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RESUM

L'efecte de les radiacions ionitzants, especialment a dosis baixes, en la reproduccié hu-
mana &5 ¢ncara desconegut. En el present article descrivim I'evolucié de la primera pro-
fase meidtica i la formacié del complex sinaptonémic (CS) en rates femella, Rartus norve-
gicus 5.D., a través de 'analisi dels diferents estadis de la primera profase meidtica com a
pas preliminar per, en un proper projecte, estudiar el possible efecte de la radiacid ionit-
zant en aquest procés. El leptoté €5 un estadi de molt curta durada i degut 2! fet gue
I'aparellament dels homblegs comenga molt aviat només considerem 'estadi de leptoté-
zipoté. La progiessi6 de I'aparellament durant el zigoté s asincronic. La morfologia dels
CS és similar a la descrita en altres esp&cies. Durant ¢l diplot i abans de la desintegracié
dels elements [aterals, té lloc la desinapsi.

En alguns odcits s’observa la naturalesa doble ¢ fins i tot muiltiple dels elements iate-
rals. Les associacions entre CS amb nucléols o filaments nucleolars sén molt freqients.
La preséncia de CS§ fragmentats pot interpretar-se com un artefacte de la técnica.

RESUMEN

El efecto de las radiaciones ionizantes en la repraduccién humana, especialmente a dosis
bajas, es aun desconocido. En el presente articulo describimos 12 evolucién de la primera
profase meidtica y la formacién del compiejo sinaptonémico (CS) en ratas hemras, Ratius
norvegicus 8.D., a través del anélisis de los diferentes estadios de la primera profase
meiGtica como paso preliminar para posteriormente, en un proyecto préximo, estudiar e}
posible efecto de 1a radiacitn ionizante en este proceso. El leptotene es un estadio muy
corto y ademaés el apareamiento de los cromosomas homélogos empieza muy pronto por
lo que s6lo consideramos el estadio de leptotene-zigotene. La progresion del aparea-
miento durante el zigotene asincrénico. La morfologia de tos CS es similar a la descritaen
otras gspecies. Durante el diplotene y antes de la desintepracién de los elementos latera-
les, tiene Jugar ja desinapsis.

En algunos oocitos se observa la naturaleza doble ¢ incluso miltiple de los elementos
laterales. Las asociaciones entre CS con nucleclos o filamentos nucleclares son muy fre-
cuentes. La presencia de CS fragmentados puede interpretarse como un artefacto de la
técnica.
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ABSTRACT

The effect of ionizing radiation especially at iow doses on human reproduction is still unk-
nown. In this paper we describe the evelution of first meiotic prophase and synaptonemal
complex {SC) formation in femate rats, Ratius norvegicus 8.D. through the analysis of the
different stages of the first meiotic prophase as a preliminary step for a future study on
the possible effect of ionizing radiation on this process. Leptotene is a stage of very short
duration and since pairing of the homologues begins very early we only consider a lepto-
tene-zygotene stage. The progression of pairing during zytogene is asynchronous. The
morphology of the SCs is similar to that describe in other species. During diplotene and
before desintegration of the lateral elements, desynapsis takes place.

In some oocytes we observed a double or even multiple nature of lateral elements.
Associations between $Cs and nucleoii or nucleclar filaments are frequent. The presence
of fragmented SCs can interpreted as & technical artifact.

Key words: rat, oocyte, meiosis, synaptonemal complex.

INTRODUCCIO

En els darrers anys la poblacié que ha estat exposada a les radiacions ionit-
zants ha anat incrementant. L'origen d’aquesta irradiaci6 pot ser tant de tipus
ocupacional, com terapéutic ¢ accidental.

