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Se realiza un estudio para el que se utilizaron 40 ratas oreviamente testadas y comprobada su fertilidad, de
una edad aproximada de 120 dias. Se confeccionaron dos grupos: uno. compuesto por ratas a las que se
les extirparon las glandulas parétidas (parotidectomizadas) después de ser anestesiadas con éter sulflrico;
el otro, compuesto por ratas que también fueron anestesiadas con el mismo anestésico, pero a las que sus
glandulas se les mantuvieron expuestas y manipuladas con una pinza. Este estudio tuvo como finalidad
analizar la morfologia e histoquimica de la zona pellcida del 6évulo de ratas. Se describen los distintos
aspectos del método utilizado para realizar dicho estudio, asi como los resultados obtenidos en ambos

grupos de animales.

INTRODUCCION

Con el aislamiento (Ogata et al, 1944? y
cristalizacion (Ito y Mizutanl, 1952)* de una
sustancia proteica biolégicamente activa,
considerada como una "hormona salival’
(oarotin), muchos trabaios han procurado
relacionar las glandulas salivales con el
mecanismo  endocrinolégico  (Kataglri e
Hictashiio, 1940; rawcett y Kirwood, 1954;
Takizawa, 1954; Ito, 1954; Bixler. Muhler y
Shafer, 1955; Ogata. 1955; Bixler. Webster y
Mubhler, 1956: Ito, 1960: Shafer y Muhler, 1960:
Krikos, 1966; Melhado, 1972).3-

4,5,6,7,8,9,10,11,12,13

Recientemente, el estudio morfologico e
histoquimico del tejido de granulacion [Rulli,
1969)** y tejido 6seo neoformado (Matheus,
1973)*® en ratones salivariadenectomizados y

parotidectomizados ha demostrado que
tales tejidos presentan mayor cantidad de
acido hialurénico que sus correspondientes
controles.

Con respecto a la existencia de una
interrelacion entre glandulas salivales y
aparato reproductor femenino, pocos son los
trabajos encontrados en la literatura médica.
Asi, Bixler, Webster y Muhler (1957)¢ relatan
que la desalivacion (remocion quirdrgica de las
glandulas salivales principales) de las ratas

ocasiona atrofia, disminucion del peso y
alteraciones histolégicas en el aparato
reproductor de estos animales. Afonski

(1958)'" demostré que la extirpacion de las
glandulas salivales orincipales lleva a una
nitida disminucién de la capacidad de
fecundacion de ratas. Suddinck (1960)S
sugiri6 que las glandulas salivales de los
ratones tienen una sustancia que actua en la
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actividad normal de los 6rganos femeninos de
reproduccion, y Arcieri (1973),'° observo
disminucion en el namero de hijos en cada
procreacion, asi como aumento del espacio
de tiempo entre cada fecundacién, en ratas
parotidectomizadas y salivariade-
nectomizadas.

Muchos son los autores (Wislocki et al,
1947; Harter, 1948; Catchpole et al, 1949;
Leblond, 1950; Deane, 1952; Bu no y
Hekimian, 1955; Sasso, 1961 226 que han
estudiado la membrana pellcida del 6vulo de
ratas normales y han concluido que en su
composicion existe una asociacion de
mucopolisacéridos y mucoglucoproteinas.

Segin McClean y Rowlands (1942)% la
hialuronidasa parece estar relacionada con
los espermatozoides, y Rowlands (1944)%8
demostré que esa enzima aumenta el poder
cie fecundacion de los espermatozoides.

Leblond (1950)- sugirio la existencia de
una intima relacion entre la permeabilidad del
Ovulo y la accién enzimética.

Sasso (1958)-° admitid la posibilidad de
que el mecanismo de penetracion del
espermatozoide en el O6vulo estaria
relacionado con la digestion enzimatica de la
membrana pellcida; y Lobo
(1960) ' afirm6 que es probable que las
enzimas faciliten al espermatozoide penetrar
la membrana pellcida para llegar al espacio
perivitelino.

Nuevamente Sasso (1961),-° estudiando
histoqguimicamente  évulos de algunos
mamiferos, incluso de la rata, comprobé la
existencia de acido hialurénico asociado a un
mucooolisacarido neutro, en la membrana
peldcida.

