mai sunt capabile sa fecundeze, desi ele
sunt foarte mobile si aspectul lor la microscopul optic este absolut normal. Aceste spermii,
prin prelucrarea initiala pentru swim-up, practic au fost capacitate.

Probabil ca in timpul celor 18 ore petrecute in mediul de culturd, moleculele proteice
de pe capul spermiei capabile sa recunoasca portiuni specifice din lanful carbohidrat al
glicoproteinei de tip ZP3 (portiunile terminale ce contin galactoza) din zona pelucida, sufera
modificari care nu le mai permit sa recunoascd glicoproteina ZP3 si sd realizeze legarea
capului spermiei la zona pelucida.

In acest contxt, asertiunea din literaturd potrivit careia, in vivo, spermiile isi pastreazi
capacitatea fecundantd timp de cel putin 24 ore in tractul genital feminin, pornind de la
constatarea ca spermiile isi pastreazd mobilitatea, trebuie privitd cu o anumitd rezerva.
Aceasta deoarece spermiile care au ajuns in trompele uterine sunt deja capacitate inca din
timpul petrecut in cavitatea uterind. Desigur ca aceastd interpretare are la baza constatarile
din vitro si este posibil ca in vivo conditiile din lichidul in care Tnoatd spermiile prin trompele
uterine sd aibd parametri biochimici adecvati, astfel incat sa nu existe conditiile fizico-chimice
nefavorabile pe care le Intdlnim in vitro si care sa inducd modificarile ultrastructurale pe care
le-am amintit mai sus.
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Studii ale materialului biologic masculin pe ovocite premature nefecundate.

La majoritatea ovocitelor gasite, la controlul de la 18 ore dupa inseminare, ca fiind
nefecundate, au fost observate spermii atasate la zona pelucida. Pe preparatele de microscopie
electronica am observat urmatoarele aspecte:

- spermiile Tmplantate Tn zona in cele mai multe cazuri sunt situate mai aproape
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Fig. 19
Membrana acrozomiald externa pare a fi fenestrata, probabil evidentiaza un inceput
de reactie acrozomiald, aspectul electronoptic al capetelor spermiilor nu indica procese de
decondensare a cromatinei, in jurul spermiilor, in zona pelucida exista o usoara rarefiere a
texturii macrmoleculare a zonei ceea ce pare sd indice o anumita activitate a enzimelor
acrozomiale (fig.20).
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Fig. 20
Pe imaginile obtinute de la stadiul de prezigot, embrioni aflati in diferite stadii de
segmentare, 3,5,8 celule, deasemenea 1n zona pelucidd sunt prezente spermii atasate la
marginea externd a zonei pelucide (fig.21, 22).
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Fig. 22

Chiar si la stadiul de blastocist in zona pelucida se pot observa spermii.in Fig.
23 se observa o celula din trofoblastul blastocistului si zona pelucida cu un cap de
spermie si cozi in sectiune transversala.
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Fig. 23

Concluzii asupra spermiilor.
Descrierea secventiala a ultrastructurii spermiilor care au petrecut diferite perioade de
timp Tn mediul de cultura (3,6,18 ore) in absenta ovocitelor, nu a mai fost semnalatd in
literatura.
Studiul nostru arata ca ultrastructura spermiilor la o ora si la 6 ore de incubatie este
normala, spermiile fiind apte pentru a fecunda.
Dupa 10-12 ore de incubatie apar modificari ultrastructurale care indica procese de
alterare, care aratd ca spermiile nu mai fecundeaza.
Modificarile ultrastructurale, descrise de noi, la spermiile care au stat cel putin 18 ore in
mediul de culturd sunt:
dilatarea acrozomului,
matricea acrozomiala cu aspect electronoptic mai putin dens,
prezenta unor vacuole in matricea acrozomiala,
fenestrarea membranei externe acrozomiale.
aspect electronoptic mai pal al nucleului, ceea ce ar indica un proces de
degenerescenta.
Acrozomul este structura cea mai puternic modificata, indicand un Inceput de reactie
acrozomiala.
Aceste modificari explica de ce spermiile nu 1si pastreaza capacitatea fecundanta nici
macar 18 ore in mediu de cultura n absenta ovocitelor.
Afirmatia existenta in literatura de specialitate, conform careia spermiile isi pastreaza
capacitatea fecundanta timp de cateva zile nu este sustinuta de cercetdrile noastre.