Després d’una exposicié important a dosis elevades s’obtenen unes fre-
qiigncies d’anomalies que evidencien els efectes negatius de les radiacions io-
nitzants. Ara bé, I'exposicié a dosis baixes {de I'ordre d’unes dotzenes de rad}
no sembla provocar modificacions cliniques o bioldgiques en teixits sans, al-
menys inmediatament detectables. Altrament per0, s{ que poden provocar
problemes en embrions 1 en la linia germinal, a través de la qual, es pot deter-
minar 'efecte transmissible a la descendéncia.

Diversos estudis han comprovat que la irradiacié indueix la no-disjuncié
en odcits de diferents mamifers, tot incrementant el risc d’aneuploidia en F,
{Hansman & Probeck, 1979; Sonta, 1981; Tease, 1985). A més, alguns autors
han arribat a establir, en I’espécie humana, la relacié existent entre la irra-
~.diacié i I'increment del risc de tenir fills amb trisomia 21 {Chandley & Speed,
1979). :

Ara bé, el risc d’anomalies de desenvolupament o defectes genétics asso-
ciat amb exposicions prenatals no pot ésser estudiat només a partir d’informa-
cions epidemiologiques, i {ambé s’han d’utilitzar models experimentals amb
animals de laboratori. ’

L’estudi de la induccié d’aneuploidia i altres alteracions en cel-lules germi-
nals d’altres mamifers ens pot fer comprendre millor la situacié humana.

L’objecte d’aquest treball &s I'estudi dels Complexos Sinaptonémics (CS)
a través de la primera profase meidtica, de manera que ens permeti tenir una
base per, posteriorment, poder veure els efectes de les radiacions ionitzants
en aquest procés.
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L’analisi dels complexos sinaptonémics al llarg de la primera profase
meidtica evidencia diverses alteracions estructurals no detectables amb técni-
ques cromosomiques convencionals. A més, les preparacions paquiténiques
permeten detectar el doble de multivalents que els trobats en diacinest/
metafase I {Cawood i Breckon, 1983)}. La técnica de complexos sinaptonémics
és de gran valor potencial per qualsevol estudi en qué intervingui el tracta-
ment experimental de ceél-Iules germinals meiodtiques.

Durant els tltims anys s’han publicat diferents articles sobre C.S. en dlfe-
rents gspécies de mamifers (Bojko, 1983; Dietrich & de Boer, 1983; Freixa
et al., 1985; Guitart et al. 1985; Speed, 1982, 1985; Tease & Fisher, 1986; Wa-
llace & Hultén, 1985a). _

La sincronia de la profase meidtica I varia considerablement segons les es-
pécies. En la rata, Beaumont & Mandl {(1962) estableixen una relacid directa
entre Pestadi de desenvolupament i 'estadi dominant d’activitat cel-lular,
perd en altres espécies com el ratoli, 'hamster i 'home (Baker, 1963; Borum,
1961, Freixa et al. 1985; Garcia et al. 1987) el procés de 'oogénesi és altament
asincronic 1 per tant més dificultds a I'hora d’analitzar els diferents estadis.

En el present estudi hem empi‘at Rattus norvegicus S.D. Aquesta espécie
resulta interessant per I'elevada sincronia que presenta en la pnmera profase
meidtica.

A més, la rata €s una especie que compleix els requeriments imprescindi-
bles de tot animal d’experimentacio: recanvi generacional elevat i rapid, i
preu raonable.

- En aquesta publicaci§, confirmem la sincronia de 'oogénesi en Rattus nor-
vegicus, descrivim els diferents estadis de la primera profase meidtica 1 carac-
teritzem l’estructura i el comportament del CS en oocits d’aquesta espécie. A
més establim una relacié entre 'edat de gestacio i 'estadi preponderant de la
profase meidtica I.

MATERIAL I METODES

Animals

Per a dur a terme aquest treball s’han utilitzat els ovaris de nadons i fetus de
femella de mamifers rosegadors de 'espécie Rattus norvegicus 8.1 {Sprague
Dawley) des dels 14 dies postcoiturmn fins als 4 postpartum (Taula 1), El mati
de la detecci6 del tap vaginal el considerem com a dia zero de gestacié.