De lo que hemos dicho, vemos que debido
a la gran importancia del binomio &cido
hialurénico-hialuronidasa en el fenémeno de
la fecundacién, siempre que ocurra una
variacion cualitativa

cuantitativa que afecte el referido bi-
nomio, deben probablemente ocurrir al-
teraciones en la capacidad de fertili-
zacion.
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Como ya hemos demostrado aumento de
acido hialuronico en el tejido de granulacion y
tejido éseo en ratas parotidectomizadas,
creemos en la posibilidad de que ese
aumento pueda igualmente estar presente en
la zona peltcida del évulo de ratas cuando se
practica la extirpacién de las glandulas pa-
rétidas.

MATERIAL Y METODO

En el presente estudio utilizamos 40 ratas
previamente testadas y comprobadamente
fértiles, con edad aproximada de 120 dias que
fueron divididas en dos grupos:

En el primer grupo (parotidectomizados),
los animales después de anestesiados con
éter sulfirico, se les extirparon sus glandulas
parétidas. Los animales del segundo grupo
también fueron anestesiados con éter
sulfarico y sus glandulas par6tidas fueron
expuestas y manipuladas con una pinza
anatémica.

Para que se recuperasen de la operacion,
los animales se quedaron durante
15 dias en observacion, después de lo cual
fueron redistribuidos en 4 grupos de 10

animales, siendo 5 controles y 5
parotidectomizados. Tanto los animales
controles como los parotidectomizados,
tuvieron sus aparatos  reproductores

removidos por diseccion a los 30, 60,90y 120
dias después de la remocion de las par6tidas.

Las piezas inmediatamente después de
extraidas, fueron fijadas en liquido de Gendre
por 8 horas e incluidas en parafina. La
microtomia fue realizada con 6 mieras de
espesor Yy los ccrter, tefiidos con hematoxilina-
eosina, para el estudio histoldgico. Para el
estudio histoquimico se utilizaron las
siguientes reacciones y coloraciones: PAS
segln técnica de McManus [Lison, 1960);3!
reactivo de hierro coloidal de Hale; coloracion
con el azul Alcian pH 2,5; coloracion con el
azul de toluidina a 0,1% en solucién
amortiguadora fosfato-acido citrico (Lillie,
1954)? pH 3,0 y 7,0; hidrélisis acida
(Ouintarelli et al, 1961F° se
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guida de coloracion por el azul de Al- cian pH
2,5; tratamiento con alfa-amilasa, seguido de
la reaccion del PAS; tratamiento con
hialuronidasa testicular 150 URT mi seguido
de la coloracion por el azul de Alcian pH 2,5;
cromizacién (Lison, 1960),% seguida de colo-
racion por azul de toluidina pH 7,0.

RESULTADOS

El estudio morfolégico del 6vulo de ratas
parotidectomizadas no demostré ninguna
alteracion en cualquiera de los periodos
analizados.

Los resultados histoquimicos seran
presentados en cuadros con la siguiente
codificacion:

M = metacromasia

B = basofilia
D = dias
— = negatividad de reaccién o
coloracién

- = reaccion o coloracion discreta
-+ = reaccion a coloracién franca
+--+ = reaccion o coloracion fuerte

-+ = reaccion o coloracion intensa
DISCUSION

i

En los animales controles nuestros
resultados demostraron que la zona pelicida
del 6vulo de ratas esti constituida por una
asociacion de mucopolisacandos y
mucoglucoproteinas (figuras 1y 3), lo que esta
en concordancia con las observaciones de
Wislocki et al (1947),° Harter (1948),"
Catchpote et al (1949),%2 Leblond (1950),2®
Deane (1952),* Buno y Hekimian (1955),%°
Rizzoli (1955)%** y Sasso (1961).2¢

En los animales parotidectomizados, el
analisis por el PAS demostré que la membrana
pellicida del évulo estad constituida por esa
misma asociacion (figuras 2 y 4). Aun cuando
los cortes fueron tratados con amijasa, se
observd mayor remocién de sustancias PAS
positivas en los animales controles que en los
parotidectomizados. Esto sugiere que las
glandulas parétidas deben, por un mecanismo
endocrinologico, tener relacibn con los
estados de polimerizacién, agregaciéon o
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ambos, de las sustancias PAS positivas, ya
gue su extirpacion hace que tales sustancias
no sufran hidrélisis total por la amilasa.

