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Frozen and thawed mouse embryos and embryos derived
from one isolate blastomere have been studied at scanningelectron microscopy in order to observe if there are
differences on zona pel lucida and plasma membrane
morfology.

We have studied frozen-thawed embryos at 2-cell stageand 4-cell stage with and without 'zona pel lucida and
embryos derived from one isolate blastomere at 1-cel I stage,2-ce 11 stage and 4-ce 11 stage. These embryos have been
compared with normal embryos with and without zona pel lucida
at the same stage.
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El treball que presentem està. integrat d-ins d'un
projecte mès ampli que tè com a finalitat aconseguir un banc
d'embrions caracteritzats citogenèticament.

A partir d'embrions de ratoll en estadi de dos
cèl. lules, s'el imina la zona pel. l u c i d a i es separen els dos
blastòmers que composen l'embriò; un d'ells s'estudia
citogenèticament per poder caracteritzar-lo, l'altre es
deixa creixer fins l'estadi de dos o quatre cèl.lules. Un
cop conegut el resultat de l'estudi citogenètic es congelal'embriò que s'havia deixat creixer i que prové d'un
blastòmer idèntic a l'estudiat citogenèticament.

Aquest projecte consta de 4 apartats: a) posta a puntde la metodologia per l'aYl lament de blastòmers i estudi de
la viabilitat dels embrions derivats d'aquests blastòmers,b) estudi citogenètic de blastòmers aYI lats, c) posta a puntde la tècnica de congelaciò-descongelaciò d'embrions sense
zona pel. l ü

c
í

d a i d) estudi al microscopi electrònic de
rastreig i al de transmissiò de les possibles alteracions
que els processos de manipulaciò poden produir en aquestsembrions.

En aquest treball presentem l'estudi morfològic a

microscòpia de rastreig dels embrions manipulats
experimentalment: els que han sofert un procès de congelaciòi posterior descongelaciò, i tambè aquel ls que procedeixend'un dels blastomers aYI lats a partir d'embrions en estadi
de dos cèl.lules. La finalitat és observar si les
manipulacions a que estan sotmesos aquests embrions afecten
a les capes que envolten a l'embriò (tant a la zona
pel.àcida com a la membrana plasmàtica) i si ès aix! de
quina manera les afecte.

Estudis a nivel I b
í

o q u
ï

m i c (Johnson i col. 19(5),
mostren que el refredament dels OÒcits provoca un enduriment
de la zona pel. l ü

c i d a que té com a c o n s e q u
è

n c ía una
disminuciò de la fertilitat.



No son gaires els estudis fets a microscòpia
electrònica en oòcits i embrions que han sofert un procès de

congelaciò. Whittingham i Anderson (1976) estudien embrions

congelats en estadi de 8 cèl. lules í no observen cap canvi a

nivell ultrastructural en la membrana.

Per altra banda no ens consten dades respecte a

estudis ultrastructurals de blastomers aïllats ni dels

embrions que en poden derivar.
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Els embrions s'obtenen de ratolines de la soca B6CBFl

fecundades in viva.
S'indueix una superovulaciò per tractaments

hormonals estandard; 5 UI de l'hormona PMSG seguida al cap

de 48 hores de 5 UI de l'hormona HCG, immmediatament desprès
es col.loquen les femelles amb els mascles i es deixen junts
de 19 a 22 hores. El sacrifici de les femel les es fa per
dislocaciò cervical i el moment depen de cada grup estudiat.

a) grup control: en aquest cas les femel les es sacrifiquen
entre les 19 i les 22 hores després del suministre de la

hormona HCG. Els embrions es recuperen de l'ampul. la en

estadi d'una cèl. lula i es deixen en cultiu en MI ó (medi de

Whittingham (1971», en condicions standard.

Si l'estudi' es vol fer en aquest estadi, els embrions

es passen per una soluciò de hialuronidasa al 0,1 % per tal

d'eliminar-ne les cèl. lules del cumulus, seguidament es

renten en medi de cultiu i finalment es fiken.

Si l'estudi es fa en l'estadi de 2 04 cèl.lules els

embrions es fixen a les 24 a 48 hores de cultiu

respectivament.
Finalment per fer l'estudi de la membrana plasmàtica,

els embrions es deixen durant 15-20 minuts en una soluciò de

pronasa al 0,5 % per tal d'eliminar la zona pel. lucida abans

de ser fixats.

b) grup �congelats": en aquest cas les femelles tambè es

sacrifiquen entre les 19 i les 22 hores després del

suministre de la hormona HCG. Els embrions tambè es

recuperen de I'ampul.la en estadi d'una cèl.lula í es deixen

en cultiu in vitro en medi MI6 en condicions standard fins

aconseguir l'estadi de dos cèl.lules on es congelen amb a

sense zona pel.làcida segons el mètode emprat al nostre

laboratori (Rosès i col. 1989). En el moment de la

descongelaciò es deixen en cultiu durant 4 hores per tal que
es recuperin i finalment es fixen. Si l'estudi és a l'estadi

de 4 cèl. lules els embrions es deixaràn en cultiu durant 24

hores mes per tal de permetre la divisiò cel. lular.