vV vVvVvVew
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Aspectele descrise la diferitele stadii embrionare surprind prin faptul ca aspectul
electronoptic al spermiilor atasate la zona pelucida, la toate stadiile anlizate, demonstreaza
o stabilitate remarcabila a condensarii cromatinei .

Densitatea electronoptica a capetelor spermiilor atasate la zona pelucida este aceeasi chiar
si dupa 4-5 zile petrecute in mediul de culturad (cazul blastocistilor), nefiind evidentiate
procese de decondesare a cromatinei sau alte aspecte care sa indice eventuale procese
degenerative, demonstrand capacitatea de conservare a zonei pelucida.

Imagini cu matrialul nuclear decondensat (degenerare) nu am observat la niciunul din
stadiile embrionare analizate (prezigot, embrioni de 4-5 celule, blastocist).

Studii privind ultrastructura ovocitelor aflate in diferite stadii de maturare.

Unul din parametrii calitatii ovocitelor se accepta cd este reprezentat de gradul de
maturitate al ovocitelor recoltate. Atat pe baza observatiilor noastre anterioare cat si pe
baza datelor din literaturd, la recoltare in general se pot obtine trei tipuri de ovocite:
imature, mature si postmature, luand ca parametru de referinta, aspectul la microscopul
optic al coroanei radiata si cumulusului ovocitului. Desigur ca stadiul optim pentru a
obtine fecundatia, este cel de ovocit matur.

Investigatii amanuntite la nivel ultrastructural a celor trei categorii de ovocite va
permite o caracterizare ultrastructurald a fiecarui tip de ovocit, precum si evidentierea
unor eventuale diferente la nivel ultrastructural, intre cele trei tipuri de ovocite.
Caracterizarea ultra-structurald va permite si stabilirea unei corespondente intre aspectul
ultrastructural al ovocitului si aspectul sdu In microscopia optica.

Mentionam ca potrivit cu normele etice, am folosit pentru investigatiile propuse
doar ovocitele si embrionii supranumerari $i pentru care am avut acordul expres al
cuplurilor respective.

Analiza si studiul sutelor de imagini de microscopie electronica obtinute de la diferite
tipuri de ovocite fixate (mature, imature, postmature, nefecundate si maturate in vitro), au
evidentiat o serie de aspecte, unele dintre ele descrise si 1n literatura de specialitate,multe
dintre ele fiind nsd aspecte inedite, nedescrise in literatura.

Ovocitul matur.

La microscopul optic ovocitul matur este identificat dupa aspectul cumulusului si mai
ales al coroanei radiata. Celulele din cumulus au o raspandire relativ uniforma in masa
gelatinoasd a cumulusului. Coroana radiata are celule foliculare dispuse, mai mult sau mai
putin, radiar in jurul ovocitului imbracand un aspect tipic, identificabil la steromicroscop si la
microscopul optic (fig.24, 25)
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Fig. 25
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Ultrastructura ovocitului matur.

Coroana radiata.

Ultrastructura acestor celule este diferitd de cea a ovocitului si ele au aspect tipic de
celuld eucariota. Caracteristic pentru majoritatea dintre ele este prezenta a numeroase vezicule
de secretie pline cu material de natura lipidica (probabil hormoni estrogeni). In citoplasma
acestor celule sunt bine exprimate organitele implicate in procese de sinteza. Sunt prezente
complexul Golgi, mitocondrii numeroase de tip filamentos, reticul endoplasmic rugos, reticul
endoplasmic neted sub forma veziculard, vezicule lipidice. Nucleul acestor celule este mare
de forma sferica sau neregulata prezinta un nucleol cu aspect reticulat (fig.26,27)
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Zona pelucida. La microscopul optic apare ca o coaja (invelig) gelatinos in jurul
ovocitului. Imaginile de SEM ne evidentiaza cd zona pelucidd este o tesatura de
macromolecule glicoproteice filamentoase, care alcatuiesc un invelis gros de circa 10-15
micrometri in jurul ovocitului.