Segun las observaciones de Sasso
(1961)  ,% la zona pelGcida del 6vulo de
ratas contiene 4cido hialurdnico asocia do a un
mucopolisacarido neutro. Todavia, segln este
autor, el tratamiento preso de los cortes por la
piocianina, seguido de la coloracién con el azul
de Alcian pH 2,5 demostré remocion del acido
hialurénico y persistencia de otra sustancia
acida no identificada. Nuestros resultados
histoquimicos nos permiten no sélo coincidir
con Sasso (1958 v 1961 )?®%6 en cuanto a la
presencia de acido hialurénico asociado a un
mucopolisacarido neutro en la zona pellcida
del évulo de ratas (figuras 9, 11y 13), sino que,
basados en los resultados obtenidos con la
hidrélisis acida, y posterior coloracion por el
azul de Alcian pH 2,5 sugerimos que la
sustancia &cida no identificada a que hace
referencia Sasso (1961),%° es el acido sialico
(figura 15). Nuestra interpretacion e« debida al
hecho de que, segn QuintP relli et al (1961),%
la coloracion por pi azul de Alcian pH 2,5 sufre
acentuada  disminucion  después  del
tratamiento por la hidrélisis &cida.

Asimismo, datos acumulados sugieren que
el mecanismo de penetraciéon  del
espermatozoide en el évulo esta relacionado
con la composicién histoquimica de su
membrana pellicida. Asi es que Sasso
(1958)2 admite que el espermatozoide
penetra en el Ovulo después de la
despolimerizacion de la zona pelicida por la
hialuronidasa, y Rowlands (1944),2® Tafel et al
(1948P y Leblond (1950)>® creen que no
solamente la hialuronidasa, sino también los
fluidos es- permaticos actldan en el proceso de
fecundacion. La identificacion de una sus-
tancia &cida, todavia no descrita en la zona
pellcida del 6vulo de ratas, coincide con la
hipétesis (Rowlands, 1944; Tafel et al, 1948;
Leblond, 1950; Lobo, 1960 y Sasso, 1961 )S-
35.23.30_2i (Ja que los
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espermatozoides deben tener otros ele-
mentos enzimaticos ademas de la hia-
luronidasa. Por lo tanto, basados en la
identificacion del &cido sialico en la zona
pellcida del 6vulo de ratas, podemos admitir
también la existencia de una enzima
especifica en el elemento fecundante, o sea,
la sialidasa. Nos parece que en el mecanismo
de la fecundacién deben actuar, no solamente
el binomio &cido hialurénico-hialuronidasa
descrito por Sasso (1961),-° sino también el
binomio acido sialico-sialidasa.

Ademas, cuando se comparan los re-
sultados de la zona peldcida del 6vulo de las
ratas controles y las parotidectomizadas,
observamos que en estas Ultimas ocurre
aumento de la cantidad de acido hialurénico y
de acido sidlico (figuras 10, 12, 14 y 16).

Estos hallazgos estan de acuerdo con la
teoria de Suddick (1960),'> de que las
glandulas salivales contienen una sustancia
gue actia en los oOrganos femeninos de
reproduccion, y ese aumento de &cido
hialurénico y &cido sialico en la membrana
pelicida del dvulo de las ratas
parotidectomizadas quizas pueda explicar por
gué, segun Afonsky (1958)7 y Arcieri
(1973),%* ocurre disminucién de la capacidad
de fecundacion en ratas
salivariadenectomizadas. Nuestros
resultados sugieren que muy probablemente
el aumento de la cantidad de acido hialurénico
y é&cido sialico, mas el aumento de la
polimerizacién, agregacion o ambas, de las
gluco, mucoproteinas o ambas, dificulta y, a
veces, hace que sea imposible la penetracion
del espermatozoide en el 6vulo, ya que la
cantidad de hialuronidasa y sialidasa
existentes en condiciones normales en el
elemento fecundante, seria insuficiente para
producir la despolimerizacion de una zona
pellicida con modificaciones del punto de
vista cualitativo y cuantitativo.

Nos parece que las alteraciones de los
binomios &cido hialurénico-hialuronidasa y
acido sialico-sialidasa, asi como las
modificaciones del estado de polimerizacion,
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agregacion o ambas, de las gluco,
mucoproteinas o ambas, en la zona pellcida
del 6vulo de las ratas parotidectomizadas,
serian los factores responsables por la
disminucién del poder de fecundacién de
estos animales.

El aumento de &cido hialurénico en
animales parotidectomizados ya ha sido
demostrado en la sustancia fundamental del
tejido de granulacién (Rulli, 1969)* y en el
tejido 6seo neoformado (Matheus, 1973).’

