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Fig. 52.- Embri6é amb tres pro-nuclis, la qual cosa indica una dispérmia.

Els dos pro-nuclis majors sén els dels espermatozoides mentre
que el més petit és el d'origen femeni.
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Fig. 53.- Embri6 partenogenétic, amb un Gnic complement d'origen femeni.
S'observen clarament els dos corpuscles polars (cp) ja que
1'activacidé partenogenética ha fet acabar la meiosi femenina
sense l'estimul de la penetracié de 1'espermatozoide. Per
tant, els cromosomes presenten 1'aspecte de somatics.
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Fig. 54.- Complement cromosdmic no analitzable donada la baixa qualitat
de 1'extensid que ha provocat un gran nombre de superposicions
les quals impedeixen una andlisi acurada de llur constitucid
cromosdmica.
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3.6.Andlisi estadistica

Un cop reunides totes les dades s'ha procedit a l'andlisi estadistica
per a determinar l'existéncia de diferéncies significatives (no a cau-
sa de l'atzar) entre les dues poblacions, in vivo i in vitro.

Per aconeguir-ho s'ha triat el test de dependéncia o independéncia de
factors mitjancant les taules de contingéncia de 2x2 amb la correcci6
per a la continuitat (corecci6é de Yates) de les quals s'obtenen els es-
tadigrafs de prova de la XZC.

La correccié de Yates s'ha d'aplicar perqué les dades que es manegen

son essencialment discontinues, mentre que les taules de la X2 que es
consulten estan calculades a partir de la distribuci6 original continua.
Aixd déna com a resultat la tendéncia a subestimar la probabilitat fi-
nal i, per tant, a acceptar més freqlientment algunes diferéncies com a
significatives quan, en realitat, no ho serien. Aquesta tendéncia es
pot corregir reduint el valor calculat de la x2 amb la férmula segilient:

2
2_ (|Obs.- Esp.|- V2
X %= | P.l )

Aquest ajust és valid només quan existeix un grau de llibertat perd no
ha d'emprar-se quan es treballa amb diversos valors de X2 combinats.

La correccid de la continuitat té un gran interds i és gairebé obligada
quan les freqiiéncies sbén baixes i, en canvi, afecta en menor mesura en
mostres de mida gran (Snedecor, 1970).

Per altra banda, quan una de les freqliéncies é&s nul.la é&s més correcte
- el cdlcul exacte de la P. Si simplifiquem la taula de contingéncia de
2x2 de la seglient manera:

F F Suma
Exp. 1 x y a' '
Exp. 2 z u b!
Suma a b n

La P es calcula, en general, com:
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p - al b! a'l b'! 4 al bl a'l b'! +

x yl zt ul n! (x=1)0 (y+1)! (z+1)! (u-1)! n!

al bl a'l b'!

T )T ()T (U=x) T AT

essent x el valor minim.
Quan x=0, P és igual a 1'Gltim terme d'aquesta suma (Ehrenberg, 1977).

El nivell de significacié triat (o) és del 5% perd els casos en els que
la diferéncia és marcadament significativa es consigna el major nivell
de confianca assolit.

En general es considera que si:

P> 0.05 la diferéncia no és significativa
0.01<P<0.05 la diferéncia és significativa
0.001<P<0.01 la diferéncia é&s clarament significativa
P < 0.001 la diferéncia és altament significativa

(Ehrenberg, 1977)

Cal tenir en compte que aquest tipus d'analisi no é&s valida quan es rea
litza amb freqiéncies relatives, i, si bé d'aquestes se'n poden fer es-
timacions de les absolutes, significa introduir factors d'incertesa en
1'andlisi efectuada. Per aquesta rab, en el cas concret de les aneuplol
dies, no s'ha realitzat el test d'independéncia de factors ja que la
frequiéncia que apareix en les dades només és una estimacid tedrica del
seu valor real; en canvi el test s'ha desenvolupat amb la freqgliéncia
d'hiperploidies que apareixen com freqiiéncies absolutes.
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3.7. Recopilacid de dades

3.7.1. Caracteristiques generals de la mostra

Les caracteristiques generals de la mostra estan recollides en la Tau-
la 1.

En els experiments in vivo es van acoplar cent quatre femelles amb cin
quanta dos mascles rendint 1.291 obcits fecundats, dels quals ha estat
possible analitzar-ne 1.022. La resta no ho ha estat per les raons es-
mentades anteriorment (veure 3.5.3.2.).

Per als experiments in vitro s'han emprat noranta sis femelles i quaran
ta vuit mascles com a donadors d'odcits i espermatozoides, respectiva-
ment. S'han obtingut 1.284 embrions d'entre els quals 1.033 eren prou
bons com per a fer-ne l'andlisi citogenética.

La freqiéncia de fertilitzacié (nombre d'odcits fecundables/nombre d'od
cits fecundats) ha estat enregistrada en cadascun dels experiments i

la seva mitjana apareix a la Taula 1. La freqiiéncia de fertilitzacib

in vivo ha hagut de ser determinada ja que en el ratol{ rarament s'asso
leix el valor 100% (Hartmann, 1983). Com sigui que el valor in vivo és
del 82.60% i el in vitro 81.82%, l'eficiéncia de fecundacié de la FIV

en relacid a la in vivo se situa en un nivell del 99%. Aquest és un va-
lor molt bo que abona la validesa dels resultats obtinguts, car en gene
ral es consideren andmales les frequéncies inferiors al 80% (Wolf, 1976).

Una petita part de la mostra, 102 embrions fecundats in vivo i 169 in
vitro s'han bandejat amb bandes C que permeten identificar el cromosoma
Y com a C- (fig. 55) i, per tant, determinar la relacié de sexes. Aques
ta relacié (O S?) és de 1.04 in vivo i 1.22 in vitro. Els complements
cromosomics incomplets han estat descartats per la determinacid del se-
xe malgrat s'hi hagi observat un cromosoma Y. Cas de no fer-ho aixi apa
reixeria un augment artefactual de complements masculins. No s'ha detec
tat cap diferéncia significativa en la relacié de sexes embrionaris.



Fig. 55.- Cromosomes de la primera divisi6é embriondria de ratoli
tenyits amb bandes C, mitjancant les quals es pot determinar
el sexe de l'embrid.

a- embri6é mascle. El cromosoma Y s'assenyala amb una fletxa
en el complement d'origen patern.

b- embrid femella. En el complement d'origen patern no s'observa
cap cromosoma Y (dos dels cromosomes del complement femeni
s'han desplagat per efecte de la fixacié cap al masculi).
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3.7.2. Anomalies numériques i estructurals

Les anomalies numériques i estructurals detectades estan reflectides
en la Taula 2. Aquesta inclou aneuploidies, poliploidies i anomalies
estructurals tan in vivo com in vitro.

ANEUPLOIDIES

El nombre d'hiperploidies és la suma del de trisomies (2n+1) més el
d'altres hiperploidies observades.

El nombre d'altres hiperploidies ha estat determinat incloent-hi els
embrions que presentaven entre 41 i 45 cromosomes. Aquests limits han
estat fixats arbitrdriament per tal de distingir els embrions amb tri-
somies maltiples dels embrions triploides que haguessin sofert una pér
dua cromosOmica per efecte de la fixacid.

La incidéncia de les " hipoploidies (2n-1) no s‘ha determinat directa-
ment sind que és una estimaci6 que 1l'equipara a la d'hiperploidies.

Aquesta aproximacid és necessaria perqué les superposicions i pérdues
cromosdmiques durant 1'extensid augmenten artificialment el nivell d'hi
poploidies detectades. Ha estat freglientment utilitzada per diferents
autors 1 es basa en el fet de qué, al nostre sistema, ambdues sén el
resultat de la no disjuncidé i que per tant l'aparicid de 1'una va sem-
pre acompanyada de l'altra.

S'ha suggerit que el nombre de monosomies excediria el de trisomies en
embrions pre-implantacionals més avancats a causa de 1'aparicid per
pérdua anafdsica durant les divisions mitdtiques successives (Bond,1983),
perd no és aquest el nostre cas.

Per tant, el nivell total d'aneuploidies és la suma de la freqgiiéncia
d'aparicid de les hiperploidies més el de les hipoploidies (el doble de
les hiperploidies).

De 1.022 embrions analitzats in vivo, 43 sén hiperploides (36 trisomies
i 7 d'altres hiperploidies) la qual cosa representa un 4.21% i un nivell
d'aneuploidies d'un 8.42%. Per altra banda de 1.033 estudiats in vitro
28 soén hiperploides (24 trisomies i 4 d'altres hiperploidies) amb una
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TAULA 2.- Dades de la incidéncia del nombre total d'anomalies
cromosOmiques trobades en els embrions de ratolf
fecundats in vivo i in vitro.

IN VIVO (%)

IN VITRO (%)

Aneuploidia
. Hiperploidia
Trisomia
Altres hiperploidies

. Hipoploidia
Poliploidia

Anomalies estructurals

TOTAL

43

36

106

18

(8.41)
(4.21)
(3.52)
(0.68)

(4.21)
(10.37)
(1.76)

(20.74)

(5.42)
28 (2.71)
24 (2.32)
4 (0.39)

(2.71)

147 (14.23)

18 (1.74)

(21.39)
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incidéncia de 2.71% d'hiperploidia i 5.42% d'aneuploidia.

No s'han detectat diferéncies significatives entre la freqiliencia d'hi-
perploidies dels embrions fecundats in vivo (4.21) i in vitro (2.71).