Zona pelucida are o densitate electronoptica mai mare pe fata internd si mai mica pe
fata externd. Marginea externd a zonei pelucide avand un aspect mai rarefiat prezintd
numeroase neregularitafi comparativ cu fata internd a zonei pelucide care un aspect mult mai
uniform (fig.28,29)
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Citoplasma ovocitului. In citoplasma ovocitului matur gasim organite prezente in orice
celuld eucariotd, dar cu anumite particularitati specifice, precum si structuri caracteristice

ovocitului.

Mitocondriile sunt numeroase, au forma sfericd cu densitatea electronopticd mare
(cristele cu greu se pot distinge);

Reticulul endoplasmic este abundent, dar numai sub forma de reticul endoplasmic
neted (REN); nu se prea observa prezenta de reticul endoplasmic rugos (RER) sau
de ribozomi. REN-ul este prezent sub forma unor vezicule cu diametre variabile ce
contin 1n interior un material amorf filamentos, mediu electron-dens, cu aspect
electronoptic asemanator celui din zona pelucida ;

Complexul Golgi, nu foarte frecvent, este prezent in zona centrald a ovocitului si
are aspectul tipic cu sacii golgieni usor dilatati.

Ovocitul matur nu prezintd nucleu, el aflandu-se in metafaza a II-a a meiozei si
prin urmare in citoplasma perifericd, in dreptul primului glob polar este prezent
fusul de diviziune cu condensdrile cromozomiale aferente.

La periferia citoplasmei sunt prezente elementele caracteristice ale ovocitului
matur — granulele corticale -, formatiuni sferice dispuse pe 1-2 randuri, cu aspect
electron-optic dens datoritd confinutului lor enzimatic-proteic, cu rol important n
prevenirea polispermiei (fig.30,31)
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Fig. 31
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Ovocitul imatur.

La microscopul optic ovocitul imatur este identificat dupd aspectul cumulusului si mai
ales al coroanei radiata. Astfel cumulusul are o raspandire mai neuniforma a celulelor,
existand ici colo mici aglomerdri celulare. Coroana radiata are celule foliculare strans
agregate 1n jurul ovocitului. Aspectul coroanei radiata este relativ usor de cuantificat, mai ales
in comparatie cu aspectul caracteristic al coroanei radiata de la ovocitul matur (fig.32)

Fig.32.

Ultrastructura ovocitului imatur.

Ultrastructura ovocitelor imature fixate imediat dupa recoltare evidentiaza cateva
aspecte caracteristice inedite nesemnalate inca in literatura de specialitate.

Coroana radiata.Celulele coroanei radiata la ovocitul imatur sunt mai strans
impachetate comparativ cu cele de la ovocitul matur (multe celule au forma piriforma),
aspect ce se observa bine si pe imagini de microscopie electronica (fig.33).
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Spre deosebire de celulele de la ovocitul matur aici multe celule ale coroanei
radiata au nucleul cu 2 nucleoli de tip reticulat, evidentiind un intens proces de sinteza
proteica (fig.34, 35)




Zona pelucida

Zona pelucida are in general aspectul descris la ovocitul matur, cu partea externa
mai rarefiata si partea internd mai densd, cu granulatii si fibrile electronoptic dense.

Caracteristic pentru zona pelucida de la ovocitele imature este faptul ca aceasta
nu este incd pe deplin edificatd. Aceastd concluzie se desprinde din constatarea ca fata
internd, mai ales 1n regiunea in care spatiul perivitelin este foarte mic, este puternic
neregulatd. Dinspre ovocit pornesc spre zona pelucida ,,punti” formate dintr-un material
cu acelasi aspect electronoptic ca si materialul din care este alcatuitd zona pelucida
(fig.36, 37).