Segun este Ultimo autor, la extirpacién de
las glandulas parétidas ocasiona un aumento
de los mucopolisacaridos acidos que tienen
aumentada su sintesis. Este mecanismo
quizas explique por qué razén hay mayor
proporcidon de &cido hialurénico y de é&cido
sialico en la zona peldcida de las ratas
parotidectomizadas.

La presencia de mucopolisacaridos
neutros en el nivel de la zona pellcida del
Ovulo de ratas, observada por la cromizacion
azul de toluidina pH 7,0 y descrita por Sasso
(1961),-° y la ausencia de mucopolisacaridos
acidos sulfatados observada por la reaccion
con el azul de toluidina pH 3,0 (figura 17), ha
sido confirmada en el presente trabajo
(figuras 19 y 21), aunque tales sustancias no
hayan sufrido ninguna alteracién en los
animales parotidectomizados (figuras 18, 20y
22).

La intensa positividad, de la membrana
externa de la zona peldcida, a la reaccion del
PAS (figuras 1 y 3) y su negatividad a las
demas reacciones, demuestra que ella se
constituye solamente de gluco,
mucoproteinas o ambas, y que la remocion de
las glandulas par6tidas no produce
alteraciones de estas sustancias en este
nivel. Asimismo, la membrana interna,
ademas de la intensa positividad al PAS, ha
revelado la presencia de grupos acidicos
(figura 7) asociados a mucopolisacaridos
acidos carboxilos.

Con la remocion de las parétidas ocurrio
aumento cuantitativo de los grupos acidicos
(figura 8).
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Ese aumento puede ser debido a que
cuando se extirpan las parétidas ocurre una
hipertrofia de las células beta del pancreas
(Takizawa, 1954 y Ogata, 1955F® con
probable hipersecrecion de la insulina. Como
esta hormona actla en la biosintesis de los
MPA, su presencia, cuando es muy
aumentada, puede haber ocasionado un
aumento de los grupos acidicos en las ratas
parotidectomizadas.

La presencia del glucégeno en el ci-
toplasma del ovocito de las ratas ya ha sido
relatado por Wislocki et al (1947)-" y Harter
(1948),"* y quizas tenga relacion con el
fornecimiento de energia para el metabolismo
de estas células. La disminucion de este
mucopolisacarido en los animales
parotidectomizados (figura 4), asociada al
aumento de gluco, mucoproteinas o ambas,
grupos acidicos y mucopolisacaridos acidos
carboxilos, sugiere una alteracion me-
tabolica, probablemente desde el punto de
vista activo; o sea, en las ratas pa-
rotidectomizadas el glucogeno habria sido
utilizado de manera mas intensa, con el
objetivo de fornecer energia para el mayor
metabolismo de las otras sustancias.

De nuestra exposicion podemos observar
que la extirpacion de las glandulas parétidas
modifica la composicién de la membrana
pellcida del 6vulo de ratas; y si fuese posible,
la aplicacion de los resultados observados en
animales inferiores de manera directa, basa-
dos en el presente trabajo, quizas inclinaria a
pensar que muchos casos de esterilidad
femenina de etiologia desconocida puedan
ser la manifestacion directa de alteraciones
que ocurren en las glandulas salivales, ya que
tales glandulas parecen tener una funcion en-
docrinolégica y segin Suddick (1960)*8 ellas
contienen una sustancia que actla en la
funcion normal de los Organos de
reproduccion. Todavia, como este asunto es
muy complejo, otros trabajos deben ser
realizados para que otras informaciones nos
sefialen mas elementos sobre las
implicaciones de la extirpacion de estas
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glandulas en el mecanismo de fertilizacion.
CONCLUSIONES

Para el estudio morfologico e histoquimico
de la zona pelicida del évulo de ratas, fueron
utilizados 40 animales. De éstos, 20 tuvieron
las glandulas parétidas extirpadas
quirdrgicamente, y los otros 20 tuvieron las
parétidas expuestas y tocadas con una pinza
anatomica.

Inmediatamente antes del sacrificio, todas
las ratas tuvieron sus ovarios removidos a los
30, 60, 90 y 120 dias pos- quirdrgicos.
Después de fijadas e incluidas las piezas
fueron cortadas a 6 mieras; los cortes fueron
tefiidos con H.E. para el estudio morfolégico.
Para el estudio histoquimico fueron utilizadas
reacciones para identificacion de gluco,
mucoproteinas o ambas, grupos acidicos,
mucopolisacaridos &cidos carboxilos 'y
neutros. También se realizaron tratamientos
enzimaticos para glucégeno y &cido
hialurénico. Los cortes fueron también
tratados por la hidrdlisis acida, seguida de la
coloracion con el azul de Alcian pH 2,5, para
demostracion del &cido sidlico.

