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Abstract

Scanning electron microscopy of experimentally manipulated
mouse embryos.

Frozen and thawed mouse embryos and embryos derived
from one isolate blastomere have been studied at scanning
electron microscopy in order to observe if there are

differences on zona pellucida and plasma membrane
morfology.

We have studied frozen-thawed embryos at 2-cell stage
and 4-cell stage with and without "zona pellucida and
embryos derived from one isclate blastomere at i-cell stage,
2-cell stage and 4-cell stage. These embryos have been

compared with normal embryos with and without zona pel lucida
at the same stage.

Key words: mouse embryos, scanning electron microscopy,
frozen-thawed, blastomere, zona pellucida, plasma membrane.

Introduccid

El treball que presentem esta integrat dins d’un
projecte més ampli que té& com a finalitat aconseguir un banc
d’embrions caracteritzats citogenéticament.

A partir d’embrions de ratoll en estadi de dos
cel.lules, s’elimina la zona pel.lticida i es separen els dos
blastbmers que composen l'embrid; un d'ells s’estudia
citogeneéticament per poder caracteritzar-lo, l’altre es
deixa creixer fins l’estadi de dos o quatre cél.lules. Un
cop conegut el resultat de l’estudi citogenétic es congela
l1’embrid que s’havia deixat creixer i que prové d’un
blastémer idéntic a l1’estudiat citogenéticament.

Aquest projecte consta de 4 apartats: a) posta a punt
de la metodologia per 1’afllament de blastéomers i estudi de

la viabilitat dels embrions derivats d’aquests blastémers,
b) estudi citogeneétic de blastémers afllats, c) posta a punt
de la técnica de congelacid-descongelacid d’embrions sense
zona pel. lécida i d) estudi al microscopi electréonic de
rastreig i - al de ‘transmissid de les possibles alteracions
que els processos de manipulaci® poden produir en aquests
embrions.

En aquest treball presentem 1’estudi morfoldgic a
microscdpia de rastreig dels embrions manipulats
experimentalment: els que han sofert un procés de congelacid
i posterior descongelacid, i tamb& aquells que procedeixen
d’un dels blastomers afllats a partir d’embrions en estadi

de dos cél.lules. La finalitat és observar si les
manipulacions a que estan sotmesos aquests embrions afecten
a les capes que envolten a 1’embrid (tant a la =zona
pel.lcida com a la membrana plasmatica) i si @5 aixil dse
gquina manera les afecte.

Estudis a nivell bioquimic (Johnson i ool 1988),
mostren que el refredament dels odcits provoca un enduriment
de la zona pel.lticida ques t& com a consegquéncia una

gdisminucid do la fertilitat.
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No son gaires els estudis fets a microscopia
electrénica en oodcits i embrions que han sofert un procés de
congelacid®. Whittingham i Anderson (1976) estudien embrions
congelats en estadi de 8 cel.lules i no observen cap canvi a
nivell ultrastructural en la membrana.

Per altra banda no ens consten dades respecte a
estudis ultrastructurals de blastomers afllats ni dels
embrions que en poden derivar.

Material i metodes

Obtencid dels embrions:

Els embrions s’obtenen de ratolines de la soca BBCBF1
fecundades Iin vivo.

S?indueix una superovulacid per tractaments
hormonals estandard; 5 U de 1’'hormona PMSG seguida al cap
de 48 hores de 5 Ul de l’hormona HCG, immmediatament despreés
es col.loquen les femelles amb els mascles i es deixen junts
de 19 a 22 hores. El sacrifici de les femelles es fa per
dislocaci®d cervical i el moment depen de cada grup estudiat.

a) grup control: en aquest cas les femelles es sacrifiquen
entre les 19 i les 22 hores després del suministre de la
hormona HCG. Els embrions es recuperen de l1’ampul.la en
estadi d’una cél.lula i es deixen en cultiu en M;., (medi de
Whittingham (1871)), en condicions standard.

Si l’estudi  es vol fer en aquest estadi, els embrions
es passen per una solucid®d de hialuronidasa al 0,1 % per tal
d’eliminar-ne les cél.lules del cumulus, seguidament es
renten en medi de cultiu i finalment es fixen.

Si l’estudi es fa en l’estadi de 2 o &4 cel.,lules els
embrions es fixen a les 24 o 48 hores de cultiu
respectivament.

Finalment per fer l'estudi de la membrana plasmatica,
els embrions es deixen durant 15-20 minuts en una solucid de
pronasa al 0,5 % per tal d’eliminar la zona pel. lticida abans
de ser fixats.

b) grup '"congelats": en aquest cas les femelles tambeé es
sacrifiquen entre les 19 i les 22 hores després del
suministre de la hormona HCG. Els embrions tamb& es
recuperen de l’ampul.la en estadi d’una cél.lula i es deixen
en cultiu in vitro en medi M,., en condicions standard fins
aconseguir l’estadi de dos «cel,lules on es congelen amb o
sense zona pel.lticida segons el métode emprat al nostre
laboratori (Rosés i cols 1982) . Eng -ed moment de la
descongelacid es deixen en cultiu durant 4 hores per tal que
es recuperin i finalment es fixen. Si 1’estudi és a 1’estadi
de 4 cél.lules els embrions es deixaran en cultiu durant 24
hores mes per tal de permetre la divisid cel.lular.

