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Abstract

Preimplantation development of twin embryos from "in vi-

tro" cultured isolated blastomeres.

It is well established that crvopreservation and embryo
transfer offer advantages in animal production and repro-
duction, However the advantages could be greater by the
genetic characterization of the embryos prior to the

transfer.

In the present study, blastomeres from two-cell mouse
embryos are isolated and cultured "in vitro". The develop-
ment and viability of the derived twin embryos are analy-

zed in comparison with control embryos.

Our results show that 71.8% of the cultured isolated blas-

tomeres develop into normal blastocysts at expected time.

Key words: embryo splitting, mouse blastomeres, preimplan-

tation diagnosis.

Introduccid

En els dltims anys s'han fet evidents els avantatges de la

transferéncia i congelacié d'embrions en produccié i repro

duccid animal. No obstant, aquests s'incrementarien nota-
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blement si, sense comprometre la viabilitat dels embrions,
es pogués determinar el sexe, seleccionar aquells embrions
gue asseguressin un bon desenvolupament, detectar anomali-
es genétiques, etc..., en definitiva fer un control abans

de la seva transferéncia a femelles receptores.

Malgrat haver-se proposat varis métodes no invasius per
efectuar un diagndstic preimplantacional (veure per revi-
si6: Edwards i‘ﬂollands, 1988; Shelton, 1988) en general
s6n més eficients els métodes invasius. Aquests Gltims es
basen en 1'obtencid d'una o més c&l.lules d'un embrid
preimplantacional que poden ser processades per estudis
citogenétics, d'hibriditzacidé "in situ" (West i col.,
1988) , d'andlisis microenzimdtiques (Benson i Monk, 1988;
Monk i col., 1988) o de DNA recombinant.

Tres soén les metodologies bdsiques que poden utilitzar-se
per obtenir cé&l.lules d'embrions preimplantacionals:
bidpsies de mOrules O blastocists (Monk i col., 1988;
Summers i col., 1988), biseccidé de mdrules o blastocists
(0zil, 1983; Nagashima, 1984) i l'aIllament de blastdmers
(Epstein, 1978; Willadsen,1979; Tsunoda i McLaren, 1983;
Nijs~ti.col .y 1988):5

En aquest treball, presentem una metodologia per aconse-
guir embrions bessons (4 embrions) a partir de l'alillament
i cultiu "in vitro" de blastdmers d'embrions de ratoli en
estadi de dues cél.lules. L'un es podria utilitzar per
1'estudi citogené&tic i l'altre es deixaria créixer fins
l'estadi adient per a la congelacié, oferint-nos la possi-

pilitat d'escollir els embrions de major interé&s per a la

seva transferéncia.
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Material i métodes

Els embrions s'obtenen de femelles de ratoli de la soca
B6CBF1. S'indueix una superovulacié per injeccid via in-
tra-peritoneal de 5 u.i. de PMSG. 48h més tard es subminis
tra la mateixa dosi d'HCG i s'aparellen amb mascles de la

mateixa soca.

Entre les 44h-48h post HCG les femelles sén sacrificades
per dislocacid cervical. S'extrauen els oviductes i es per
fusionen per la fimbria obtenint embrions a 2 c&l.lules

tardanes que es mantenen en gotes de medi de cultiu Mig de
Whittingham (1971) sota oli de parafina a 379C i 5% de CO

fins a ésser processats.

2

S'elimina la zona pel.lGcida per incubacié dels embrions

en una solucid de pronasa al 0.5% durant 5-10 min a 379oC.

L'alllament de blastOmers s'aconsegueix col.locant els em-
brions a 2 cél.lules sense zona en una gota de PBS lluire

de Ca2+ 1 Mg2+ a temperatura ambient durant 5-15 min.

Els blastdmers obtinguts (} embrid) es cultiven individual

ment en microgotes de M16 en condicions estidndar.

Paral.lelament es mantenen en cultiu dos grups d'embrions
control: embrions a 2 cél.lules i embrions a 2 cé&l.lules

sense zona pel.licida.