Se observé, que desde el punto de vista
morfolégico no hubo diferencias cuando
fueron comparadas las zonas pellcidas de los
Ovulos de ratas controles y
parotidectomizadas, y desde el punto de vista
histoquimico, quedd demostrado que la
membrana pellicida del O6vulo de ratas
contiene acido sidlico en su composicién. Asi
es que en las condiciones experimentales del
presente trabajo se demostr6 que la
extirpacion de las glandulas parotidas, en
ratones, ocasiond aumento de la cantidad de
acido hialurénico y de acido sialico en el nivel
de la membrana interna de la zona peldcida;
aumento de los grupos acidicos en el nivel de
la membrana interna de la zona pelicida;
disminucién del glucégeno y aumento de las
gluco, mucoproteinas o ambas, y de los
grupos acidicos en el citoplasma de los ovo-
citos.

33



Figura 1. Animal control, 120 dias. Intensa positividad de la zona pelicida, membranas interna y
externa. Citoplasma del ovocito con granulaciones positivas.
PAS (400 X).

Figura 2. Animal parotidectomizado, 120 dias. Intensa positividad de la zona peltcida, membranas
interna y externa. Citoplasma del ovocito donde se observa disminucién de las granulaciones
positivas en relacién a la figura 1. PAS (400 X).
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Figuro 3. Animal control, 120 dias. Idem figura 1. PAS (400 X, ampliada).
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Figura 5. Animal control, 120 dias. Intensa positividad de las membranas interna y externa. Zona
pelucida donde se observa fuerte positividad. Ausencia de granulaciones positivas en el citoplasma
del ovocito. Amilasa 'y PAS (400 X).

Figura 6. Animal parotidectomizado, 120 dias. Intensa positividad de las membranas interna y externa.
Zona pelicida fuertemente positiva. Ausencia de granulaciones positivas y positividad difusa. Amilasa
y PAS (400 X).
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Figura 7. Animal control, 120 dias. Membrana interna con discreta positividad; membrana externa 'y
zona peldcida, negativas. Citoplasma del ovocito con discreta positividad. Hierro coloidal de Hale (400
X).

Figura 8. Animal parotidectomizado, 120 dias. Membrana interna con fuerte positividad; membrana
externa y zona pellcida negativas. Citoplasma del ovocito, débilmente positivo. Hierro coloidal de
Hale (400 X).
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Figura 9. Animal control, 120 dias. Zona peltcida con débil positividad. Membrana interna, externa y
citoplasma del ovocito, negativos.
Azul de Alcian pH 2,5 (400 X).

Figura 10. Animal parotidectomizado, 120 dias. Zona peltcida con intensa posi-
*ividad. Membranas interna, externa y citoplasma del ovocito, negativos.
A3l We Glrian oH 2.5 iIMO X).
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Figura 11. Animal control, 120 dias. Idem figura 9. Azul de Alcian pH 2,5
(400 X, ampliada).

Figura 12. Animal parotidectomizado, 120 dias. Idem figura 10. pH 2,5
(400 X, ampliada).
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Figura 13. Animal control, 120 dias. Zona pellcida con discreta positividad. Membranas interna,
externa y citoplasma del ovocito, negativos. Hialuronldasa y azul de Alcian pH 2,5 (400 X).

Figura 14. Animal parotidectomizado, 120 dias. Zona pellcida donde se observa
fuerte positividad. Membranas interna, externa y citoplasma del ovocito, nega-
tivos. Hialuronidasa y azul de Alcian pH 2,5 (400 X).

R.C. M.
ENERO-FEBRERO 1976



Figura 15. Animal control, 120 dias. Zona pellcida con discreta positividad. Membranas interna,
externa y citoplasma del ovocito, negativos. Hidrolisis acida y azul de Alcian pH 2,5 (400 X).

Figura 16. Animal parotidectomizado, 120 dias. Zona pellcida, con débil positi
vidad. Membranas interna, externa y citoplasma del ovocito, negativos. Hidroli
sis &cida y azul de Alcian pH 2,5 (400 X).
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Figura 17. Animal control, 120 dias. Zona pellcida, membranas interna y externa, negativas.
Citoplasma del ovocito con discreta basofilia. Azul de toluidina pH
3,0 (400 X).

