'Biologia de la Reproduccid. 1: 320-335 (1989)
Societat Catalana de Biologia

NUCLIG. ERONUCL.IS I _MICRONUGCLIS

Montse Reada (1:2.), Montse Fonsh (2, FPazr Maristany (L), PLN, Bayyi

(1) i Josep Egozcue (2,

l.= Servei de Madicina de la Reproduceisd. Nepartament d?Dbhstetricia
i Ginecologia, Institut ooy, Fasemig Honanowva, &67. OH01L7
RBavrcelona.

{

2o Nepartament do Riologis Col. lular i Fisiologia. Universitat

Auténoma da Rarcelona. O819X Bellateryra,

L?2estat on que s preacenta of nuce i dels ghmetes | embrions
humans femenins varia asegons Lfostadi de maduracis 0 desenvo Lupament
en jque es troben.

La presencia d?fun  emboleall nu lear  s? ohasorva ean els odcits
immadurs en estat de vesicula acvminal , en els odcits fertilitzate en
astat de  pronuclis i @an ol nucli dels blastomers que conatitusixen
els enbrions en aole primeres osotadiae e deaenvo Lupament . En  aguest
trebhall stanalitzen lee caracteristiquss i distribucis ds Lo

’

Principasls estructures nueleaves (nuecleol i heterocromatina) on els

diferents ostats, Hem obasvrwvat la presencia de fragments de memnbyana

Intranuclears i petits cosses nvale densos als electrons entre les
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dues capes de Lla membrana nueloar an ela pronuclis d?alaguns ooscits.
També hem obserwvat la precencia de vesicules citop lasmdtiques de 9ran
tamany (pseudonuclis) que o5 paden confondre amb pronuclis en un dels
cassos. lDestaquem la polaritzacid de ies sestructures nuclears en el
oorits en estat de pronuclis i la manca dfaquesta en olg nuclis i

micronuclic dels embrions anovrmals.

SUMMARY

The appearence of aencetic matherial in human cocyte and emhryos,
changes accovding tn their mtage of maturation and development. The
presence of nuclear envelope can be phamyved in immature pocytos at
germinal wvesicle stage, in fartilized nocvies at pronucleus stage and
also in the blastomeres of cleaved @nbryos.

Chararcteristicse and distribhution of the main nuclear struchtures
{nuc leoli and heterochyomatin? in thess stages of development are
analized.

We ohserwve the pressnce of intranuciear  annulate lamellae and
amal L oval hodies betwsen the tws leaflets of pronucizar envelops as
wall as some cyteplasmatic lLavae vesicles That can be confused with
pronuclei.

Folarizatien of nucliecar aftroctures in zyaoctes at pronuclear stage

is remariable. A lack of this »malivation is ohasereed in abnovrmal

cleaved embryos.
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INTRQIUCCIO..

Al Llavg del proces macuratiu, el nuec i dels gihmetes humans
femening passa per diversos estats. EL primer blocatge de La meiosi
es produsix a dictiotd abans do | neti xement. En aquestla etapa, el
matevial agenétic (CEet trobha englobat chins La mexmbhrana nuc Leay
constituint la wvesicula qovminal CTivoral i Tesarilk; 1980). Aquest
éata+ continuard fing arvibada lLa pubetat  en  que es reinicia La
majosi par influencia hormong! de lLes gonadotropines. £s produis ol
Trencameﬁt de La membrana nuclear durant La fase preovulatoria de
cada cicle, desapareixont @ nie faol i fent-se visibles eols
cromosomes (Zamboni ot al., 1972 . lias ctapas meidtigues seaisnts oo
produaixen rvéapidament fins arvibar a metafase de La sedjona diviasid
meidtica en qLus os Produgix un  aegon blincatae del procdads maistic,
Aquest blocatas aeri definitiu sinn es produsisx La fecundacisd perd
Si @8 produmix, stinduird de now la meinai amb LPextrussis e Seyon
corpuscle polar a anaftase 1T (Lopata et al., 1980), i seqguidament e
formaran els pronuclis. La sintogi "de nowva' de La membrana nus Leay
&5 realitza a partir de wvesiculer del reticle endop lasmatic de
L*odcit (Soupart i Btvong, 197%). Trebhalls vecentment realitzats  amb
tecnicuss  de micvyoinjecoid tdomostren que e L*especie humana; el
temps necessari Per La formacia dol pronnelis oscils La entre & i 4
hores (lLanzerdort ot al., 1986, Lawsking @+t al., 1984).