Cada 12 hores es fa un control de creixement de tots els
embrions i s'avalua la seva viabilitat basant-nos en cxrite
ris morfoldgics. Considerem que tenen un desenvolupament
normal aquells embrions que a les 12 hores de cultiu han

experimentat com a minim una divisi®, a les 48 hores han

compactat i a les 60 hores de cultiu ja han cavitat.
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Resultats

Seguint la metodologia descrita el 78 .4% dels blastdmers
aillats obtinguts d'embrions a 2 cé&l.lules (4 embrions) su
peren el procés de manipulacid 1 poden ser sembrats (Taula
L) s

Respecte al desenvolupament in vitro dels 3 embrions, els

resultats obtinguts sén els seglients (Taula IIk al voltant
de les 9h de cultiu la majoria de } embrions presenten 2
c&l.lules i a les 24h de cultiu un 96.9% han arribat com a

minim a aquest estadi.

Els 3 embrions compacten a 4 cé&l.lules i s'observa que 10
nici de compactacié é&s independent de la disposicid dels
blastdmers (en "flor", lineals, en "U", en "T"...). A les
24h de cultiu ja es detecten i embrions que inicien la com
pactacid i a les 48h de cultiu un 89.3% han compactat o es

tan en estadis més avangats.

Al voltant de les 60h de cultiu el 75.5% dels %3 embrions
han cavitat. D'aquests, un 71.8% sén blastdcits d'una mida
més petita que la dels embrions control perd de morfologia
normal i un 3.7% presenten un aspecte andmal, alguns
d'ells amb 2 cavitats blastocéliques. Després d'aquest pe-
riode de cultiu encara es troben embrions en estat de mdru
la que classifiquem com a retardats (10.6%) i un 13323

dels embrions han degenerat (Taula III).

Per altra banda, els resultats preliminars obtinguts fent
un control de creixement dels dos blastdmers derivats del
mateix embrié indiquen que en un 71.4% dels cassos els

dos blastdmers alllats arriben a l'estadi de blastocist.

Pel que fa al cultiu in vitro dels embrions control obser-
vem que el 100% dels embrions amb i sense zona pel.llGcida

arriben a 4 cé&l.lules després de, com a minim, 24 hores de
cultiu. A les 48 hores els embrions que han assolit l'esta
di de 8 c&l.lules i han compactat sén un 94.6% pels embri-

ons amb zona i un 92.9% pels embrions sense zona. A les 60

hores de cultiu el 80.4% d'embrions amb zona pel.licida i
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el 78.5% dels embrions sense zona han cavitat.

A partir de les 72 hores de cultiu els embrions sense zona
pel.ldcida i els embrions derivats de blastdmers alllats
que havien cavitat presenten un aspecte disgregat. Obser-
vem que els embrions progressivament es descompacten, els
blastdmers apareixen molt vaquolitzats i finalment les cel

lules es separen.

Discusid

La metodologia descrita en aquest treball permet 1l'ailla-
ment de blastdmers bessons provinents d'embrions de ratoli
en estadi de dues cél.lules i el seu cultiu individual

fins assolir l'estadi de blastocist.

Els resultats obtinguts mostren que els embrions derivats
dels blastdmers aillats caviten en intervals de temps equi
valents als dels embrions control. E1l procés de compacta-
cid no es veu afectat per la manca de zona ni per la reduc
cid del nombre de cé&l.lules a la meitat i &s independent
de la disposicié espacial dels blastdmers. L'inici de for-
macidé de la cavitat blastocélica tampoc depén de la presén
cia de zona pel.ldcida ni del nombre de cél.lules, dades
que concorden amb Smith i McLaren (1977) que proposen que
el temps de formacidé del blastocel dependria del nombre de

replicacions del DNA i/o de la proporcid nucli-citoplasma.

La viabilitat dels } embrions que arriben a blastocist es
veu disminuida en un 9% respecte als embrions contrel,
aquests resultats sén comparables als d'altres treballs
fets en aquesta linia en diferents espécies de mamifers
(Willadsen, 1979; Tsunoda i McLaren, 1983; Allen i Pashen,
1984; ‘Tojo; i col, 1985; Nijs 4 eel..1988):

Els blastocists obtinguts sén d'una mida més petita que
els embrions control i semblen presentar una proporcid me-
nor de massa cel.lular interna (MCI) i una proporcid més

gran de trofoectoderm quan es comparen amb els embrions

control, coincidint amb observacions fetes per Rands(1986)




349

en ¥ embrions postimplantacionals, on troba que la propor-
ci6 de teixits derivats de la MCI respecte als teixits de-
rivats del trofoectodern &s significativament més petita

gue en controls.