Spatiul perivitelin se caracterizaza printr-o mai mare abundentd de microvili
emisi de ovocit (fig.36)

35



Fig. 36.

Citoplasma.

Citoplasma ovocitului imatur prezintd elementele structurale descrise la

citoplasma ovocitului matur cu anumite deosebiri.

- Veziculele de REN sunt mult mai abundente,

- Sunt prezente numeroase vezicule de secretie ce contin un material filamentos
de aceiasi consistentd si nuanta electronopticd cu materialul ce intrd in structura
zonei pelucide. La mariri mari se observa foarte bine astfel de vezicule surprinse
in plin proces de eliminare a continutului lor prin exocitoza in spatiul perivitelin.

Prin acest proces este eliberat in spatiul perivitelin materialul sintetizat in citoplasma
ovocitului, (glicoproteine si proteoglicani), material, ce va deveni parte componenta a tesaturii
macromoleculare a fetei interne a zonei pelucide, aspecte evidentiate In premiera.

In citoplasma periferica a ovocitului imatur am observat un numar extrem de redus de

granule corticale, comparativ cu ovocitul matur, acesta fiind inca un aspect specific ovocitului
imatur (fig. 37).
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Fig. 37.

Ovocitul postmatur.

Ovocitul postmatur recoltat poate fi recunoscut la stereomicroscop si microscopul
optic, dupa aspectul cumulusului si al coroanei radiata.

Cumulusul, cantitativ este mai putin, probabil datoritd consistentei mai mici a gelului
si probabil ca pentru acelasi motiv celulele foliculare din cumulus sunt puternic aglomerate.
Coroana radiata are celule numeric mai putine, strans adunate in jurul ovocitului (fig.38)
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Fig. 38

Ultrastructura ovocitului postmatur.
Celulele coroanei radiata sunt mai strans asezate si atasate la zona pelucida comparativ cu
ovocitul matur, In general cu aspectul tipic de celule producatoare de compusi steroidici (cu
vezicule lipidice caracteristice), dar sunt prezente si celule cu semne de imbatranire
(degenerescentd) — corpi reziduali, dilatari vacuolare, (fig. 39), iar printre celule se vad multe
fragmente celulare. (fig. 40).
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Citoplasma.
La nivelul citoplasmei ovocitului postmatur putem decela semne clare
degenerescenta a acesteia.
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- In zona centrald a citoplasmei sunt prezente aglomerari vacuolare- vacuole
autofagice, care probabil provin prin vacuolizarea si dilatarea veziculelor de REN, iar in
citoplasma periferica apar aglomerari mitocondriale. (fig.41)
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- La periferia citoplasmei se pot identifica granule corticale, fie dispuse in
unistrat, fie sub forma de aglomerari de granule corticale.(fig.42)
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Fig. 42.
» Launele ovocite citoplasma este ratatinata, ovocitul avand o forma neregulata.
» Se pot identifica zone cu densitate electronoptic mai mica.

Ovocite mature nefecundate.

Studiul sectiunilor obtinute de la ovocite care la 24 ore de la recoltarea si inseminarea
ovocitelor, la controlul fecundatiei, au fost diagnosticate ca fiind nefecundate, au evidentiat
cateva aspecte interesante.

a). O parte dintre ovocitele nefecundate examinate au prezentat aspecte ultrastructurale
asemandtoare cu aspectele evidentiate la ovocitele postmature. Pe sectiuni semifine se vad
foarte bine: zona pelucida cu capete de spermii atagate, spatiul perivitelin cu microvili iar in
citoplasma ovocitului se intrevid zone de citoplasmd mai slab colorate. In citoplasma se
observa: mitocondrii, vezicule REN, zone slab electronodense inconjurate de mitocondrii,
corpi multiveziculari. Aceste date ne fac sa credem ca in momentul recoltdrii aceste ovocite
aveau deja alterari ultrasturcturale, care de fapt au condus la nerealizarea fecundatiei. (fig.
43)
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O alta parte din ovocitele nefecundate mature examinate, au prezentat aspecte
ultrastructurale caracteristice ovocitului matur, in citoplasma fiind prezente multe
mitocondrii, vezicule de REN, microvili in spatiul perivitelin, zona pelucida cu aspect
caracteristic. In marginea externi a zonei pelucide sunt prezente capete de spermii. (fig.44)

O deosebire ultrastructurald importanta fata de ovocitul matur, este ca la aceste ovocite
numadrul granulelor corticale din citoplasma perifericd este mult mai mic. (fig.45).
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Maturarea in vitro a ovocitelor imature.