Desde ol @ punt de wvista mavrFfolnaic, La Fertilitzacis noe ea

comp leta fins que «’ha produit 1a Primeva divisid embrionaria i @ls

genomes masculi | fomeni s?han juntat,
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Lrinic de fa primeva divisié embrionaria comportars un nou

trencament de Lfembocall nuclear reapareixent de  nou  en L?estalt de

dues cél:.lules. Eyyore en ol comportament cromosomic duwrant les
PYimeres divisions eombricnariss poden ser Las raeaoponsab Les e

Ltaparicisé de blastomers multinusleats (Bathananthan, 1984).

En agquest eatudi stanalitzen i es comparen les caracteristijques
uL*raeﬁ{}u:Tuvatﬁ dee la vesicula  asrminal dun . oocitt immaciuy lLes
caracteriatiques dels pronuclis e 9 nécits fertilitzats (2 2n estat

de 2 apronuctis i 7 polipenctrats)? i les carvacteristiasues dels

micronuclis de dos embrions multinuwsleats &n watat de 4 cdl.luies,

MATERIAL L. METQIES

S?han estudiat 12 oacite  humans inseminate Yin wvitro” i
desestimats per la bransferencia o oonaslacis d?embrions per no  haver
estat fertilitzats o povaue la fertilitzacid havia eaetat incorrecte.
S*han escollit per ajquest trebhall nidecits san diferents eatats peroe
amb la caracterislica comi de prosentar ol material gendtic englobat
dins L?embocall nuclear. Asixi doncs, o8 descriuven § 1 oscit en eatat
de vesicula germinal, 2 ndécits fertilitzats en matat de 2FN, & odcits
polipenstrats an estat de 3PN i 1 en AFN , i L L e A s e e b e | 6 amb
blastomere multinucleats. Els dos odcita en estat de 2FN van ser
fixats al comprovar—ass  gus  malarad hawvien aatat corvectamant
fertilitzats, el wou  desenvo lupament a’havia aturat sense continuar
amb les divisions embrionarios en el temps esperat. Al contrari, [ =

altres @ gocits polipenetrats wvan  ser  fixats inmediatamant al

identificar—-se la polipenetracis pory evitar La seva divisis,
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Les pacients han cstat tractades amb Citrat de Clomifé i AMG  per
induir el creixement Ffol.licular i amb hCG per recolzar La Funcis
liteinica (Mcintosh et al., 1980). Fis odcits sthan recuperat via
Laparoscopia i han estat cultivats i inseminats in vitro“, A les
16-20 hores post-inseminacid, «=fhan alliherat mecanicament de les
ceéal.lulles fol.liculars aup ols snvolten | s?han exclos del PY 09T ama
fo%ﬁ-gau@Lia due no preassntaven els sianes evidents o *una correcta
fertilitzacid (2 pronuclias + 2 cprpuscles polars),. La TFTixacis
d?aquest matevial s’ha realitzal ambh alutaraldehid al 2,5% i tetroxid
d?oami al 1%. 5’han  deshidratat &n una serie de banve d?aleohol i
oxid de propil® en concentraciéd creixent i s’ha inclos cada oécit per
separat en araldita Durcupan.

Cada pocit wtha seccionat totaimant alternant talles semifins
d?una micra de gruxaria | seccions nltratines de 7090 mme. Eis talls
semifing sthan teniylt ambh blau de touvluidina al 1% i ='han obsorvat
al microscopi. optic: Les seccions ulivafines s’han tenvit amb  acetat
d?uranil al 1% i amh  citratl de plom (Tincid Reynold?fs) | sfhan

analitzat al microscopi electronic de transmissio Hitachi MU 12 A,

BEQULIATE

Qoc it _immadur.en.yesicula. acrminal

l.a forma del e b $ae totalment pafdrica i @l seyu  didmetre

aproximat s dfunes 20 um « En L?0o6it que nosaltres estudiem, la

posicio del nucli ds parifévica.
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Ohservem una disminucisd d?organuls cél,lutars  eén la regid del
citoplasma nqus gueda entye ol nucli i la membrana cél.lular (Fig.1).
A L?altre banda del nucli s?ebaseyywa una ma jor concentracis dforganuls
identificable fins i tot a la lupa. La membrana nuclear és una dobh le
membrana amb un espai porinuclear d?uns 1% a 20 nm. Ee ecaracteritza
per  presentar nambrosns porus. Fracticament no hi ha separacié entre
un i L[?altre de manera ane A0 Uun ﬁall transveresal, La mambhyana
sfobs@rva  ©om  una  successidé  de peiites circunferencies 2ue con els
porus, A Lrintarior dal nucli chsorvem dos nucleols de mida reduida i
d*aspecte molt compacte. Son de fnvma vodona i estan situats a la
periferia del nucli envoltats pay cramatina fibrilar. Altres agrsaats
de cromatina s?*obsavrven tambhd o la periferia del nucli prop de Lla
membrana nuc leav. La rosta del nucli no td metructures nuclears a

excepcid dfalgun petit granul oy oy amatic.