POLIPLOIDIES

Del total d'embrions analitzats in vivo, 106 (10.37%) sbén poliploides
ja siguin triploides, tetraploides o pentaploides, mentre que dels fe-
cundats in vitro se n'observen 147 (14.23%).

Aquestes diferéncies impliquen un increment significatiu (P<0.025) en
els embrions obtinguts per FIV en relacid als fertilitzats in vivo,
que es comentara en la discussiéb.

ANOMALIES ESTRUCTURALS

Les anomalies estructurals inclouen fragments, anells i fusions céntri
ques obtenit-se la mateixa freqiiéncia d'aparicid tant in vivo (1.76%)
com in vitro (1.74%) amb 18 embrions detectats en cada un.

FREQUENCIA TOTAL

La freqiiéncia total d'anomalies és la suma de les fregiiéncies d'aneuplol
dies, poliploidies i anomalies estructurals (20.74% in vivo i 21.39% in
vitro) i es refereix a la proporcidé d'embrions andmals obtinguts en cada
série.

3.7.3. Origen de les poliploidies

La Taula 3 evidencia 1'origen dels poliploides incloent-s'hi triploides,
tetraploides 1 pentaploides. Quan només s'ha detectat un complement cro

mosdmic (3n, 4n o 5n) no es podia determinar la causa de la poliploidia

i per tant s'ha enregistrat com d'origen incert.

Els poliploides es poden originar, com ja hem vist, per tres mecanismes:
polispérmia, espermatozoide diploide i odcit diploide.

Les freqliéncies de cada un d'aquests possibles origens apareixen referits
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TAULA 3.- Origen dels poliploides inclosos triploides, tetraploides i

pentaploides en embrions de ratoli fecundats in vivo i

* Qrigen incert

in vitro.
% total % triploides

In vivo In vitro In vivo In vitro
Triploides 103 (10.08) 144 (13.93)
Dispérmia 56 ( 5.48) 91 ( 8.81) (54.37) (63.19)
O'2n 6 (0.59) 16 ( 1.55)  ( 5.83) (11.11)
Q2n 24 ( 2.35) 22 ( 2.13) (23.30) (15.28)
Incert 17 ( 1.66) 15 ( 1.45) (16.50) (10.42)
Tetraploides 2* ( 0.20) -3 (0.29)
g?n +On +On 2 (0.19)
Trispérmia 1 ( 0.10)
Pentaploides 1* ( 0.10)
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tant al total d'embrions analitzats com al nombre de triploides.

D'un total de 103 embrions triploides in vivo (10.08%), 56 sén dispér-
mics representant el 54.37% del total de triploides, essent, per tant,
la causa més freqglient de triploidia. El mateix succeeix en els embrions
in vitro entre els quals es detecten 144 triploides (13.94%) dels quals
91 (63.19%) son dispé&rmics. Hi ha, per tant, un increment clarament sig
nificatiu (P<0.005) de les dispérmies en els embrions fecundats in vi--
tro (8.81%) enfront dels in vivo (5.48%) que comentarem en la discussié.

Quant als espermatozoides diploides se'n troben sis en els embrions ob-
tinguts per fecundacié in vivo, és a dir intervenen en un 0.59% de les
fecundacions. Per contra estan presents en setze embrions fecundats in
vitro (1.73% del total). Aixd significa que un 5.83% i un 11.11% dels
triploides in vivo i in vitro respectivament han estat prodults per un
espermatozoide diploide. L'augment débilment significatiu (P<0.06) de

la freqiiéncia de fecundaci6 per part d'espermatozoides diploides en
condicions in vitro que s'han deriva serda discutit més endavant.

Pel que fa als o0cits diploides no hi ha diferéncies significatives en-
tre els embrions obtinguts in vivo i in vitro, detectant-se en 24 (2.35%)
i 22 (2.13%) casos, respectivament, en cada poblacid, es a dir en un
23.30% i 15.28% dels triploides.

Pensem que la relacid entre les diferents classes de triploides ha d'és
ser la mateixa entre els d'origen incert ja que se suposa que la seva
aparicif és a causa de l'atzar i, per tant, se'n troben el mateix nom-
bre entre els fecundats in vivo (17) i els in vitro (15).

Referint-nos al'andlisi dels tetraploides i pentaploides se n'ha detec-
tat un nombre massa baix com per permetre cap comparacibé entre les dues
poblacions. S'observen dos casos de dispérmia on hi intervé un esperma-
tozoide diploide i una trispérmia entre els de la série in vitro. La
resta de tetraploides i pentaploides, tots ells derivats de la fecunda-
cid in vivo, sbén d'origen incert.
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3.7.4. Contribuci6 dels pro-nuclis masculins i femenins

A la Taula 4 s'avalua la contribuci6 dels pro-nuclis masculi i femenf
en la incidéncia d'anomalies cromosOmiques en ambdues poblacions.

L'analisi s'ha efectuat en aquells embrions que presentaven una diferen
ciacidé clara entre els cromosomes d'origen patern i matern que permetés
una identificaci6 precisa de l'origen de l'anomalia detectada.

Dels 1.291 embrions fecundats in vivo s'han identificat 840 complements
d'origen patern i 850 materns. Per altra banda, dels 1.284 fecundats in
vitro s'han estudiat 907 complements masculins i 882 femenins.

Si comparem les dues poblacions, in vivo i in vitro, en cadascun dels

dos sexes veiem que no hi ha cap diferéncia significativa en la incidén
cia d'anomalies llevat del cas de la disminucié del nombre d'espermato-
zoides diploides en la fecundacidé in vivo a la que ja hem fet esment
(P<0.05), la qual sera discutida més endavant.

De la mateixa manera si comparem ambdds sexes en cadascuna de les pobla
cions, in vivo i in vitro, tampoc no hi ha diferéncies significatives
entre ells llevat del cas que acabem d'esmentar d'una disminucid clara-
ment significativa (P<0.005) del nombre d'espermatozoides diploides (6)
detectats, enfront dels 24 pro-nuclis femenins diploides observats in
vivo. Aquesta diferéncia en el nombre de gametes diploides no es déna
in vitro.

Cal esmentar que hi ha una diferéncia significativa (P<0.05) entre el
nombre de complements masculins (10) i el de femenins (2) amb anomalies
estructurals in vitro.

Es de destacar que la incidéncia d'aneuploidies és aproximadament la ma-
teixa en ambdds sexes, situant-se al voltant del 2.5% in vitro i al 4%

in vivo. Aquestes lleugeres diferéncies, encara que no significatives,

seran comentades a la discussié.

La freqiiéncia total d'anomalies, resultant de la suma de les incidéncia
d'aneuploidies, diploidies i anomalies estructurals, és també molt sem-
blant en els dos sexes i en les dues poblacions estudiades, situant-se
entre un 5% i un 7% en tots el casos.
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TAULA 4.- Contribucid dels genomes d'origen patern i matern al total
d'anomalies cromosOmiques.

a% Q*
Analitzats in vivo 840 850
in vitro 907 882
Aneuploidia in vivo (3.82) (4.00)
in vitro (2.42) (2.50)
. Hiperploidia in vivo 16 (1.91) 17 (2.00)
in vitro 11 (1.21) 11 (1.25)
Trisomia in vivo 14 (1.67) 16 (1.88)
in vitro 9 (0.99) 11 (1.25)
Altres hiperploidies in vivo (0.24) 1 (0.12)
in vitro (0.22) —
. Hipoploidia in vivo (1.91) (2.00)
in vitro (1.21) (1.25)
Diploides in vivo 6 (0.71) 24 (2.82)
in vitro 18 (1.98) 22 (2.49)
Anomalies estructurals in vivo 5 (0.6) 7 (0.82)
in vitro 10 (1.10) 2 (0.23)
Total d'anomalies in vivo (5.13) (7.64)

in vitro . (5.50) (5.22)
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3.8. Estudi de mutdgens

3.8.1. Caracteristiques generals

Tal com hem descrit al capitol 2, "Material i Métodes", s'ha utilitzat
com a mutagen la B-Propiolactona en dosis de 2mg/Kg de pes de l'animal,
injectades intraperitonealment a diferents temps després de la induccid
de la superovulaci6 per accidé de 1'hormona HCG. Aquests temps han estat:
1.5, 3, 6, 91 11 hores i el tipus de fecundaci6 emprat ha depés de cri
teris practics a l'hora de fer cadscun dels experiments, de manera que
a 1.5, 3 1 11 hores s'ha emprat la ténica de la FIV, mentre que a 6 i 9
hores s'han obtingut els embrions in vivo.

S'ha utilitzat un total de 15 femelles i 5 mascles en els experiments in
vivo i 39 femelles i 13 mascles en els in vitro, distribuits de la se-
glient manera: 9¢ i 30% 1.5 hores, 9@1i 40% 3 hores, 9@i 30% les 6 ho
res, 691 20%a les 9 hores i 21 Qi 60" les 11 hores (Taula 5).

D'aquests donants de gdmetes s'han obtingut un total de 794 embrions
dels quals se n'analitzaren 715: 109 a les 1.5 hores, 193 a les 3 hores,
71 a les 6 hores, 100 a les 9 hores i 242 a les 11 hores amb una freqiién
cia de fertilitzacid que oscil.lava entre els 72.57% a les 1.5 hores i
el 90.08% a les 9 hores (Taula 6).

3.8.2. Anomalies numériques i estructurals

El tipus i incidencia de les anomalies numériques i estructurals observa
des entre els embrions obtinguts de femelles tractades amb el mutagen
apareixen a la Taula 7. Aquesta Taula té unes caracteristiques idéntiques
a la Taula 2, per0d especificant-hi el temps d'injecci6 de la BPL.