Figura 18. Animal parotidectomizado, 120 dias. Zona peltcida, membrana interna
y externa, negativas. Citoplasma del ovocito con débil basofilia. Azul de toluidina
pH 3,0 (400 X).
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Figura 19. Animal control, 120 dias. Zona pellcida y membrana externa, negativas. Membrana interna y citoplasma del
ovacito con débil basofilia. Azul de
toluidina pH 7,0 (400 X).

Figura 20. Animal parotidectomizado, 120 dias. Zona pellcida y membrana interna con débil basofilia. Membrana externa,
negativa y citoplasma del ovocito donde se observa fuerte basofilia. Azul de toluidina pH 7,0 (400 X],
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Figura 21. Animal control, 120 dias. Zona pellcida débilmente metacroméatica. Membrana externa negativa y membrana
interna con débil basofilia. Citoplasma del ovocito con fuerte basofilia. Cromizacién y azul de toluidina pH 7,0 (400 XJ.

Figura 22. Animal parotidectomizado, 120 dias. Zona pelGcida débilmente meta- croméatica. Membrana interna con débil
basofilia y membrana externa negativa. Citoplasma del ovocito fuertemente metacromatico. Cromizacion y azul de toluidina
pH 7,0 (400 X).
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Matheus, G. et al. Morphological and histochemical study ot the zona pe/lucida of ova from parotidectomized
rats. Rev Cub Med 15: 1, 1976.

Fourty previously investigated rats which were also tested for their fertiiity and were about 120 days oid were
studied. Two groups were formed: one composed by parotidec- tomized rats operated on under sulphuric-
ether anesthesia and the other one composed by rats anesthetized using the same agent which glands were
exposed and manipulated with a clamp. In this study the morphology and histochemistry of rat ovum zona
pellucida were analvzed. Different aspects of the method used as well as results obtained are described.

RESUME

Matheus, G. et al. Etude morphologique et histochimique de la zone pellucide de t'ovule, des rats ayant subi
une parotidectomie. Rev Cub Med 15: 1, 1976.

Cette étude se rapporte & 40 rats 4gé de 120 jours préalablement étudiés dont on a prouvé leur fertilité. A ce
propos on a fait deux groupes: un groupe composé des rats ayant subi une parotidectomie avec éther
sulphurique, et un deuxiéme groupe composé des rats également anesthésiés mais en conservant leurs
glandes. Cette étude etait faite dans le but d'analyser la morphologie et I'histochimique de la zone pellucide
de l'ovule des rats. Les différents aspects envisagés par cette méthode ainsi que les résultats obtenus dans

toutes les deux groupes sont décrits.

PESKME

MaTeyc ., h jiﬁ.l Mop$ojiormecKaH K rncToxiwiiraecKafl K3yHeHiiH npo3pa'iHof6
UKii C)lj.lb

00o0jiohkh OTe

nap0THfleKTOMK3iip0BaHHHX Kpuc. Rev

Med 15:1,1976.

IIpOBOSAIHTCHl H3yMeMie JOH KOTOpOrO HCII0JI£30BaJII? 40 KpHC 120 flHeii BO3pac- TZ y
KOTOPHX nptiLBOpilTe*BHO yCTaHaBJIKBaJIK HX nJIOflOpOJLHOCTK.COCTaBIUIZ flse
rpynnu:nepBHi5 coctoht «3 Kpjcefi Ce3 napaTKpoKjwoiS :nejie3K (napara- jieKTOMH3npOBaHHHXx)
rtocjie BBejieHKe aHecT63mi cyjn|)ypHHM 3$iipoM; apyran rpynna coctoht H3 KpHceifl noa aHecTe3m ho
6e3 y"ajieraiH naj aTuPoHﬂHHx atejie3. Uejiii stot H3yMeHiiif HanpaBJinetch k aHaJiH3y Mop”ojioraio a

tiictojio raro np03pa

HOH 30hh kh6iikh KpHceM. OnHCHBajm pa3JiirgHHx acneKTax

MeTO- ihkh jicnojiB3yeMoro jvih npoBeneHiiH Ha3BaHHoro H3yneHHH .Taicsce KaK nojiv “"ieHHHe

pe3yjiBTaTH b o6eilix rpynn shbothhx.
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