Qacits fertilitzats en estati do pronnclis

En aquest apartat incluim 2 pocits en estat de 2FN, & obcits
polipenatrats en estat de & PN i 1 gocit amhb 4 N .o

caracteriastiqjues ultrastructwrals dels pronuclis son Lles mateices per
tots ells sense observar—ase diferancies notables entre ele ooécits
monospermies i els polipenetrats.

El tamany dele prenuclis os en Lfespédcie humana gfunes 25-30 um
de diametre mixim no preasentat-se diferencies entre ol pronucli
femeni i al/s masculin/s. Feor aquest motiu, | a diferencia dfalires
papécies con pey exemples el vatoli, L2 identificacid d?aquests ne [

pot f ey en hase a La seva mida  «ino per La sewva proximitat al

corpuscle polar o a les restes  de Ltaxonaema de Lfpermertatozoide
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{(Soupart i BStrong, 1975) mnocare que en ele cassos que hem estudiat no
observem difgrencims.

l.a forma deLm.prﬂnncLiﬁ es variable. Fat ser esférica o oval i @an
alguns cassos @6 poden presantar bpetites invaginacions,. La posicid
del pronuclic es lambé variable ia gus desde la wseva formacid es
pProdueix  una migracisd gque wa do la periferia cap al centre de L*odcit

(Figed): Fle organuls ec&l.lulars @s  4yahen repartits per tot el

citoplacsma Fins i tot en les poatites ragions gue queden antremig dels

pronuclis. Observem la presencia e pvasuets de Laminee anellades

citoplasmdtiquas, En  alguns cassos, observem miticondris associats &
la membrana externa dels pronuc!is. La membrana nuclear oo dobtlea i
precenta alguns pPoyrus i diascontinuitats, En 2 lgunes el ong La
separacis entre ambdues [hmines =faixempla per la presencia de petits
COBSE0S ovals, denses ale salechtrons, que eg projecten  cap al
citoplasma., A L?intevior dele pronuclies hi +robem hef@rocromafinm, i
nucleols | petits fragments de membyana intranue Lear CFegd 23w

Aruestes estructures eastan oisposaries pvincipaiménff en La zona de
cada pronucli gue queda més praxima als altres pronuciis. Alxi doncs,
existeix una poalaritzacid de les estructures intranuclears cap a fla
regis on convergeixen els pronuclia (Fiog.?), Els nuecleols snon olwvals,
densos ale eloctrons i d?ectructura  compacta. EL nombhre mdxim
observat ha estat de cuatre pev pyanpoclia. La heterocromatina os trobha
distribuida en forma de petits avemol s Principalment repartits per
la periferia dels pronncliae oncare aue també s2en poden trobar on Lee
regions més interness  dfaqueats. Ty nhem tambhé petits fragments de

mambrana intranus lears de naturalesa i aetructura samb Lant A La

membrana  nuclears Sen  fraaments de  tamany variable que presenten
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porus iguals al= de lLa membrana. En alguns Cassos, agquests  Fragments
pocden univ-ase pals pxtrems  donant lloc a petits cercles o figures
diverses (Fige. 3 L.a aimi Litnt Amh Leas Léami nag anal Lades
citoplasmiatiquas presents  en e pérites on ajuest estadis ha fet que
alguns autors =21ls classifiaunasin com LAHmines anel lLades intranue bears
(Trounson i Sathananthan, 1984).

Els Umaaudonus Lis! =N PV THER vasicules citoplasmatiques
delimitades pey una mamrana conzilla i sense cromatina ni nucleols a
L*interior. EL sesn continaut es poc dens als electrons i tenen
Ltaspecte &on d?*estar buides. S?2anamenen "poeudonuc Lis'  poraue pel
seuw  aspecte morfelogic a la Lupa s pordyien confondre amb pronuclis |
perque durant La miavracis dels pronuctis cap al centre de L*oop Lasma
poden desplagar-se conjuntament  amb Aagumsts (Jan RBlerkam wt al.,
i9a7). En el citoplasma d?aquest nécits hem observat La presencia de
vesicules dfaquests  tipus encars  aue nomes  en  oun cas, @b tamany

d?aquesta vesicula es camparable al d?un pronucli (Fig.:42.

Ephriens muwliinucleats

NDins dfagueast apartat «?incoluen Adns smbrions humans en estat e
4 celslules. L nombhre  de nuclis qus observem a Lfinterior de cada
blLastomar wvaria de cevo a cina (Figs. 5). La mida d?aquests nuclis o8
també wvariable. Mentres alauns d*ells son de mida similar als
pronuclis, altras tencn un micla molt inferior per Lo gue  s?anomeanen
micronue Lis.