c) grup "a!llats�: en aquest cas el sacrlTlci de les

femelles es fa a les 44-48 hores d'haver suministrat

l'hormona HCG. Els embrions es recuperen de l'oviducte en

l'estadi de dos cèl.lul es. S'elimina la zona pel.làcida pel
mètode abans esmentat i es deixen �ls embrions en un medi
sense calci ni magnesi a fi que els dos blastòmers que
formen l'embriò es separin. Un cop separats es mantenen en

cultiu els blastomers aïllats per tal que es divideixin i

arribin a l'estadi de 2 i 4 c
è

l v Lu l e s (Coll i col.,1959).
Finalment es fixen a les 24 i 36 hores respectivament.
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Els embrions obtinguts es fixen al menys durant 1 horaen una soluciò al 2,5 % de Glutaraldehid en 0,1 M de tampòcacodilat. Es renten en aquest tampò i es postfixen durant 1hora en una soluciò de tetròxid d'osmi al 1 %. Posteriormentes deshidraten en una concentraciò creixent d'etanol (al 30,50, 70 i 100 %) i finalment en una concentraciò creixentd'acetat d'isoamil en etanol (al 25,50,75 i 100 %J.Acabada la deshidrataciò es realitza el punt crlti� enCO2 �n una capsula de politene amb els dos extremssubstituits per una xarxa de placton de 37 nm. CNoguès icol. 1988), es col.loquen els embrions en un suport permicroscòpia electrònica de rastreig i es realitza elmetalitzat en or.
Les observacions s'han realitzat en unelectrOnic de rastrei� Hitachi S-570 delMicroscOpia Electrònica- de la UniversitatBarcelona.

microscopi
Servei de

Autònoma de

- Grup control:
a) embrions en estadi d'una, dos i quatre cèl. l u Le s ambzona pel. làcida.
La zona pel. làcida presenta una estructura de xarxafibrosa amb nombrosos porus intercalats; aquesta estructuras'aplana quan es passa de l'estadi d'una c

è

l v J u l.a aI 'estadi de dos cèl. lules disminuint el diàmetre dels porus.Finalment sembla que a l'estadi de quatre cèl.lules aquestaestructura es perd per adoptar-ne una en forma de tel sense
porus i que en determinades zones presenta una aparençaarrugada. CFig.l Ca, b , c )

b) embrions en estadi d'una, d o s i quatre c
è

l v l u l e ssense zona pel. làcida.
La membrana

-

plasmàtica està recoberta totalment demicrovil lis donant-li un aspecte esponjòs. La distribuciòd'aquests microvillis es pot considerar homogènia excepte enla zona ocupada, a que havia estat ocupada, pel corpusclepolar que està practicament lliure de microvil lis i la zonade contacte entre els blastòmers on aquests microvil lis sonmès c u r t s. (Fig.2 (a,b,c))
- Grup "congelats":

a) embrions en estadi de dos i quatre cèl. lules amb
zona pe l. I àcidEl..

L'estructura de la zona p e l v Lü c
í

d a és equivalent a ladels embrions del grup control; és de tipus fibrosa, bastantplana i amb nombrosos porus intercalats en l'estadi de doscèl.lules i EI.doptEl.I'estructurEl. de tel arn b al s
ú

n porusintercalat en l'estadi de quatre cèl.lules. (Fig. 3 (a,b»b) embrions en estadi de dos cèl.lules sense z o napel. lucida.
Tant la d

í

e t r I b u c
í

o com la d e n s i t at de m i c ro v i 11 is dela membrana plasmàtica d'aquests embrions es equivalent a ladel grup control. CFig.3 c)

- Grup "arilats":
a r e mb r Io n s en estadi d'una, dos i quatre cèl.lulesprocedents de mitg embrio.
AI igual que en els altres casos no hi ha diferències

en quant a la distribuciò i d e n s i ta t dels m i c r o v i ! lis de lEI.membrana plasmàtica. La diferència mès notable entre aquestsembrions i els embrions control ès el tamany, doncs alprovenir de mitg embriò, tenen reduit el S8U tamanytotal. (Fig. 4 Ca, b, c )
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Al comparar la zona pel. lbcida dels embrions del grup
"congelat" amb la dels embrions del grup control no s'ha

observat cap diferència; els dos grups presenten
caracteristiques molt similars, encara que amb petites
variacions individuals.

De la mateixa manera al comparar la membrana plasmàtica
dels embrions del grup "congelat" amb la dels embrions del

grup control, tampoc observem cap diferència relevant; tant
el tipus de microvi II is, com I a distribuciò d'aquests és

equivalent en els dos grups.
Finalment al comparar la membrana plasmàtica dels

embrions del grup "a!l lats" amb la dels embrions del grup
control, no observem cap diferència; els dos tipus de
membranes son equivalents, com tambè ho son els seus

microvillis.
A partir d'aquestes dades, sembla que es pugui afirmar,

que la manipulaciò que han sofert els embrions sotmesos a

un programa de conglaciò-descongelaciò i els embrions
derivats del a!l lament d' un blastòmer, no efecta, al menys

a nivell morfològic, ni a la zona pel. làcida ni a la
membrana plasmàtica.
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F í g. 1 Ernb r í ans

cè I. I u I a
(c),

control amb zona pel. l üc
í

d a en estadi
(a), dos cèl.lules (b) i quatre

d'una
cèl. l u l e s



2 en estadi
quatre

F i g. Embrions
d'una cèl
cel.lules

control sense zona pel.lòcida
lula (a), dos cèl.lules (b) i
( e ) .



F í g. 3 Embrions sotmesos a un procès de cong9Iaeiò-deseong�
l a c i

ò

en estadi de: (a) dos eèl. Jules amb zona pel
l ò

c i d a , Cb) quatre eèl.lules amb zona F?el.lòeidai (c) dos cèl. lules sense zona pel. l
ò

c i d a .



Fig. 4 Embrions
d'una cèl
cèl. lules

derivats d'un blastòmer a'fllat
lula (a), dos cèl.lules (b),
( c) •

i
en estadi
quatre