Pentru a mari sansele de succes, in procedeele FIV, se are in vedere obtinerea unui
numdr crescut de embrioni calitativ buni, ceea ce constituie un deziderat strict necesar.

Dupa cum am afirmat si anterior, ovocitele recoltate dupa o stimulare hormonala nu sunt
toate Tn acelasi stadiu de maturatie, astfel ca la o punctie ovariana se obtin alaturi de ovocite
mature aflate in metafaza a II-a meiozei, si un procent de 15-20% ovocite imature care nu se
vor fecunda.

Pentru a inlatura acest neajuns, in ultimii ani s-au incercat diferite variante de tehnici
care sd ducd la maturarea in vitro a ovocitelor imature.

O astfel de procedurd devine strict necesara in cazul In care in urma stimularii ovariene
se dezvolta un numar mic de foliculi si se recolteaza un numar mic de ovocite unele dintre ele
fiind imature.

Dupa recoltare ovocitelor, a fost apreciat (la microscopul optic) gradul lor de
maturitate, ovocitele socotite imature au fost separate de restul ovocitelor si au fost trecute in
mediu de cultura proaspat (Ham F-10, sau IVF-Medicult).

Pentru a induce maturarea, ovocitele imature au fost pastrate in incubator la 37°C, 5%
CO,, timp de 24 de ore in mediile amintite.

Dupa 24 ore s-a controlat aspectul cumulusului si al coroanei radiata, s-a apreciat
gradul de maturare si in proportie de 90% ovocitele imature s-au maturat. La astfel de ovocite
s-a facut inseminarea cu spermii capacitate, proaspat recoltate.

A doua zi, la 18-20 de ore de la inseminare, s-a facut controlul fecundatiei. in
proportie de 95-100% aceste ovocite, maturate 24 ore in incubator, s-au fecundat si ulterior au
dat nastere la embrioni cu un ritm bun de dezvoltare, cu aspect normal fara fragmentari.

Aceste rezultate ne-au determinat sd analizadm ultrastructura ovocitelor maturate in
vitro, comparativ cu cea a ovocitele maturate in vivo.

Asa cum era de asteptat, ovocitul imatur, maturat in vitro, in absenta spermiilor,
prezinta aspecte ultrastructurale foarte apropiate de cele ale ovocitului maturat in vivo si
diferite fata de cele descrise la ovocitul imatur. Deci maturarea in vitro a ovocitelor
imature este posibila si are aspect de normalitate.

In citoplasma ovocitului nu mai sunt prezente, decit in numir foarte mic,
veziculele de secretie prezente in citoplasma ovocitului imatur; pe fata interna a zonei
pelucide nu mai sunt prezente ,,punti” de material cu aspect asemanator celui din zona
pelucida, intre plasmalema ovocitului si zona pelucida, observate la ovocitul imatur. Mai
sunt prezente ici si colo vezicule de exocitoza. In citoplasma periferici sunt prezente
granulele corticale (mai putin numeroase comparativ cu ovocitul maturat in vivo); in
toatd citoplasma sunt prezente mitocondrii iar in spatiul perivitelin ovocitul emite o
multime de microvili. (fig.46).
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Ultrastructura ovocitului imatur, maturat in vitro, in prezenta spermiilor si
nefecundat, este asemandtoare in anumite aspecte cu cea a ovocitului maturat in vivo,
dar prezinta si unele deosebiri.