Les caracterietiqgues principals des  tots aquests nuclis son La

seva propia disposicis @n | ?erepal i la distribucid arolar e les
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estructures nuclears intevaes, A diferancia dels pronuclis del odcitis
fertilitzats i Folipenstyats decerite  on Lrapartat anterior, en
aquests els nuclis no tenen pevane bhrobay-se agrupates.

Els nucleols, hetevrocyomating i lAmines inlvanuclears oo troben
repartides per L?intevior dmot nuclis snocare  gue praferentmeant  on

posicid reyviférica. En . un . dels  dos CAGGOS, a més dfanuestes

estructures hem asbserva+t |a pPYaaonc ia e vacuo les intranuciears o la

B2 it ey fox de cuatvre dels apus micvonuclis. Un altre fet a deslacayr
(=34 la PIresnencia cdd?un nuc i vl Forma Lobulada en un  c? agquesis
enbvions. La forma deols altres nuclis oo vegular en tots ells.

RIGCUSSIN

L?estudi whtrastructural  del nivee | i les seves estructures ons
dona una valucsa informacid sobye Lraatat an que es  +roba LYodecit i
de L?activitat dfaquest, La potita mida dels nue leosls ohaesrvats en
L?oscit immadur aixi com @l =ou sspecte compacte i la posicia
Ppeviférica dfajuests ans indica gue es fvacta d?un obeit a punt de
pativ el trencamend de La vesicula aevminal i inieiar el procéds de

En aguseat 06Cit, La sinieai de RMA o8 molt baiza i SEr Y

G
<

maduraci
minima. Quan eole nue leola desarareguin del tot (Coimbra i Azovedo,

1984) L?alavat nombre oo pargs nhamy-vat en La membrana nuc Lear

s

d?aquest odcit son indicatiues dfun olewvat intercanvi di2 matevial
entre @l nue L i ol citplasinag. =1 fet de gue quan trob 2am @l

Pronuclis al centre de [?odcit obhsorvem tambeé una polaritracis de lLes

estructures intranuclears cap a la zona de convergencia, ans Yi
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pensar aue deu existiv una relacie entre la polaritzacié i La
migracié dels pronuclis.

La presencia de petits cossoes ovals enlre les dues capes de la
membrana dels pronuclis ens indica ane sn asguest estat existfeix un
transport adicinanal entre ol nucli i ol citoplasma: lLa naturalesa
d?aquests cosusns a’estima ribonucleoproteicas, bWischnitzer (1?60G) ho
interpreta com una forma de dransferiv material dforigen cromosomic
del nucli rcap al c{fanagmao Nilason- Sundstrom (ILP82) considersan gue
es material del nuc leop lasma  gquee pocyria  correspondre a estadis
incipients de lLa neoproduccié do mitocondris,

lLa presencia de fraaments do memhrana intranuc lears a’tha
interpratat a La Litearatura de diversss maneres. Fodria ser gque

cfe

T

durant la formacioe de L?emhocall dels pronuclis per fusi
fragments ariginate a partir del vaticle endoplasmatic, alguns
d?aquests fragments haguessin gquedat atvapats a L?Pinterior del nuec bie.
l.a presencia d?agqueasts fraaments aixi com dels pajguats de Lhmines
anel lades citoplasmitiques estd velacionada amb una elevada activitat
anabolica.

Respecte als embrions estudiats, la presencia tambdé de fragmoents

de Lamines ansllades intranucloadas | ecitoeplasmatigues ens indica  gue

aquesta activitat sintetizadora oncara s mantéd.

LA dimposicia irvregulayr dels nuclis | Les seves sastructures en
els blastomers multinucleats dels embrions estudiats; rodria gt ayr

relacionada amb la divisié anormal d?aaunssts,
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Natall ultrastructural Aol nueli d?un oocit Feortilitzat
en eatat de 2 pronuc Lis. N teo Ll (M), Laminas

intranus Llears 12D lyes by ooy amatina (HY L0700 %2,

Semifi dfun ohe it feaycbi Litzat @n estat de 2 FN. En
aquasta imatas s?ohsarva un deels dos pronuclis Chapiy
una vesicula de gran famany (M) o Vpse udonue Li' que a

la Lupa podria donar Llooc A interpratacions T 0 NEES

Semifi 4?un emhy i 6 ancymal & watat de 4 ctlelules. En

agqumata imatae afphooyven Tires bhLastomars un d?elis anb

dos nuclis.