ANEUPLOIDIES

Es pot observar que la frequéncia d'aparicié de les hiperploidies é&s
lleugerament diferent a la dels controls, perd aquestes diferéncies no
sén significatives.
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POLIPLOIDIES

S'ha detectat un augment considerable altament significatiu (P<0.001)
del nombre de poliploidies al cap de tres hores: 51 de 193 analitzats
(26.42%) enfront del 14.23% del control. La resta de diferéncies tam-
poc no son significatives , perd cal destacar el lleuger augment al
cap d'onze hores (18.18%) per les raons que veurem més endavant.

ANOMALIES ESTRUCTURALS

Tampoc no es detecta cap diferéncia significativa en relaci6 amb els
controls.

3.8.3. Origen de les poliploidies

Per tal d'esbrinar les causes d'aquest augment de les poliploidies
esmentat s'han agrupat els diferents origens només de les triploidies
a la Taula 8, ja que no apareixen ni tetraploidies ni pentaploidies.
La Taula 8 és equivalent a la Taula 3 i en ella es mostren l'origen i
la incidéncia de les triploidies en relacié al total d'embrions estu-
diats i al total de triploides en cadascun dels temps d'aplicacié del
mutagen.

La Taula mostra un increment altament significatiu del nombre d'od-
cits diploides al cap de tres hores (P<0,001), 22 embrions de 193 ana-
litzats (11.40%) al cap d'onze hores (P<0.01), 12 embrions de 242
(4,92%) enfront d'un 2.13% al control. Per altra banda, el fet de no
detectar cap més difereéncia significativa en les dades obtingudes, con-
firma que sigui aquesta la causa de 1'esmentat increment de poliploides.

Si comparem els nivells d'aparici6é d'odcits diploides en ambdds temps
es pot veure que la incidéncia és significativament més elevada
(P<0.025) al cap de tres hores que no pas al cap d'onze, la qual cosa
podria explicar el fet que no s'observés un augment significatiu de
poliploidies en aquest darrer temps (veure Taula 7).
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3.8.4. Origen de les aneuploidies

Per tal d'analitzar 1'efecte de la BPL sobre l'aparicid d'aneuploidies
s'ha comparat la incidéncia d'hiperploidies en les femelles amb la inci
déncia d'aquesta anomalia en els mascles, els quals, com ja hem dit,
presenten una freqliéncia d'aparicid espontdnia d'aneuploidies igual a
les femelles (veure 3.7.4.) i, a més a més, no han estat tractats amb
el mutagen, per la qual cosa poden actuar de control.

La Taula 9 mostra els resultats obtinguts en cadascun dels temps d'apli
cacid, no havent-se detectat cap increment significatiu en la frequiiéncia
d'aparici6 de les hiperpoliploidies en les femelles. Aquesta dada sera
comentada a la discussié.

3.8.5. Andlisi en metafase II

Finalment s'ha desenvolupat un experiment encaminat a conéixer si 1'ac-
ci6é de la BPL injectada immediatament abans de la metafase I (al cap de
tres hores impedia 1'extrusi6 del primer corpuscle polar i, per tant,

produia o metafases II amb quaranta cromosomes o odcits amb dues metafa
ses II (tal com s'obté després d'un cultiu amb citocalasina) (fig. 56).

Els resultats obtinguts es recullen en la Taula 10. Només en dos casos
dels 95 analitzats (2.11%) semblava observar-se una metafase II amb qua
ranta cromosomes perd no amb absoluta seguretat (fig. 57) donada la di-
ficultat d'obtenir bones preparacions amb aquest material.

Malgrat tot es detecta una diferéncia significativa (P<0.02) entre els
o0cits amb una possible metafase II amb quaranta cromosomes i el nombre
d'embrions triploides amb un complement femeni diploide (22 de 193 ana-
litzats) després d'injectar la BPL al cap de tres hores de la injeccid
de HCG. Aquest fet es comentarda a la discussid.
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TAULA 9.- Origen de les aneuploidies en cadascun dels progenitors

després del tractament de les femelles amb BPL en cadascun

dels temps.
1.5 3 6 9 11

Analitzats

(j’ 98 164 43 81 222

S? 95 144 47 84 205
Hiperploides

0" 3 (3.06) 5 (3.05) 1 {2.33) 2 (2.47) 5 (2.25)

S? 2 (2.11) 2 (1.39) 1 (2.13) — 3 (1.46)
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Fig. 56.- Aspecte de la metafase II d'un odcit de ratoli madurat in
vitro en un medi amb citocalasina, droba que impedeix la ci-
toquinesi. S'hi observen quaranta cromosomes donat que la
citocalasina ha impedit 1'extrusi6 del primer corpuscle polar.
(Foto C. Nogués). |
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TAULA 10.- Resultats de 1'estudi amb odcits no fecundats (MII)
obtinguts de femelles injectades amb BPL al cap de tres
hores de la inducci6é de la superovulacid.

Analitzats

Metafase I

Metafase II, 20 cromosomes

Anomalies estructurals (fragmentacid)

Metafase II, 40 cromosomes

95
1 (1.05)
89 (93.68)
3 (3.16)
2 (2.11)
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Fig. 57.- Aspecte d'una possible metafase II doble (amb quaranta cromo-
somes) provocada per la PL. Malgrat la baixa qualitat de la
preparacié el nombre de cromosomes sembla ser superior a vint,
encara que no es pugui afirmar amb absoluta certesa.



.. 4. DISCUSSIO
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4.1. Dades derivades de les téniques de fertilitzacid in vitro i cultiu
d'embrions

L'adaptacié i posada a punt de la técnica de FIV ha obert un seqit de
linies d'investigacié sobre la biologia de la reproduccid la base de
treball de les quals sbén les técniques de fertilitzacif, creixement i
cultiu d'embrions pre-implantacionals en condicions in vitro.

L'elevada eficiéncia de fecundacidé in vitro assolida en relaci6 amb la
in vivo (un 99.06%) indica clarament 1'eficdcia de la metodologia empra
da i alhora abona la validesa dels resultats obtinguts.

Quant a les caracteristiques dels gametes obtinguts cal fer certes con-
sideracions:

00CITS

Ja hem esmentat (veure 3.1.1.) el percentatge lleuregament elevat (un
14.82%) de gametes femenins que no eren valids per a ser fecundats dona
des 1lurs caracteristiques d'immaduresa. Hem apuntat que 1'estimulacid
hormonal per a induir la superovulaci6, especialment en femelles pre-pid
bers, podria menar a 1'aparicié d'un nombre més elevat d'odcits no fe-
cundables que farien disminuir la freqiiéncia final de fecundacib.

Malgrat aquesta disminucié de la fertilitat apareix un efecte compensa-
dor quant al nombre total d'odcits obtinguts mercés a la superovulacid

que superen molt el nombre que se n'obtindria amb cicles normals d'ovu-
lacib.

Cal tenir en compte també la comoditat de poder provocar 1'ovulacid en

el moment desitjat, independentment del cicle estral propi de cada ani-

mal, la qual cosa facilita el treball experimental i disminueix la pro-
visié d'animals a emprar.

Alguns dissenys experimentals (Albanese, 1982) utilitzen soques de rato
11 que ovulen naturalment un nombre elevat d'odcits. De tota manera a-
questes soques (Alderley Park I, obtingudes a la divisibé farmacéutica
de la ICI) sén normalment dificils d'aconseguir, poc emprades en general,
per la qual cosa es dificulten les comparacions amb altres autors, no
rendeixen tants odcits com les técniques de superovulacidé i no disminu-
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eixen el proveiment d'animals a emprar ja que l'ovulacid segueix estant
subjecte al cicle propi de cada animal.

ESPERMATOZOIDES

Pel que fa als gametes masculins, una de les caracteristiques que pot
influir més en el resultat de la FIV és, com ja hem vist (2.1.5.3.), la
seva concentraci6.

Si bé aquest pardmetre pot induir 1l'aparicid de poliploidies, com veurem
més endavant, la disminucié del nombre d'espermatozoides a nivells fisio
1dgics es tradueix en una disminuci6é drastica no desitjable de 1'eficién
cia de FIV, la qual es pot evitar si s'empren substancies estimuladores
de la motilitat i supervivéncia dels espermatozoides (veure 2.1.5.3.).
Cal recordar que 1'(s d'aquestes substancies no estd gaire estés en els
experiments de FIV i que el seu efecte en les caracteristiques genétiques
dels embrions é&s encara desconegut.

Per tant, el fet d'emprar-ne en aquest cas disminuiria la validesa del
model que s'utilitza per a assolir els objectius proposats en iniciar-se
aquest treball (veure 1.8.).

CARACTERISTIQUES CROMOSOMIQUES DE LA PRIMERA DIVISIO EMBRIONARIA

Ja s'ha esmentat la superioritat de les preparacions obtingudes d'embrions
derivats de la FIV enfront dels de la in vivo com a conseqliéncia de la
major sincronia en el procés de la fecundacid en condicions in vitro.