Astfel, ca si la ovocitul maturat in vivo, fata interna a zonei pelucide are aspect
regulat, in plasmalema ovocitului nu sunt prezente, decat intr-un numar foarte mic,
procese de exocitoza de material necesar pentru edificarea zonei pelucide. In citoplasma
ovocitului sunt prezente multe vezicule de REN, cu continut, amorf putin electrondens,
precum si multe mitocondrii.

Pe de altd parte nu am identificat in citoplasma perifericd a ovocitului granule
corticale. (fig.47)

Nu avem o explicatie pentru modalitatea prin care prezenta spermiilor blocheaza
constituirea granulelor corticale in citoplasma ovocitului i maturarea completa a acestuia.

De asemenea nu avem o explicatie pentru nefecundabilitatea acestor ovocite.

Pornind de la constatarea ca la nici una dintre ovocitele acestea un am observat
spermii atasate la zona pelucidd putem presupune cd moleculele glicoproteice receptor din
zona pelucida (asa numitele ZP-uri), care recunosc moleculele semnal de pe capul spermiilor
si prin intermediul carora spermiile se leagd la zona pelucida, nu se mai formeaza sau nu se
“matureaza”. Probabil cad prezenta hialuronidazei (eliberata de spermii) in mediu sa impidice
formarea sau “maturarea” ZP-urilor din zona pelucida.

Elucidarea cauzelor pentru care ovocitele imature, maturate in vitro in prezenta
spermiilor, nu se fecundeaza, necesitd noi investigatii, mai ales cd numarul ovocitelor din
aceasta categorie, pe care le-am avut pentru studiu, a fost destul de mic.
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In cazul ovocitelor fecundate pe care noi le mai numim si prezigoti, sunt vizibili
in citoplasma ovocitului cei 2 pronuclei. In interiorul pronucleilor se vad bine conturati
cate un nucleol cu aspect uniform si dens.

In citoplasma din jurul celor doi pronucleii se observa o aglomerare puternica de
mitocondrii si vezicule de reticul endoplasmic neted. Spre deosebire de ovocitele
nefecundate, mature sau imature, citoplasma perifericd a prezigotului are un aspect
uniform si congine foarte putine mitocondrii sau vezicule de secretie. (fig.48).
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Concluzii asupra ovocitelor:

»

v

Ovocitul este o celula cu caracter de unicat in lumea animala, cel putin din punct de
vedere ultrastructural. In general ovocitul are aceleasi organite celulare ca si orice alta
celula eucariota, dar aspectul, numarul si dispunerea lor este caracteristica si nu le
regasim la alte tipuri de celule ceea ce face ca imaginea de ansamblu a ovocitului sa
aiba aspect de unicat.

Studiul ultrastructurii diferitelor tipuri de ovocite, recoltate in procedurile de
reproducere umana asistatd au permis evidentierea unor aspecte ultrastructurale
caracteristice pentru fiecare tip de ovocit (prematur, matur, postmatur), unele dintre
aceste aspecte fiind inedite in literatura de specialitate.

Stadiul de ovocit prematur pana acum nu a fost analizat in detaliu iar particularitatile
structurale evidentiate de noi nu au mai fost descrise in literatura de specialitate, avand
urmatoarele caracteristici:

imaturitatea structurala a fetei interne a zonei pelucide ilustrata de intensele procese de
exocitoza detectate la nivelul plasmalemei ovocitului;

numadrul foarte mare de vezicule de REN 1in citoplasma ovocitului;

numarul mic de granule corticale 1n citoplasma periferica a ovocitului.

Stadiul de ovocit postmatur, prezinta ca si element caracteristic aspecte de
degenerare, care probabil ca explica de ce embrionii obfinuti sunt fragmentati.
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Ovocitele premature maturate in vitro in absenta spermiilor se fecundeaza, dand
nastere la embrioni de calitate buna, in timp ce ovocitele premature maturate in vitro
in prezenta spermiilor nu ajung la maturitate si nu sunt fecundabile.

Investigatiile ultrastructurale ale celor 3 stadii ne arata cu certitudine ca intre cele 3
tipuri de ovocite exista de fapt forme de trecere nedetectabile prin microscopie optica
si ca atare clasificarea ovocitelor dupa aspectul coroanei radiata si a cumulusului, la
microscopul optic are o mare doza de subiectivitate.