Técniques

Es sacrifiguen les femelles gestants amb un anestésic inhalatori {(cloroform o
bé eter) en els diferents dies de gestacié des dels 14 fins als 21 dies, s’extreuen
els fetus i es mantenen en solucié isotdnica.
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Taula 1. Percentatge dels diferents estadis per a cada edat respecte al total de c&l-lules meioti-
ques.

Leptoté
Postcoitum  Nombre Meidcits Leptoté-Zigoté  Zipote Paquitt Diploté  Dictiote
14 — — — — — —
15 75 100 — — —_ —
16 89 100 — —_ — —
17 128 180 — — — —
18 540 89 10 — — —
19 729 . 45 50 6 — —
20 432 14,3 28,6 57,1 — —
21 254 1,8 i8,9 75,5 3,7 —
Postpartum
1 441 — 4,5 28.6 30 11,3
2 425 —_ — 8,2 68,9 311
3 262 — — — 52,9 474
4 . 136 — —_ — — 100

Als nounats, d’edats compreses entre 1 dia i 4 dies p.p., se’ls practica una
dislocacié cervical.

S’extreuen els ovaris i es processen mitjangant dues técniques diferents: la
técnica descrita per Moses (1977a) per espermatocits de mamifers, adaptada a
odcits de mamifers per Freixa (1985), i1a técnica descrita per Dietrich & Mul-
der (1981a, 1981b).

Amb les dues s’ha fet un estudi seqiiencial, introduint les modificacions
descrites per Navarro et al. (1981) a la técnica de Dresser & Moses (1980).

RESULTATS I DISCUSSIO

Distribucié dels estadis profasics. Sincronia

El grau de sincronia, a través de la profase meidtica, varia segons les espécies.

.En el ratoli s’ka observat que les cél-lules no entren en meiosi exactament en
el mateix moment, siné que ho fan en el curs d'un ¢ dos dies (Borum, 1961).
En la femella, 'oogénesi és molt asincronica (Baker, 1963).

Beaumont & Mandl (1962), en el seu treball, destacaren una estreta rela-
ci6 entre 'estadi predominant meidtic i 'edat del fetus, aixi com un desenvo-
lupament sincronitzat en la majoria d’odcits, de manera que un 90 % de les
cel-lules es troben en el mateix estadi, en un moment donat.

En 1z Taula I poden observar-se els percentatges dels diferents estadis, a
mesura que avanga I'edat dels fetus i dels nadons de rata.

Als 14 dies postcoitum (p.c.) no s’observen cél-lules meidtiques. Als 15
116 dies p.c. observem un nombre molt baix de meiocits que €s molt variable
segons els fetus. Als 17 dies p.c. augmenten, perd aixi i tot, només trobem
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cék-lules als inicis de la profase que, en aquest treball, englobem en I'estadi de
leptoté-zigoté.

Creiem gque la meiosi probablement comenga als 15 dies p.c., perd simulta-
niament t¢ lloc una primera onada de degeneracid (Beaumont & Mandl,
1962). Als 17 dies p.c. una segona onada de degeneracid coincidetx amb un
procés de proliferacié actiu (Beaumont & Mandl, 1962). Aixé podria explicar
el perqué en les primeres edats estudiades el percentatge de cél-lules meioti-
ques és baix. No és fins als 18 dies p.c. que la majoria de cél-lules entren en
meiosi. .

Als 18 dies p.c. es comencen a observar els primers zigotens tipics. A parnr
d’aquesta edat, i gradualment, van aparcixent ¢ls diferents estadis (paquite,
diplot¢, dictiote), al mateix temps que van desapareixent ¢ls primers (leptote,
leptoteé-zigote, zigote}.