L'asincronia del procés in vivo deriva del fet que en una femella la fe-
cundacié pot tenir lloc al llarg d'un periode de diverses hores ja que
l'ovulacid pot durar adhuc dues hores fins que tots els odcits arribin a
1'oviducte on aquesta tindra lloc. A més a més els diferents mascles no
cobreixen les femelles al mateix temps i, per tant, diferents femelles
tindran embrions en diferents estadis postfertilitzacié a 1'hora de re-
collir-los. |

Altres autors (Fraser i Maudlin, 1979) han coincidit en aquesta aprecia-
ci6 i, per tant, la FIV s'ha emprat preferentment, i sempre que ha estat
possible, en 1'estudi del mutagen.
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4.2. Andlisi citogenética

4.2.1. Caracteristiques generals

EFICIENCIA DE FERTILITZACIO

L'eficiéncia de fertilitzacié s'ha calculat com el nombre d'odcits fecun
dats en relacid al nombre d'odcits fecundables. No s'ha emprat el nombre
total d'odcits ovulats, com seria d'esperar, perqué, com ja hem vist,
els processos de manipulacié hormonal necessaris per a induir la super-
ovulacié provoquen 1'aparicié d'odcits andmals que no serien ovulats en
altres condicions. Aquest fetl seria especialment patent en les femelles
pre-plbers (Pedersen, 1972).

Aquesta circumstancia fa que la fertilitat disminueixi d'una manera apa-
rent, perd a causa d'un parametre independent del procés de fecundacid,
que és el que es tracta d'avaluar, sobretot en el cas de la FIV.

Es per aquesta rad que s'han rebutjat els odcits que, d'antuvi, presenta
ven aspectes de degenerats, atrésics o immadurs.

RENDIMENT D'EMBRIONS ANALITZABLES

S'ha comentat ja el fet que la major sincronia de la FIV es tradueix en
un major nombre d'embrions analitzables.

Aquesta circumstancia es veu reflectida en el fet que s'analitzaren apro
ximadament el mateix nombre d'embrions in vitro (1033) procedents de 96
femelles i 48 mascles que in vivo (1022) obtinguts de 104 femelles i 52
mascles (Taula 1).

RELACIO DE SEXES

Quant a la relacid de sexes determinada amb la ténica de bandes C en
ambdues poblacions, i malgrat sigui una mostra'petita dels embrions es-
tudiats, és clar que la no desviacid del valor tedric 1:1 en cap dels
casos fa pensar:
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. D'una banda -que si es manté in vivo tal com seria d'esperar és que
el métode de deteccid i la mida de la mostra sén suficientment bons.

. De 1'altra, si també es manté in vitro, es presuposa la no exis-
téncia d'un avantatge selectiu dels espermatozoides portadors d'un o
1'altre cromosoma sexual en aquestes condicions. Per tant, si hi hagués
diferéncies en la relacié de sexes en el moment del naixement, només po-
dria significar una major resisténcia a les manipulacions in vitro dels
embrions del sexe afavorit.

4.2.2. Aneuploidies

La incidéncia d'aneuploidies ha estat estimada com el doble de la d'hi-
perploidies. Es pensa que aquesta mesura del nivell d'aneuploidies seria
apropiada perqué les hipoploidies observades podrien ser a causa de la
pérdua o encobriment de cromosomes durant la fixaci6é (Golbus, 1981a).

La freqliencia total d'hiperploidies és de 4.21% per als embrions fecun-
dats in vivo 1 2.71% per als obtinguts in vitro, la qual cosa implica
una freqiliéncia d'aneuploidies del 8.41% i el 5.42% respectivament.

La major incidéncia d'hiperploidies, malgrat que no siqui estadistica-
ment significativa, dels embrions in vivo pot ser a causa de la pitjor
qualitat de les preparacions comparades amb les in vitro, les quals sén
de millor qualitat i, per tant, més facilment analitzables i menys sus-
ceptibles d'error.

Pel que fa al nivell d'aneuploidies de mascles i femelles sén molt simi-
lars tant in vivo (un 3.82% en mascles i un 4.00% en femelles) com in
vitro (un 2.42% en mascles i un 2.50% en femelles).

Per tant, la incidéncia total d'aneuploidies detectada en els embrions
fecundats in vivo (un 8.41%) concorda perfectament amb la suma de les
incidéncies d'aneuploidia dels mascles i femelles (un 7.82%). El mateix
succeeix en la poblacié in vitro on les aneuploidies representen el
5.42% dels embrions i les contribucions paterna i materna sumades dona-
rien un nivell del 4.92%.
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Veiem doncs que, en el nostre sistema, la freqiiéncia d'aneuploidies no
depén del sexe i no es veu influida per les técniques de FIV.

Aixd comporta dues conseqliéncies immediates:

. E1 fet que l'acabament de la metafase Il en els odcits tingui lloc
en un ambient in vitro no incrementa el nombre de fendmens de no disjun-
cié a l'hora de distribuir els cromosomes entre el zigot i‘el segon cor-
puscle polar.

Aquest fet és diferent quan es tracta de la metafase I. Tal com dempstré
Golbus (1981a) la freqliéncia d'hiperploidies s'incrementa pel fet de rea
litzar la represa de la meiosi i la maduracid dels odcits en condicions
in vitro, especialment en les femelles més joves.

. De la mateixa manera sembla no haver-hi cap tipus de seleccid en
contra d'espermatozoides aneuploides per part del tracte genital femeni,
ja que el nombre d'ells que fecunda és similar tant in vivo com in vitro.

Per tant, en cas que hi hagués diferéncies morfoldgiques dels espermato-
zoides associades a 1'aneuploidia, no serien detectades pel tracte geni-
tal femeni.

Redi i col. (1984) arriben a aquesta mateixa conclusié a través d'estu-
dis d'aneuploidia avaluada segons el contingut total de DNA determinat
amb la tincid de Feulgen a diferents parts del tracte genital femeni.

A 1'hora de comparar les dades sobre el nivell d'aneuploidies que s'han
obtingut amb les d'altres autors cal tenir en compte una série de fac-
tors que poden influir en la incidéncia detectada, com son:

EDAT DE LES FEMELLES

S'ha descrit en el ratoli un increment del nivell d'aneuploidies relacio
nat amb 1'augment de 1'edat materna (Martin i col., 1976; Bond i Chandley,
1983; Brook i col., 1984) semblant al descrit en humans en relaci6 a la
sindrome de Down. |

TIPUS D'ANIMALS EMPRATS

Si bé no s'han detectat diferéncies entre diverses soques endogamiques
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en els nivells d'aneuploidies (Maudlin i Fraser, 1978) si que sembla
existir, en canvi, un increment en els hibrids (F1) resultants dels en-
creuaments de dues d'aquestes soques (Hansmann i Jenderny, 1983), que
presenten nivells d'aneuploidia superiors a les respectives soques pater
nes per separat.

METODE D'OBTENCIO DELS 00CITS

S'ha pensat en la possibilitat que la superovulacid incrementés el nom-
bre d'aneuploidies dels odcits obtinguts per ovulacid natural. Si bé
sembla que aixd hagi estat descartat (Golbus, 1981a) no ocorre el mateix
amb els odcits obtinguts per maduracié in vitro, tal com hem esmentat
anteriorment.

Tenint en compte aquestes circumstancies es poden comparar les fregiién-
cies d'aneuploidia trobades en ambdds sexes amb les detectades per al-
tres autors.

. Quant al nivell d'hiperploidia detectat en odcits en metafase I
per Hansmann i Jenderny (1983) en ratolins hibrids (F1) i tenint en
compte que la majoria de no disjuncidé es dbna en metafase I, els seus
valors de 1.52% concorden prou bé amb les nostres estimacions (un 1.25%
in vitro i un 2.00% in vivo), aixi com amb el 2.32% d'aneuploidies de
Golbus (1981a) amb odcits superovulats (en metafase II) d'animals encre
uats a l'atzar.

. Pel que fa a la nostra freqiiéncia d'aneuploidies en mascles (un
2.42% in vitro)concorda amb les dades de Polani i Jagiello (1976) on
aquesta se situa en un 2.08% en mascles joves.

. En relaci6 al total d'aneuploidies en els embrions analitzats, les
nostres dades (un 5.42% in vitro i un 8.41% in vivo) sén molt similars
als controls presentats per Martin-DeLeon i Boice (1982) (un 5.3% d'aneu
ploidia). '

Contrdriament Fraser i Maudlin (1979), en una série preliminar d'experi-
ments similars, detectaren un nivell d'aparicié espontdnia d'aneuploidies
considerablement inferior al nostre, entre un 1.5% in vivo i un 2.4% in
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vitro. En general els nivells d'aneuploidia estimats per la majoria
d'autors estan més propers a aquest valors que no pas als que s'han de-
tectat en el nostre experiment (per a revisi6 veure Bond i Chandley,
1983).

Les causes d'aqueste diferéncies poden ser tres:

. La utilitzaci6 de la induccidé de la superovulacid en femelles pre-

plbers (de 24 a 28 dies) que s'han emprat per a obtenir els odcits. Cal
tenir en compte que la totalitat de dissenys experimentals consultats
utilitzen femelles adultes, de dos a quatre mesos d'edat, com a font
d'odcits.
L'increment de la no-disjuncid en femelles molt joves ja ha estat apun-
tat en l'espécie humana, on sembla aparéixer un nombre elevat de triso-
mies 21 en dones molt joves (de menys de 15 anys ) equivalent al nivell
que presenten mares de trenta a trenta-cinc anys (Erickson, 1978).

. La utilitzaci6 d'animals hibrids de la F1 (C57B1/6J x CBa/Ca) com
a donants dels gametes i embrions, tal com suggeriren Hansmann i Jender-
ny (1983).

. La fertilitzacid per espermatozoides fisioldgicament envellits,
malgrat provenir de mascles joves, a causa d'una inactivitat sexual dels
mascles emprats, tal com apunten Boice i Martin-DelLeon (1984), ja que
els nostres donants no havien estat mai aparellats amb femelles.

4.2.3. Poliploidies

La freqiiéncia total de poliploides en la nostra série és de 10.37% in
vivo 1 14.23% in vitro.