Pe de alta parte evidentierea heterogenitatii ultrastructurale a ovocitelor, explica de ce
existd un procent destul de mare de ovocite nefecundate, sau faptul ca embrionii cu
dezvoltare suboptimald au sanse mici sa conduca la instalarea unei sarcini.

In acest context se pune in discutie necesitatea folosirii unor procedee de stimulare
ovariana care sa conduca la situatia ca in momentul recoltarii toate ovocitele sa fie in
stadiul optim de ovocit matur, luand in considerare faptul ca exista si cazuri cand, in
urma stimularii se obtin preponderent ovocite premature (ovare polichistice).

In ceea ce priveste procedeele de stimulare ovariana, echipele FIV, adopta 2 linii de
conduita terapeutica. Majoritatea echipelor, pentru a realiza un procent mai ridicat de
sarcini, se straduiesc sa realizeze o stimulare ovariana care sa conduca la recoltarea
unui numdar mare de ovocite (5-10 ovocite), pentru a se obtine un numar mare de
embrioni transferabili. Din investigatiile noastre reiese insa faptul ca in astfel de
situatii se obtin si un numar mai ridicat de ovocite aflate in stadii mai putin optime
pentru fecundatie, cu o ultrastructura neadecvata, deci noi nu sustinem o astfel de
conduita.

Pe baza constatarilor noastre privind caracteristicile ultrastructurale ale diferitelor
tipuri de ovocite, consideram ca este absolut necesara o conduitd de stimulare
ovariana moderatd, care sa conduca la maturarea a 3-5 ovocite si astfel exista o sansa
mult mai mare de a recolta ovocite mature aflate in stadiul optim de dezvoltare.

Concluzii finale:

»

Spermiile prelucrate (capacitate) care petrec 18 ore in mediul de cultura isi pierd
capacitatea fecundanta datoritd modificarilor ultrastructurale de la nivelul
acrozomului.

Din punct de vedere clinic- practic, studiul nostru argumenteaza clar necesitatea
folosirii de spermii mentinute in mediu de culturd maxim 6-7 ore de la recoltare pentru
asigurarea reusitei inseminarii ovocitelor premature, maturate in vitro.

Pe baza datelor noastre referitoare la ultrastructura spermiilor am imbunatatit
protocolul, prin scdderea perioadei pana la inseminare, fapt care a condus la cresterea
ratei de reusita a fecundatiei cu un procent de 10%.

Aspectele ultrastructurale ale ovocitului prematur ne indica procese de exocitoza care
pledeaza pentru “imaturitatea” zonei pelucide, motiv pentru care ovocitele premature
nu se fecundeaza.

Aceste aspecte demonstreaza pe de o parte participarea importanta a ovocitului la
edificarea zonei pelucide si pe de altd parte necesitatea existentei unei zone pelucide
“mature” (complet edificate) pentru a se realiza fecundatia.
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Studiile ultrastructurale asupra ovocitelor premature, maturate in vitro,care
demonstreaza ca ultrastructura lor este asemanatoare cu cea a ovocitelor mature
maturate in vivo, sunt argumente importante pentru utilizarea acestora in procedeele de
reproducere umana asistata.

Rezultatele cercetarilor noastre asupra ovocitelor au condus la pefectionarea tehnicilor
de cultivare a acestora, avand ca rezultat obtinerea unor embrioni de buna calitate ,
astfel ca procentul de sarcini a crescut cu 2%, fiind similar procentelor de sarcini
raportate de cele mai cunoscute laboratoare din domeniu din strdinatate.

Aspectele ultrastructurale descrise la diferitele tipuri de ovocite sunt argumente
importante pentru a sustine necesitatea perfectionarii metodelor de stimulare ovariana
pentru a se obtine ovocite de o calitate foarte buna.

Datele statistice pe care le-am realizat pe o perioadd de 10 ani, reprezinta prima
cazuistica in domeniu de aceastd anvergura in Romania.
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