Si b& s'han obtingut 3 embrions cavitats amb morfologies

andmales (3.7%) no s'han observat vesicules trofoblasti-

ques a difer&ncia d'altres treballs (Tarkowski i Wrdblews-—

ka, 1967; Tojlo 1 col., 1985; Nijs i col., 1988) i d'acord |
amb Matte (1987). L'obtencid d'embrions andmals podria ser '
deguda a la formacid de mdrules amb pocs o sense blastd-

mers apolars inclosos dins d'un microambient intercel.lu-

lar (Tarkowski i Wroblewska, 1967). Dues sbn les causes

que produirien mdrules d'aquestes caracteristiques: la man

ca de zona pel.licida i el reduit nombre de cél.lules. El

fet que no s'hagin observat blastocists andmals del desen-
volupament d'embrions complets sense zona i que els resul-

tats d'altres treballs amb 3 embrions amb zona pel.ldcida

(LOJo" Lol i 1985; ' Nijs i col: 21988)cnoiredueixi ta pro-

porcidé d'embrions andmals, ens fa pensar que l'obtencid

d'agquests embrions seria deguda a la reduccié del nombre

de cél.lules en el moment de la cavitacid tal com proposa

Rossant (1976).

A partir de"les 72h de cultiu els embrions control s'expan
deixen i finalment surten de la zona pel.ldcida mentre que
els embrions sense zona, tant els controls com els } em-
brions, descompacten i presenten blastdmers molt vaquolit-
zats; finalment les cél.lules acaben per separar-se. S'ha
demostrat (Wassarman, 1987) que el trencament de la zona
pel.lGcida s'aconsegueix grdcies a una protelnasa de carac
teristiques semblants a la tripsina anomenada stripsina.
Dedulm que davant la manca de zona a digerir la stripsina
podria provocar la disgregacid del blastocist doncs la moxr
fologia que en aquest periode presenten els embrions sense
zona é€s semblant a la descrita per Braude i col. (1983)
quan fa créixer els embrions amb medis que inhibeixen la

compactacidé. Tsunoda i McLaren (1983) i Moonk (1988) mos-

tren que s'obtenen nascuts vius de la transferéncia a Gter
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d'embrions sense zona pel.lficida en estadi de mdrula o de
blastocist, per tant el microambient uteri deu compensar

l'efecte de la stripsina.

Per confirmar la viabilitat d'aquests % embrions hem pro-
gramat la seva transferéncia a femelles adoptives. Segons
els nostres resultats la transferdncia s'ha de dur a terme
abans de que es produeixi el procés de disgregacidé obser-
vat a les 72h de cultiu i en estadis prou avangats per evi
tar que els embrions s'enganxin a les parets de 1l'Gter a
causa de la manca de zona pel.ldcida (Modlinski, 1970), és

a dir, en estadis de mdrula o blastocist primerenc.
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Taula I. Eficiéncia de la metodologia de l'alllament de

blastomers :
NGm. d'embrions inicials a 2 cél. 192
NGm. d'embrions a 2 cé&l. sense ZP 188
NGm. de blastdmers aillats i sembrats 301 (78.4%)

Estadi de desenvolupament a les 60h de cultiu

NGm. blastocists normals 216 (71.76%)
Ndm. blastocists andmals 11
NGm. retardats 82
Nim. degenerats 42

Taula II.Desenvolupament"in vitro'"dels embrions estudiats

Hores de cultiu

24h 48h 60h
Embrions sembrats a 100% 94.6% 80.4% cav.
2 cél. amb ZP a 4 cel. a 8 comp.
Embrions sembrats a 100% 92.9% 78 ¥-cava
2 cél. sense ZP a 4 cel. a 8 comp.
1 embrions 96.9% 89.3% 71.8% cav.
gt 2ecely a 4 comp.

comp: compactats; cav: cavitats

Taula ITI Estadi de desenvolupament "in vitro" a les 60h de

cultiu
Embrions control
amb ZP sense ZP Mitjos embrions
Cavitats 80.4% TR TSRS
normals 80.4% 78.5% 71.8%
andmals 0% 0% 3..7%
Retardats 10T 14.3% 102 6%

Degenerats 8.9% Te2% 13.9%