En general es considera que son diversos els factors que afecten la pro-
ducci6 d'embrions poliploides. Aquestes circumstdncies caldrd tenir-les
en compte a l'hora de comparar i d'extreure conclusions d'un treball
experimental. Entre les causes d'increment del nivell de poliploidia fi-
guren:
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. L'endarreriment en la fecundacidé (Vickers, 1969; Szdllosi, 1975)
que provoca un envelliment gamétic, amb el consegiient deteriorament dels
grdnuls corticals i el fus acromdtic de l'o0cit, tal com s'ha descrit
anteriorment (veure 2.1.5.1.).

. La utilitzaci6 de gonadotrofines per induir 1'ovulacidé (Takagi i
Sasaki, 1976; Maudlin i Fraser, 1977), fonamentalment la PMSG, ja que
la HCG sembla no afectar la constituci6é cromosdémica, almenys dels embrions
de conill (Shaver, 1970).

. El genotip dels animals donants dels gametes.

Malgrat que s'ha postulat la possibilitat que diferents soques de
ratoli presentessin diferents nivells de poliplbidies, els estudis de
Maudlin i Fraser (1978) semblen desmentir-ho, si bé detecten diferéncies
individuals importants, sobretot entre els diferents mascles, atribuibles
a origen genétic.

Aquest mateix fet s'ha detectat en la nostra mostra, encara que les des-
viacions puguin ser atribuides a diferéncies individuals entre femelles,
fonamentalment in vitro, com si alguns animals produissin animals amb
una reacci6 cortical menys efectiva.

. La concentraci6 d'espermatozoides en el lloc de la fecundacib,
comptant que a major nombre de gametes masculins major és la probabili-
tat de qué dos d'ells interaccionin amb 1'o0cit simultdniament de mane-
ra que evitin els mecanismes de blocatge de la polispérmia, i, per tant,
la provogquin (veure 1.1.2.1.C.).

4.2.3.1. Triploidies

La triploidia &s la més freqlent de les poliploidies, que representa un
10.08% del total in vivo i un 13.94% del total in vitro.

L'andlisi estadistica revela un increment significatiu del nombre de

triploides in vitro, l'origen del qual pot ser atribuit a un augment de
les dispérmies i de la fertilitzacidé per part d'espermatozoides diploi-
des,mentre que el nivell d'errors en l'extrusié del segon corpuscle po-
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lar (odcits diploides) roman inalterat.

DISPERMIA

En els nostres resultats es pot constatar un augment significatiu de la
incidéncia de la dispérmia com a conseqiéncia de la FIV (8.81% enfront
d'un 5.48% in vivo) tal com va ser apuntat per Fraser i col. (1976) en
1lur treball inicial on encara es descrivia un nombre no gaire elevat
d'embrions.

Fraser i Maudlin (1978) van confirmar la suposici6 que atribuia l'origen
d'aquest augment a un excés d'espermatozoides en l'ambient que envolta
1'odcit en condicions in vitro (correlacionant freqliéncia de polispérmia
amb concentracié d'espermatozoides in vitro), a causa de l'elevada con-
centracié de gdmetes masculins que requereixen aquestes té&cniques en com
paracio amb els nivells fisioldgics in vivo.

Per altra banda s'ha detectat un increment del nivell de polispérmia

in vivo en la nostra série (un 5.48%) en relaci6 amb la majoria d'autors
consultats, que la situen al voltant del 1% (per a revisi6 veure Golbus,
1981b). Els nostres resultats semblen indicar que la prevencié de la po-
lispérmia a causa del nombre baix d'espermatozoides in vivo no seria tan
important com ha estat suggerida anteriorment (Wolf, 1981).

Aquest increment no pot ser atribuit a un efecte d'envelliment dels game
tes en el tracte genital femeni (tal com hem descrit anteriorment) ja
que els mascles i les femelles eren ajuntats per 1'acoplament immediata-
ment després de la induccid de 1'ovulacid i, per tant, els espermatozoi-
des haurien de trobar-se en 1l'oviducte en el moment de 1'ovulacib.

Tal com Jaffe i col. (1983) descriuen, un 17.4% dels odcits de ratoli
tenen més d'un espermatozoide en l'espai perivitel.li, la qual cosa fa
pensar que aquest augment relatiu de la polispérmia in vivo sigui a cau-
sa de la disminuci6 de l'efectivitat del mecanisme de blocatge de la po-
lispérmia a nivell de membrana (veure.1.1.2.1.C.). Una causa d'aquest
fet podria ser la induccidé de la superovulacié en femelles pre-plibers.
Malgrat que actualment no hi hagin estudis destinats a comparar la in-

- cidéncia de polispérmies en femelles d'edat primerenca amb les d'edat
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més avancada, un efecte d'aquest tipus no es pot pas descartar d'entra-
da, ja que de moment no es disposa de cap dada que ho contradigui.

ESPERMATOZOIDES DIPLOIDES

Un altre aspecte a comentar é&s 1'increment d'espermatozoides diploides
en la FIV (un 1.55% in vitro enfront d'un 0.59% in vivo).

Aquest fet es pot explicar si tenim en compte que els espermatozoides di
ploides presenten una acusada macrocefalia. Si suposem que en condicions
in vitro no hi ha cap seleccid contra els espermatozoides que tenen aques
ta anomalia morfoldgica derivada de llur nucli diploide mentre que el
tracte genital femen{ actuaria eliminant-los, tindrem que in vivo arriba
ria una proporcié molt inferior d'espermatozoides andmals al lloc de la
fecundacié.

Aquesta hipdtesi s'adiu amb els resultats obtinguts per Krzanowska (1974),
la qual suggereix una seleccid d'aquest tipus a nivell de la unid utero-
tubal. A més a més els nivells d'espermatozoides detectats in vitro de la
nostra série (un 1.55%) concorden amb la proporcié de macrocefalics (un
1.6%) descrits per Krzanowska (1974) en mascles joves.

Més recentment Redi i col. (1984) han abonat aquestes suposicions sobre
la seleccid pre-zigdtica, concloent que mentre els espermatozoides morfo
1ogicament normals arriben sense dificultat a l'oviducte, malgrat contin
guin una quantitat de DNA andmala (veure 4.2.2.), els que presenten ano-
malies morfoldgiques severes, la macrocefdlia entre elles, séon rdpida-
ment eliminats pel tracte genital femeni.

Pel que fa als nivells detectats in vivo que indiquen certs errors en la
seleccid pre-zigdtica exercida pel tracte femeni, aquestes dades estan
d'acord amb els resultats obtinguts per Martin-DelLeon i Boice (1982) que
també detectaren la intervencid d'espermatozoides diploides en la fecun-
dacié in vivo.

00CITS DIPLOIDES

Sembla clar que els fendmens de no extrusid del segon corpuscle polar
que donen lloc a l'aparicid dels odcits diploides no es veuen afavorits
per les condicions in vitro.
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El nombre d'odcits diploides és el mateix tant in vivo com in vitro,
semblant al d'espermatozoides diploides in vitro, perd significativament

superior al d'espermatozoides diploides in vivo.

Aquesta situacid s'explica si suposem que el nivell espontani d'aparicid
de diploidia en els gametes, tant masculins com femenins, &s el mateix
perd, tal com s'ha vist anteriorment, la seleccid en contra dels esperma-
tozoides diploides actuaria només in vivo i els eliminaria del lloc de

la fecundacié.

Queda clar, doncs, que l'increment del nombre d'espermatozoides diploi-
des in vitro és només aparent ja que és a causa de la disminucid real.
del nombre de gdmetes masculins diploides detectat en la poblacid in vi-
vO.

En general les nostres dades sobre l'origen de les triploidies contra-
diuen clarament la hipdtesi de Takagi i Sasaki (1976) feta amb experi-
ments in vivo que suposa que les causes de triploidia d'origen femeni
(diginia) superarien en freqléncia a les d'origen masculi (didndria).
Pensem que aquesta observacid és produida com a conseqliéncia de la uti-
litzacié de la fecundacid in vivo per part d'aquests autors, la qual co
sa disminuiria el nombre d'espermatozoides diploides detectat per efec-
te de la seleccidé a la que ja s'ha fet esment, acompanyada d'una inci-
déncia baixa de polispérmia, perd que, malgrat tot, no significaria una
major produccid de gametes diploides del sexe femeni en relacid al mas-
culi.

4,2.3.2. Tetraploidies

La freqiéncia de tetraploides observada en la nostra mostra (un 0.29% in
vitro i un 0.20% in vivo) s'acosta al valor donat per Donahue (1972)
d'un 0.3%, mentre que esdevé netament. inferior a la de Takagi i Sasaki
(1976) (un 0.68%).



172

4.2.3.3. Pentaploidies

El nostre cas de pentaploidia d'origen incert és 1'Gnic que s'ha trobat
descrit en la bibliografia de fecundacidé in vivo.

Alguns autors (Witkowska, 1981) han obtingut nivells fins i tot superiors
de poliploidia, perd sempre treballant amb FIV i odcits sense zona pel-
ldcida que intervingui prevenint la polispérmia.

De tota manera la freqiiéncia tan baixa en qué s'ha obtingut no permet
comparances estadisticament significatives entre ambdues poblacions, in
vivo i in vitro.

4.,2.4. Anomalies estructurals

El nombre d'anomalies estructurals és molt semblant tant in vivo (un
1.76%) com in vitro (un 1.74%). La majoria sén trencaments cromosomics
d'origen desconegut, perd també s'hi troben rearrenjaments en una fre-
qliéencia més baixa.