Aixi, pot observar-se com als 19 dies p.c., augmenta molt el percentatge
de zigotens amb una clara disminucié dels leptotens-zigotens. A I'edat
segiient, 20 p.c., els paquitens ja sén majoritaris i arriben al maxim pic als
21 p.c. A 1 p.p. ja no trobem lepto-zigotens, només alguns zigotens tipics,
i cls darrers estadis (diploté, dictioté) comencen a predominar. Quatre dies
després del naixement només poden apreciar-se nuclis en estadi dictioténic.

Per a cada estadi trobem una edat en la qual s’escau I'estadi principal
(Taula 1), tal i com indicaren Beaumont & Mandl {1962} en el seu treball.

Descripcid dels CSs i 1a seva evolucio en la progressié dels estadis meidtics
Leptoté-zigoté

El leptote es caracteritza per nuclis grossos i arrodonits, d’aspecte dens i uni-
forme.

S’observen filaments molt curts i fins, sovint dificils d’apreciar (Fig. 1).
Agquests filaments corresponen a precursors dels elements laterals. El leptoté
s'observa des dels 15 dies p.c.

Per altra banda, en efectuar 'analisi dels resultats en les primeres edats,
s'observa que els primers aparellaments tenen lloc aixi que comencen a for-
mar-se els elements axials i per tant ja no podem classificar aquests nuclis a
I'estadi leptote (on tots els elements axials sén senzills); perd tampoc no tenen
la configuracié tipica de 'estadi zigoténic; és per aixd que parlem d’un estadi
leptote-zigote (Fig. 2).

Aquesta interpretacio estaria d’acord amb I’estudi fet per Bojko (1983) en
I"'odcit huma en el qual suggereix que I'aparellament t€ lloc abans de la confec-
g total de 'element lateral i per tant, estadi del leptote, amb tots els compo-
nents laterals formats sense CS, no existeix. Es en aquest sentit que alguns au-
tors, en estudis fets amb el ratolf {(Dietrich & Mulder, 1981a, 1981b), arriben
fins i tot a dubtar de Pexisténcia del jeptote. Altres autors, perd, han caracte-
ritzat aquest estadi tant en oocits (Freixa et al.-1985) com en espermatocits
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Figura 1. Odcit leptoténic al microscopi dptic (15 p.c.). Les fletxes assenyalen els fila-
ments precursors dels elements laterals (Barra, 10 um).

(Guitart et al., 1985) de ratoli i d’hamster. Probablement, el fet de trobar un
nucli amb els fragments laterals completament desaparellats és una qiiesti6 de
sort, ja que el leptote té una durada molt curta.

Zigoteé

Els nuclis perden la forma arrodonida que identifica Iestadi anterior. Aquest
estadi es caracteritza per la total confeccié dels elements laterals (Fig. 3).

En aquest estudi, es troben en la rata els primers zigotens titpics als 18 p.c.
Aquests resultats coincideixen amb les dades aportades per diferents autors
(Beaumont & Mandl, 1962; Dietrich & Mulder, 1981b; Rivelis et al. 1976).

En un mateix nucli 'aparellament que progressara durant tot el zigoté, no
és sincronic. Aquest fet ja ha estat descrit en diverses espécies per altres au-
tors (Bojko, 1983; Dietrich & de Boer, 1983; Freixa et al., 1985; Moses,
1977a; Pathak & Hsu, 1979; Speed, 1982; Vidal et al., 1984; Wallace & Hul-
tén, 1985a).
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Figura 2. Odcit en estadi de transici6 (leptoté-zigoté) al microscopi optic (18 p.c.). Es
poden observar filaments aparellats (fletxes) i per aparellar (Barra, 10 um).

Figura 3. Odcit a zigoté vist al microscopi optic (19 p.c.) amb regions intersticials i
finals per aparellar (Barra, 10 um).
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En aquesta etapa la condensaci6 es reflecteix en un escurgament i engrui-
ximent dels CS.

Paquité

Es I’estadi predominant entre els 20 21 dies p.c. (Taula 1). Es caracteritza per
la formaci6é completa i I’aparellament total dels CS (Fig. 4, 5).