cligrupsdatllatsh: en aquest cas el saerdifaciysde les
femelles es fa a les 44-48 hores d’haver suministrat
1’ hormona HCG. Els embrions es recuperen de l’oviducte en
]’estadi de dos ceél.lul es. S’elimina la zona pel.llcida pel
m&tode abans esmentat i es deixen els embrions en un medi
sense calci ni magnesi a fi gue els dos blastomers que
formen l1'embrid es separin. Un cop separats es mantenen en
cultiu els blastomers alllat per tal que es divideixin i

arribin a Jlestadi de:cx2. 1. -4.cel-lulesi(Colilsa epl.; 19827,
Finalment es fixen a les 24 i 36 hores respectivament.
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Els embrions obtinguts es fixen al menys durant 1 hora
en una solucid al 2,5 % de Glutaraldehid en 0,1 M de tampd
cacodilat. Es renten en aquest tampd i o5 postfixen durant 1
hora en una solucid de tetroxid d’osmi al T %. Posteriorment
es deshidraten en una concentracis creixsnt d’stanol (al 30,
B0 X000 -2k 3 finalment en una concentracid creixent
d’acetat d’isocamil en etanol ( al 2508505 W75 1 106 %,

Acabada la deshidrataci® es realitza el punt critic en

CO; 2n una capsula de politens amb 8l dos extrems
substituits per wuna xarxa de placton de 37 nm. (Nogués i
col. 1988), es col.loquen els embrions en un suport per
microscopia electrdnica de rastreig i esicrealitza “el

metalitzat en or.

Les observacions s’han realitzat en un microscopi
electronic ds rastreig Hitachi S=BTE dal Sarvei de
Microscopia Electronica  de la Universitat Autdnoma de
Barcelona.

Resultats

= Grup ceontroll

a) embrions en estadi d’una, dos i quatre ceél, lules amb
zona pel. lacida.

La zona pel.ltcida presenta una estructura de xarxa
fibrosa amb nombrosos porus intercalats; aquesta estructura
s’aplana quan es passa de [lestadil = duna . ‘cel. lula a
l’estadi de dos ceél.lules disminuint el diametre dels porus.
Finalment sembla que a |’estadi de quatre cel.lules aguesta
estructura es perd per adoptar-ne una en forma de tel sense
porus i que en determinades =zones presenta una aparenga
arrugada. (Fig.1 (a,b,c))

b) embrions en estadi d'una, dos i quatre cel,lulss
sense zona pel. liucida.

La membrana plasmatica esta recoberta totalment de
microvillis donant-1i un aspecte esponjbds. La distribucid
d’aquests microvillis es pot considerar homogeénia excepte en
la zona ocupada, o que havia estat ocupada, pel corpuscle
polar que esta practicament lliure ds microvillis i la =zona
de contacte entre els blastémers on aquests microvillis son
més curts. (Fig.2 (a,b,c))

- Grup "congelats™":

a) embrions en estadi de dos i quatre cel.lules amb
zona pel. lticida.

L’estructura de la zona pel.lticida &s equivalent a la
dels embrions del grup control; é&s de tipus fibrosa, bastant
plana i amb nombrosos porus intercalats en I’estadi de dos

cél.lules i adopta |’esstructura ds tel amb algln porus
intercalat en l’estadi de gquatre cél.lules. SEb o 3 (a. b))
b) embrions en estadi de dos cél,.lules s8nse =z=ona

pe . bicida.

Tant la distribucid com la densitat de microvillis de
la membrana plasmatica d’aquests embrions es equivalent a la
del grup contral e ¢Rio. 3 o
= Grup "a¥®] |lats":

aJembrions en estEadivd? una, dos i quatre cel.lules
procedents de mitg embrio.

Al igual que en els altres casos no hi ha diferéncies
en quant a la distribucid i densitat dels microvillis de la
membrana plasmatica. La difer@ncia m&s notabls entrs aquests
embrions i els embrions control é&s = tamany, doncs al

ny

I
provenir de mitg embribd, tenen reduit el 589U tama
totall (Fig.4 (a,b,c))
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Conclusions

Al comparar la zona el.lucida dels embrions del grup
"congelat"™ amb la dels embrions del grup control no s'ha
observat cap diferéncia; els dos grups presenten

caracteristiques molt similars, encara que amb petites
variacions individuals.

De la mateixa manera al comparar la membrana plasmatica
dels embrions del grup "congelat" amb la dels embrions del
grup control, tampoc observem cap diferéncia relevant; tant
el tipus de microvillis, com la distribucid d’aquests és
equivalent en els dos grups.

Finalment al comparar la membrana plasmatica dels
embrions del grup "alllats" amb la dels embrions del grup
control, no observem cap diferéncia; els dos tipus de
membranes son equivalents, com tamb& ho son els seus
microvillis.

A partir d’aquestes dades, sembla que es pugui afirmar,
que la manipulacibd que han sofert els embrions sotmesos a

un programa de conglacibd-descongelacid i els embrions
derivats del a?llament d? un blastémer, no efecta, al menys
a nivell morfoloégic, ni a o &zoma Speliidticidar mi*+>a la

membrana plasmatica.
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Fig. 2 Embrions control sense zona pel.ltcida en estadi
d’una cél.lula (a), dos c&l.,lules (b) i quatre
celilvles (el ;
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S sotmesos a un procés de congslacid-descongs

n estadi de: (a) dos cal.lules amb zona pel.
(b) quatre c&l.lules amb zona pel.lucida
0s cé&l.lules sense zona pel.lucida.
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