Sembla 1dgic pensar que les condicions in vitro no incideixin d'una ma-
nera especial en la fecundacib per espermatozoides portadors d'aquest
tipus d'anomalies, i si bé el mateix podria succeir amb els odcits, el
fet que hi hagi una disminuci6 apreciable d'odcits andmals in vitro po-
dria desmentir-ho. Aquesta disminucid es podria explicar si d'alguna
manera els o0cits andmals fossin menys resistents a les condicions in
vitro, i, per tant, morissin amb més facilitat abans d'ésser fecundats,
perd aquesta és una suposicidé que cal confirmar.

4.2.5. Frequéncia total d'anomalies .observades

La freqliéncia total d'anomalies observades, expressada com la suma de
les freqliéncies d'aneuploidia, poliploidia i anomalies estructurals en
la nostra série &s molt semblant en les dues poblacions estudiades (un
20.74% in vivo i un 21.39% in vitro).
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Ja s'ha vist com la contribucid dels gametes a aquest nivell d'anomalies
és relativament baixa (al voltant d'un 5% en ambdds sexes)(Taula 4) la
qual cosa fa pensar que sbn en realitat els errors en la fecundacid i
els processos posteriors que ella desencadena els que fan augmentar el
nombre de concepcions andmales.

En principi caldra pensar, doncs, que la técnica de FIV no implica, per
si mateixa, un major risc de concepcions cromosomicament anomales. Cal
tenir en compte, perd, que tal com s'ha dit, la distribucid de les ano-
malies si que depén del tipus de fecundacié emprat.

Encara que se situl aquest risc al voltant del 20% en la concepcid, la
seleccid postzigotica, abans del naixement, més acusada després de les
manipulacions in vitro, pot eliminar la immensa majoria d'embrions and-
mals, fins a obtenir la freqiiéncia del 0.1% d'anomalies cromosdmiques
entre els humans nascuts per FIV (1 sobre 1.000 casos) que ha estat des
crita fins ara.
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4.3. Comparacié amb les estimacions a 1l'espécie humana

4.3.1. Incidéncia d'aparici6 d'anomalies cromosdmiques en ambdues espé-

cies
Ja s'han vist les dificultats que comporta una estimaci6 de la frequén-
cia primaria d'aparicié d'anomalies cromosdmiques a 1'espécie humana
(veure 1.4.). De tota manera és interessant de comparar les freqléncies
d'anomalies obtingudes en el nostre sistema experimental amb les estima
cions de qué es disposa a l'espécie humana (obtingudes fonamentalment a
través d'estudis amb avortaments).

Malgrat tot cal fer constar diverses qliestions a tenir en compte en in-
terpretar les desviacions que sorgeixen entre ambdues espécies.

Per una banda cal recordar que les freqliéncies d'anomalies cromosdmiques
a l'espécie humana només sén estimacions del que pot ser la incidéncia

real al moment de la fecundaci6, i que, per tant, un error en l'aprecia
ci6 en la taxa d'avortaments espontanis, per exemple, pot implicar vari
acions importants en les dades finals obtingudes. Per altra banda el mo
del animal presentat és un reflex fidel d'aquesta freqiiéncia primaria

d'aparici6é, perd tot i aixi, les condicions del disseny experimental es
mentades (veure 2.1.4. i 4.2.) poden influir en els resultats obtinguts.

Cal tenir en compte també que el moment en qué es realitza 1'estudi és
molt important a 1'hora d'efectuar avaluacions del nombre d'anomalies
observades. Mentre que en el nostre treball es detecten totes les anoma
lies que sorgeixen al moment de la concepci6, ja que els estudis cromo-
somics tenen lloc immediatament després que es produeixi, a 1'espécie
humana no hi ha dades paral.leles i, per tant, s'ha d'estudiar el nombre
d'anomalies cromosdmiques en avortaments espontanis que tenen lloc com
a culminacid d'un procés de selecci6 dels embrions, el qual fa que men-
tre que el primer trimestre de gestacié s'estima que un 50% dels fetus
presenten alteracions cromosdmiques, al segon trimestre aquesta propor-
cidé ja ha disminuit al 27% del total (Creasy i col., 1976).
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Un altre factor que interessa quan es fan estimacions en l'home és la
determinacié de la proporcid d'avortaments espontanis en relacié al to-
tal de concepcions. Mentre que alguns autors (Warburton i Fraser, 1964)
consideren que es troba al voltant del 15% dels embarassos que es poden
reconéixer, dades més recents (Miller i col., 1980) han estimat el ni-
vell d'avortaments espontanis postimplantacionals, mitjancant la detec-
cid precog de 1'embrds amb augments de 1'hormona B-HCG, en un 43% del
total de concepcions.

Els estudis realitzats en avortaments espontanis postimplantacionals
(la primera setmana, abans de la qual no sbn detectables i abans de la
vintena setmana de gestacif) han situat la incidéncia d'anomalies cromo
somiques al moment de 1'avortament al voltant del 50%, distribuides de
la seglient manera (per revisid veure Golbus, 1981b; Bond i Chandley,
1983):

(% del total d'avortaments)

Trisomies autosOmiques: 26%
45, XO: 9%
Trisomies gonosOmiques i
monosomies autosdmiques: 1.28%
Triploidies: 8%
Tetraploidies: | 3%
Anomalies estructurals: 2%
Mosaics 1%
Total: 50.28%

Es clar que aquestes dades no tenen en compte tots els avortaments pre-
implantacionals els quals poden presentar un percentatge elevat d'anoma
lies cromosdmiques. Aquests avortaments es donen abans que la mare pu-
gui reconéixer el seu embards i, per tant, sén impossibles d'analitzar
directament.

Sembla ser que una de les anomalies cromosdmiques que indueix 1'avorta-
ment pre-implantacional amb més freqliéncia és el grup de les monosomies
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autosdmiques. Efectivament, si s'analitzen les dades postimplantacionals
anteriors es veu que les trisomies autosdmiques representen un 26% de
les causes d'avortament postimplantacional, mentre que les monosomies
autosomiques no arriben a un 1.28%. Aquest fet evidencia que la pérdua
d'un autosoma per part d'un embrid ha d'ésser un esdeveniment altament
incompatible amb la seva supervivéncia i que, per tant, la mort cel.lu-
lar i el posterior avortament es donara en una elevadissima proporci6
entre els embrions afectats per aquesta anomalia.

Aquesta suposicié és abonada pels treballs de Gropp i col. (1974) uti-
litzant el model del ratoli, en els quals es descriu la pérdua dels em-
brions monosdmics abans de llur implantacid.

Si supdsem que la majoria de les trisomies sén originades pel mecanisme
de no-disjuncid, mercés al qual la produccié d'un trisdmic va acompanya
da de l'aparicid d'un monosdmic (veure 1.3.2.) la freqleéncia d'ambdues
haura de ser molt semblant al moment de la concepcid, per la qual cosa
caldria esperar una incidéncia de les monosomies entre els avortaments
postimplantacionals propera al 25%.

Un cas excepcional és el dels embrions X0 (monosomia del cromosoma X)
que semblen ser més comuns del qué caldria esperar si fossin a causa
exclusivament del mecanisme de la no-disjunci6. La monosomia del cromo-
soma X podria sorgir per un endarreriment del del gonosoma en el fus
meidtic o bé, en una de les primeres divisions embrionadries, per la se-
va exclusid dels nuclis d'ambdues cél.lules filles (Bond i Chandley,
1983). Aquest comportament del cromosoma X sembla donar-se també en el
model del ratoli (Russell i Montgomery, 1974).

Per altra banda, si tenim en compte que els embrions portadors d'una
monosomia del tipus YO son incompatibles amb la vida cel.lular i que,
per tant, es poden incloure en el grup dels monosdmics pels autosomes,
i que, com ja'hem dit, una part important dels X0 podrien sorgir durant
les primeres divisions embriondries, es pot assumir que la freqiiéncia
d'aneuploidies totals al moment de la concepcid assolird nivells al vol
tant d'un 21.5% (resultant de suposar la incidéncia de trisomies i mono
somies amb un valor del 25% cadascuna i tenint en compte que els avorta
ments postimplantacionals representen el 43% de les concepcions).
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Quant als poliploides, la relativament elevada proporcid (un 11%) que
apareix en avortaments ha fet suposar que la seva eliminaci6 es donaria
majoritdriament en estadis postimplantacionals, i que, per tant, les
estimacions efectuades amb avortaments espontanis coincidirien, a grans
trets, amb la incidéncia primaria d'aparicié al moment de la concepcif.

Pel que fa a les anomalies estructurals es desconeix el seu efecte so-
bre la supervivéncia de 1l'embrid i, per tant, poca cosa es pot dir sobre
si son seleccionats majoritariament en els estadis pre-implantacionals

0 postimplantacionals.

Tenint en compte aquests factors podem estimar la incidéncia primaria
d*anomalies cromosOmiques en la concepcid a l'espécie humana propera als
valors segiients:

(% del total de concepcions)

Aneuploidies: 21.5%
Triploidies: 3.44%
Tetraploidies: 1.29%
Anomalies estructurals: 0.86%
Total: 27.09%

(Aquestes dades sén les que resulten de multiplicar les incidéncies ob-
servades en avortaments postimplantacionals, afegint-hi les estimacions
de les monosomies, per un 0.43%, corresponent al 43% de les concepcions
que avorten espontaniament).