La longitud dels complexos sinaptonemics a traves del paquité és variable,
alguns paquitens mostren els CS més condensats i engruixits, mentre que al-
tres nuclis els presenten més prims i allargats; pero és dificil descriure una evo-
luci6 d’aquest estadi, ja que no hi ha punts de referéncia per establir una se-
qiiencia. (En el mascle, I’evolucié del bivalent sexual permet una classificacié
del paquite en diferents estadis, pero en la femella el bivalent sexual no €s

Figura 4. Odcit en I'estadi del paquite (20 p.c.). S’observen 21 C.S. totalment formats
i individualitzats. Les fletxes assenyalen associacions entre CSs i nucléols
(Barra, 10 pm).
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Figura 5. Imatge seqiiencial d’un nucli paquitécnic (21 p.c.) al microscopi dptic (a) i al
microscopi electrdnic (b). S'observen associacions dels CS amb nucléols (fletxes) i fi-
laments nucleorals (asterisc) (M.O. barra, 10 pm, E.M. barra, 10 um).

13
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identificable). Tease (1986) suggereix un criteri de classificacié pels odcits de
ratoli, tot observant la longitud dels CS i la preséncia d’associacions termi-
nals. Segons aquest autor, el paquité primerenc té CS llargs amb nombroses
associacions terminals, i el paquité tarda es caracteritza per uns CS curts i
ben separatas. Ara bé, caldrien estudis addicionals, ja que els nostres resul-
tats suggereixen que la utilitzacié de solucions hipotoniques pot influir en les
caracteristiques del nucli.

Diplote

Es I"estadi predominant en el 1r dia p.p. (Taula 1). Es caracteritza per la desi-
napsi entre els cromosomes homolegs, amb la separaci6 consegiient dels ele-
ments laterals (Fig. 6).

La desinapsi progressa asincronicament fins que té lloc la separaci6 total
dels elements laterals (Fig. 7).

Els diplotens més avangats mostren trencaments dels EL, que cada cop
s6n més nombrosos. La desaparicié del CS com a tal és cada cop més evident,
Al final d'aquest estadi s’aprecien restes dels elements laterals.

En alguns odcits hi ha evidéncia de duplicacio i fins i tot de multiplica-
cio dels elements laterals (Fig. 8). Aquest fet ha pogut ésser observat per
diferents autors (Comings & Okada, 1971; Counce & Meyer, 1973; Dresser &
Moses, 1980; Mazo & Gil-Alberdi, 1986; Freixa et al., 1985; Garcia et al.
1987, Moses, 1968; Sheridan & Barnett, 1969} en diferents espécies.

Dresser & Moses {1980} establiren que la naturalesa doble de 'element
sols es manifesta després de la sinapsi, perd Freixa et al. {1985) observen ele-
ments laterals dobles en'segments desapareilats en el zigoté en oocits d’hams-
ter. Nosaltres observem una duplicitat dels elements laterals en nuclis diploté-
nics i en general és més senzill observar la naturalesa complexa de 'element
lateral en estadis postsinaptics.

Dictioté

Es 'estadi predominant a partir dels 4 dies p.p. (Taula 1). El nucli pren de nou
una forma arrodonida i un aspecte dens amb una morfologia que fa pensar en
el leptoté.

No es distingeixen restes d’elements laterals.

Associacions nucleolars

En els 0dcits de rata s’observen nombroses relacions amb els nucléols, tant en
estadis presinaptics com postsinaptics (Taula 2). Aquests nucléols presenten
diverses morfologies: forma arrodonida i gran, molt rodé i petit, en forma de
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Figura 6. Imatge seqiiencial d'un oocit diploténic (1 p.p.): al microscopi optic (a) i al

microscopi electronic (b). S'observen desinapsis dels elements laterals. La desorga-

nitzacié dels elements laterals és asincronica: es poden observar desinapsis parcials

(caps de fletxa) i desinapsis totals (asterisc). Les fletxes assenyalen un bivalent els

elements laterals del qual es relacionen amb dos nucléols o restes nucleolars. (M.O.
barra, 10 pm, M.E. barra, 5 um).