Per altra banda Mattei i col. (1981) han estudiat entre els nascuts vius
1'origen, patern o matern, d'aquestes anomalies arribant a les seglients
conclusions:

. En l'aneuploidia el 20% seria d'origen patern, on es donarien els
fendmens de la no-disjuncid de la méteixa manera tant en la primera com
en la segona divisid meidtica,mentre que el 80% d'origen femeni seria a
causa gairebé exclusivament d'errors en la primera divisi6é meidtica.
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. Quant a les triploidies, el 47.9% seria a causa de les dispérmies,
el 29.5% a la fecundacid per espermatozoides diploides i el 22.6% a la
fecundacid d'odcits diploides, és a dir, el 77.4% dels triploides seria
d'origen masculi.

. Pel que fa a les anomalies estructurals, les reestructuracions de
novo que impliquen trencaments i reparacions correspondrien majoritdria
ment al sexe mascul{, a causa probablement de la replicacié cromosdmica
continua que es déna al llarg de la vida reproductiva com a conseqlién-
cia de la produccié continuada d'espermatozoides, mentre que les fusions
céntriques serien igualment freqilients en ambdds sexes.

Si es comparen totes aquestes dades a 1'espécie humana amb les que s'han
obtingut en la nostra série, fonamentalment a través de la fecundacid
in vivo, s'aprecien algunes diferéncies i coincidéncies a destacar.

En primer lloc la proporci6 total de concepcions andmales en ambdues es
pécies és lleugerament superior en la humana (un 27.09%) que no pas en
el ratolf (un 20.74%), aix{ com la distribucid de cadascun dels tipus
d'anomalies detectades, que també és lleugerament diferent.

Aixi mentre que en 1'espécie humana predominen les aneuploidies (un 21.5%
enfront d'un 8.41% en ratolf) al nostre model experimental serien les
poliploidies, sobretot in vitro, les anomalies més freqlients (un 14.23%
in vitro i un 10.37% in vivo enfront d'un 4.73% en 1'espécie humana).

En el cas de les anomalies estructurals sembla que les diferéncies, mal-
grat existeixin, no sén tan importants (un 0.86% en 1'home i un 1.75%

al ratolf).

Al cas dels humans hi ha un tipus d'anomalia, d'entre totes, que sorgeix
de les diferents divisions embriondries i que, per tant, el nostre dis-
seny experimental é&s incapa¢ de detectar.

Quant a l'origen d'aquestes anomalies es dbna la mateixa situacibé. Hi ha
una coincidéncia en la proporcid de'dispérmies (un 54.37% dels triploi-
des a la concepcid en ratolf in vivo i un 47.9% dels triploides postim-
plantacionals en 1'home) i de fecundacié d'odcits diploides (el 23.30%
dels triploides del model animal in vivo i el 22.6% dels triploides post
implantacionals a 1'espécie humana). Contrariament, mentre que la pro-
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duccié d'espermatozoides diploides pot ser que no varii d'una espécie

a l'altra (un 1.02% en 1'home i un 1.55% en el ratol{ in vitro), sembla
com si el tracte genital femeni en els ratolins fos més efectiu a 1'ho-
ra d'eliminar espermatozoides anomals fent que intervinguin en la fecun
dacidé en menor proporcid (un 5.83% dels triploides in vivo en el ratolf
enfront d'un 29.5% en 1'espécie humana).

Pel que fa al nivell de tetraploidia detectat sembla que &s molt supe-
rior entre els humans (un 1.29%) que no pas els ratolins (un 0.20%).

Si el que s'observa és l'origen, ja sigui patern o matern, de les aneu-
ploidies es veu que mentre que en el cas del model animal la contribu-
ci6 sembla ser del 50% en ambdds sexes, en el cas humd les estimacions
apunten cap a una major incidéncia en la dona (un 80%) enfront de les
d'origen masculi (un 20%). Cal tenir en compte que aguestes dades in-
clouen el grup de dones amb una edat materna avancada, la qual cosa fa
augmentar la incidéncia d'anomalies detectades.

La utilitzacié de femelles de ratolf molt joves (pre-plbers) en el nos-
tre cas, requeriria una comparaci6é amb una poblacid de dones també jo-
ves, perd malauradament no es disposa de dades en aquest sentit.

4.3.2. Problemdtica de la fertilitzacid in vitro en humans

Quines seran, doncs, les conclusions extrapolables del nostre model ex-
perimental als problemes derivats dels programes de FIV en humans?

Ja s'ha fet esment de que, en principi, la FIV per si mateixa no té cap
efecte en el nombre d'anomalies cromosdmiques excepte en el cas de l'in
crement de les poliploidies, concretament de 1'augment de la incidéncia
de polispérmies i fertilitzacid per espermatozoides diploides.

En el cas de les polispérmies s'ha argiiit que 1'experimentador encarre-
gat de la FIV podria distingir, en la'majoria'dels casos, la preséncia
de tres pro-nuclis en el zigot i eliminar selectivament els embrions
triploides concebuts. Aquesta possibilitat és molt més remota en el cas
de la fecundacid per part d'un espermatozoide diploide, ja que si bé
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provocaria l'aparicié d'un pro-nucli tedricament molt més gran que 1'al
tre, aixd seria diffcil d'identificar a la practica amb el zigot en cul
tiu i, per tant, no es podria eliminar selectivament.

Quant a la fregiiéncia d'anomalies cromosdmiques entre els &ssers humans
fecundats in vitro s'ha apuntat (veure 4.2.5.) que el valor d'un cas de
trisomia 21 sobre mil individus (un 0.1%) no té& perqué contradir les
apreciacions fetes fins ara. Pot ser que la forta pressi6 selectiva post
zigdtica que actuaria sobre els embrions andmals, reforcada en certa ma-
nera després dels tractaments in vitro, n'eliminés la immensa majoria
abans del naixement a terme.

Aquesta selecci6 explicaria, si més no en part, la relativament baixa
taxa de naixements que s'obtenen després de l'aplicacid de la FIV, mal-
grat que llur eficiéncia de fecundacidé sigui extraordindriament elevada
i molt semblant a la que se suposa que es déna in vivo.

Aquesta disminucid en la taxa de naixements respecte el qué caldria es-
perar tenint en compte 1'eficiéncia de fecundaci6 és més a causa del nom
bre relativament baix d'embrions que s'implanten respecte al total que

és transferit que no pas un increment de la taxa d'avortaments espontanis
després d'una FIV.

Aixd fa pensar que és la selecci6 a nivell pre-implantacional la que ac-
tua d'una forma més drastica disminuint la taxa d'implantaci6, metre que
el manteniment de la seleccid postimplantacional deixa aproximadament
igual la taxa d'avortaments espontanis clinicament detectables.

Una altra qlestié a considerar és que les dones integrades en els progra
mes de FIV son, generalment, d'una edat reproductiva avangada i que, per
tant, la seva incidéncia d'avortaments espontanis i de risc d'anomalies
cromosdmiques (fonamentalment trisomies) é&s també superior a la mitjana
de la poblacié.

D'altra banda tampoc es disposa de Qades sobre els resultats d'andlisis
citogenétiques amb avortaments indufts després de diagndstics prenatals
(amb cultiu de cél.lules de liquid amnidtic) d'embrions humans fecundats
in vitro, ni tan sols si s'han produit aquests avortaments. Seria inte-
ressant de contrastar aquestes dades amb les de poblacions control per

a treure'n resultats directes indicatius dels efectes d'aquesta técnica
sobre la dotacié cromosdmica de l'embrié, perd semble que, ara per ara,
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son realment dificils d'obtenir a causa del descrédit que podrien impli
car aquest tipus de resultats.

En definitiva caldrd suposar que 1'aplicaci6é de técniques de FIV a certs
problemes d'infertilitat humana no augmentara el nombre d'anomalies cro-
mosomiques entre els nascuts vius, mercés a la pressid selectiva exerci-
da contra els embrions andmals, mentre que l'efecte d'increment de certs
tipus d'anomalies que ella comporta es traduira, simplement, en una dis-
minucibé en 1'eficdcia de la propia técnica en rendir un nombre inferior
d'éssers humans nascuts vius.
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4.4, Estudi del mutagen

Els resultats obtinguts amb la utilitzacié de la BPL com a mutagen pre-
senten dues vessants en llur interpretacié.

Si bé s'ha demostrat clarament el cardcter genotdoxic de la BPL, reflec-
tit en l'increment d'anomalies cromosdmiques totals provocades per llur
administracié a les femelles (al voltant d'un 35% amb els embrions trac
tats i aproximadament un 20% entre els controls), la intensitat de l'e-
fecte ha depés del moment de la injeccid de la substancia. Aixi mentre
que al cap de tres i d'onze hores de la HCG es detecta clarament 1'efec
te mutagénic, al cap d'una i mitja, de sis i de nou hores no s'observa
cap diferéncia amb el control.

La coincideéncia del moment de la injeccid “"efectiva" amb les metafases

I i II de la meiosi femenina afegida a les dades obtingudes dels estudis
en la segona metafase meidotica que mostren que tan sols s'afecta aquesta,
han fet que el mecanisme d'accié del mutagen sigui dificil de interpre-

tar.

Malgrat tot es comentaran les desviacions observades en relaci6 a la po-
blacié control, circumscrites als dos temps d'aplicaci6 "efectiva" del
mutagen, al cap de tres i d'onze hores de la inducci6é de la represa de |
la meiosi per accibé de la HCG.

4.4.1. Aneuploidies

Ja s'ha dit que no hi ha cap increment en el nombre d'aneuploidies per
efecte del mutagen, tant si comparem la incidéncia entre els embrions
tractats i el control, com si comparem la freqliéncia d'aparicidé en cada
sexe.

Aix0 és valid per a tots els diferents temps d'aplicaci6é de la BPL i fa
pensar que aquesta substancia no induird 1'aparicié de fendmens de no-
disjunci6é en les corresponents anafases meidtiques.