15
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Figura 7. Durant el diploté primerenc la desinapsi comenga terminalment (a) o bé
intersticialment (b). La progressié de la desinapsi (c) porta a la completa separacié
dels elements laterals (d) (Barra, 2 pm).

Figura 8. CSs d’oocits a diploté al microscopi optic (a) i electronic (b). S’observa du-
plicitat dels elements laterals (fletxes). (M.O. barra 5 um; M.E. barra 1 um).
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Taula 2. Percentatges d'odcits que presenten relacions CS-nucleol respecte al total.

Posicié telomerica Posicié intersticjal
Bivalent llarg 12,3 7.6
2 nucleols 1 nucléol
Bivalent mitja 6,6 13,6 1,3
Bivalent curt 11,4 55,3 39

ploma i estan associats tant telomeéricament com intersticialment (Fig. 9).
Algunes vegades es poden observar CS associats a dos nucléols simétrics
{Fig. 9a; b). Mirre & Stahl (1978) observen que en ¢l ratoli, la formacio de
dos nucleols simétrics no és un fenomen rar.

En un 6,8 % dels nuclis paquitenics i diploténics, observem una figura es-
pecial en un bivalent de longitud mitjana.

Aquest bivalent es presenta doblegat sobre si mateix, la qual cosa fa pen-
sar en una relacié entre els seus telomers (Fig. 9f;g). En un 30 % d’aquests
nuclis el bivalent es troba relacionat amb un nucléol (Fig. 9g).

La presencia d’uns filaments d’origen nucleolar sovint associats al C§
(Dresser & Moses, 1980) s’han observat freqilentment en odcits d’hamster
{(Freixa et al., 1985) i en espermatocits d’hamster (Guitart et al. 1985).

En aquest estudi se n’han pogut observar en relacié al CS (Fig. 10} en nom-
brosos nuclis (10,2 % del total d’oocits}. En alguns d’aquests odcits, aquests
filaments extableixen connexié entre dos o més CS (Fig. 10c).

Se’n desconeix la possible funcié, perd prodien influir en P'erientacié dels
bivalents, i actuar com a un possible mecanisme de no-disjuncié (Freixaetal.,
1985).

Trencaments

En un cert percentatge d’odcits (6,1 % dels oocits en ¢l zigoté i paquité) s’ob-
serven trencaments dels CS previs a Iz postsinapsi dels elements laterals o bé,
en alguns casos, abans de la sinapsi completa (Fig. 11).

En znalitzar les dades experimentals corresponents a aquests nuclis, es va
observar que el 72,2 % provenen de preparacions obtingudes a partir de fixa-
dor d'un pH més elevat que 9,5; aixd fa pensar que aquests trencaments sén
producte de ia técnica i no representen un mecanisme postsinaptic normal.
Altres autors (Wallace & Hultén, 1985a) descriuen trencaments relativament
freqiients en odcits paquiténics humans que també han interpretat com arte-
factes de la técnica.

Speed (1982) observa interrupcions dels complexos en un 25 % de nuclis
paquiténics, i suggereix que la formacié d’aquestes interrupcions és deguda a
zones que no queden tenyides. :
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Figura 9. Associacions entre CSs i nucleols. a-e) morfologies diferents d’associacions
CSs-nucléols (Barra, 5 um). f) bivalent amb associaci6 telomérica (Barra 5 um). g) un
bivalent similar al f) amb associacié nucleolar (Barra 5 um).

Figura 10. Filaments nucleolars, imatges seqiiencials (a) i (b). (a) al microscopi optic
(Barra, 5 um). (b) al microscopi electronic (Barra, 5 pm). (c) associacié de 4 CS degu-
da a filaments nucleolars al microscopi Optic (Barra, 5 pm).
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Figura 11. Trencaments (19 p.c.) (Barra, 5 pm).
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