Aquesta és una dada important a l'hora d'intentar esbrinar un possible
mecanisme d'accid de la BPL sobre els odcits de ratoli que veurem més
endavant (veure 4.4.4.).
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4.4.2. Poliploidies

S'ha observat un increment en la produccié del nombre d'odcits diploides
com a resultat de 1'aplicaci6 de la BPL, precisament en el moment que
coincideixen amb les dues metafases de la divisid meidtica.

L'aparici6 d'odcits diploides es produeix com a conseqliéncia de la no-
extrusié d'un corpuscle polar, ja sigui el primer o el segon. Hi ha,
perd, una dada important extreta dels estudis en metafases II que cal
considerar: 1'acci6 de la BPL impedeix 1'extrusi6 del segon corpuscle
polar, perd no la del primer. Si no fos aixi, és a dir, si impedis tant
1'extrusid del primer com la del segon corpuscle polar, al cap de tres
hores de 1'aplicacié de la BPL apareixerien metafases II amb quaranta
cromosomes amb la mateixa proporcid que embrions triploides a causa de
la fecundacidé d'oodcits diploides i aixd no succeeix (2.11% en metafase
II i 11.40% en els tractats al cap de tres hores).

4.4.3., Anomalies estructurals

El nombre d'anomalies estructurals tampoc s'incrementa per la preséncia
de la BPL.

Aquesta substancia ha estat descrita com un agent alquilant que provoca-
ria anomalies en 1'aparellament de bases (veure 2.4.1.2.). i que podria
induir 1'aparicid de trencaments.

Malgrat aixd no é&s d'estranyar que no es detecti cap tipus de variacid
en la incidéncia d'anomalies estructurals ja que els agents alquilants
actuen principalment en la fase S del cicle cel.lular, fase que no es
troba entre els temps d'aplicacid del mutagen en el disseny experimen-
tal en la femella.

4.4.4. Possible mecanisme d'accid

Si s'intenta fer un model d'accidé del mutagen sobre els odcits de les
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femelles de ratoli tractades hi ha quatre punts que cal prendre en con-
sideracid, de manera que el mecanisme d'accid proposat pugui explicar-
los tots.

. Cal tenir en compte primer de tot que la B’L é&s una substancia
amb una mitjana de vida d'accid curta en solucid a la temperatura corpo
ral d'un mamifer i que, per tant, l'accié genotdxica, sigui quina sigui,
s'thaurd d'exercir molt poc després del moment de l'aplicacié.

. La BPL impedeix I'extrusid del segon corpuscle polar només quan
s'aplica immediatament abans de la metafase I i II de la meiosi, perd
no interfereix I'extrusi6é del primer corpuscle malgrat que hi sigui pre
sent abans de la metafase I.

. No es detecta cap tipus d'accid a altres temps d'injeccid diferents
dels esmentats.

. La BPL no incrementa la incidéncia dels fendomens de no-disjuncié.

Quin podria ser, doncs, el mecanisme que expliqués, d'una banda, aques-
ta mena d'accié diferida entre 1'aplicacidé del mutagen abans de la meta
fase I i la interferéncia en 1'extrusid del segon corpuscle polar després de
1'anafase IT i, de l'altra, 1'accid immediata del mutagen quan 1'aplica-
cid té lloc abans de la metafase II?

No es pot pensar que sigui una accibé retardada del mutagen ja que, com
s'ha dit, t& una mitjana de vida curta i, a més a més s'hauria d'obser-
var alguna acci6, encara que fos lleu, en altres temps d'aplicacib.

Tampoc no es pot suposar que 1'accid sigui a causa d'un efecte sobre les
proteines del fus acromdatic perqué en aquest cas també s'afectaria 1'ex-
trusid del primer corpuscle polar i s'incrementaria d'alguna manera la
freqiiéncia dels fendmens de no-disjunci6é (tal com fan les drogues que
actuen sobre el fus acromatic) cosa.que, tal com s'ha dit, no succeeix.

Tenint en compte els diferents tipus d'acci6 del compost sobre les mo-
lécules bioldgiques (veure 2.4.1.2.) es pot postular la segiient hipdte-
si sobre el tipus d'accidé del compost:
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Una possibilitat seria que indufs la formacié de complexos de DNA, pré-
viament desnaturalitzat, entre cromatides aparellades en la metafase
meidtica corresponent. 0 bé, cosa forca més factible, que es formessin
complexos durables entre les proteines centromériques entre si i entre
elles i el DNA.

Aquests complexos podrien correspondre a la unid entre DNA i proteines
de membrana observades en altres estudis (veure 2.4.1.2.) (cal tenir en
compte que, en els cromosomes acrocéntrics com els del ratoli, els cen-
tromers es consideren associats a les proteines de la membrana nuclear
a causa de la seva proximitat amb els teldmers dels bragos curts)
(Ashley i Pocock, 1981).

Si aquests complexos fossin prou estables romandrien inalterats després
de 1'extrusid del primer corpuscle polar fins arribar a 1'anafase II,
moment en qué impedirien la separaci6é de cromdtides i, per tant, 1'extru
si6 del segon corpuscle polar.

D'altra banda la formacié d'aquests complexos en el moment en qué 1'00-
cit es troba en metafase II també explicaria un comportament idéntic en
1'anafase de la segona divisié meidtica (Fig. 58).

Aquesta és 1'Gnica explicaci6 coherent amb totes les dades obtingudes.
Seria interessant efectuar altres comparacions per assegurar la validesa
del model com podrien ser: l'observacidé al microscopi electronic de 1'es-
tructura del fus, la comprovacid bioquimica de la formacidé d'aquests
complexos entre les proteines centromériques i el DNA etc..., alguns dels
quals estem considerant de dur a terme en un futur.
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Fig. 58.- Esquema del possible mecanisme d'accid de la BPL sobre el
complement cromosdmic d'un odcit tractat abans de la meta-
fase I (tres hores) i/o de la metafase II (onze hores), on
es postula la formacié de complexos entre proteines centro-
mériques i el DNA cromosdmic.
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. L'eficiéncia de fertilitzacidé in vitro en el nostre sistema és del
99% respecte de la in vivo. Aquest resultat abona la validesa de
les dades obtingudes mitjangant aquest métode de fecundacid.

. La FIV aporta un nombre més elevat de preparacions de la primera
divisi6é embrionaria analitzables; per tant, s'ha emprat preferent-
ment en els casos en qué ambdds sistemes eren indistintament utilit
zables.

. La relacib de sexes es manté 1:1 després d'una FIV, del mateix mo-
de que després d'una in vivo. No hi ha, per tant, cap selecci6 so-
bre els espermatozoides portadors d'un o 1'altre cromosoma sexual.

. La freqliéncia d'aparicié d'aneuploidies en el ratoli és igual en
ambdds progenitors.

. La incidéncia d'aneuploidies al moment de la concepcidé és indepen-
dent del tipus de fecundaci6 utilitzada, per la qual cosa no és in
fluida per les técniques de FIV.

. Es detecta un increment dels embrions poliploides entre els fecun-
dats in vitro. L'origen d'aquest augment s'ha atribuit a 1'aporta-
cié d'un major nombre de dispérmies i d'un major nombre d'esperma-
tozoides diploides que intervenen en la fecundacié.

. La incidencia d'aparici6é de gametes diploides és equivalent en amb
dbs sexes, perd el nombre d'espermatozoides diploides detectables
in vivo és inferior per efecte de la seleccié del tracte genital
femeni que els elimina del lloc de la fecundaci6.

. S'ha confirmat 1l'existéncia d'un tipus de seleccid pre-zigotica
del tracte genital femeni que actua sobre els espermatozoides di-
ploides, eliminant-los. Per altra banda aquesta séleccid no detec-
ta els gametes portadors dels altres tipus d'anomalies cromosdmi-
ques estudiades.
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La incidéncia d'anomalies estructurals és independent del,tipus
de fecundacidé emprada, essent, per tant, molt semblant entre els
embrions fecundats in vivo i in vitro.

La freqtiéncia total d'anomalies cromosdmiques estudiades és aproxi-
madament igual tant in vivo com in vitro. La contribucié dels game
tes en la suma total d'anomalies é&s relativament baixa, mentre que
sén els errors en el processos lligats o induits per la prdpia fe-
cundaci6é els que augmenten la incidéncia observada.

. La FIV no incrementa el nombre total d'anomalies cromosdmiques de-

tectades, perd canvia la seva distribucié i origen augmentant la
incidéncia de dispérmies i de fecundacions per espermatozoides di-
ploides.

Quant a 1'estudi del mutagen BPL podem concloure:

5.12.

5.13.

5.15.

5.16.

L'acci6 del mutagen es tradueix en un augment dels complements fe-
menins diploides observats.

L'activitat mutagénica impedeix 1'extrusidé del segon corpuscle po-
lar quan s'aplica la substancia immediatament abans de les metafa-
ses I i II, mentre que és practicament inoperant en altres moments
d'aplicacib.

. L'efecte genotdxic no interfereix amb l'extrusié del primer corpus

cle polar ni augmenta la freqiiéncia d'aneuploidies observades.

Es proposa un possible mecanisme d'accid consistent en la formacid
de complexos estables entre DNA i proteines centromériques que im-
pediria la separacié entre cromdtides a 1'anafase II, després de
la fecundacié, inhibint 1'extrusié del ségon corpuscle polar.

Els resultats obtinguts evidencien la utilitat del métode com a cam
plement en les proves de mutagenicitat, ja que una accibé d'aquest
tipus dificilment pot ser detectada emprant altres tests de mutage-
nicitat classics.
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