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I) HE:.>Ult!SN 

En la actualidad sa han incrementado conaidernblemente los 

estudios en el laboratorio de los embriones de mamíferos en 

sus estadios de preimplantación, con la finalidad de ~oder 

controlar y dirir,ir su rcproducci6n. Loe objetivos d8l pre­

riento trabajo son: a) neolizar un reeistro foto{fr<~fico y el:::_ 

sificaci6n de todos los estadios de preim,luntaci~n o~brio­

nariu de la rutat tomando en cuenta tanto las etaoas morfo­

lÓr,icamcnte normales c~imo todas aquellas 1ue r10s0an e.l1;;tma 

aHG:r<i.ción; y b) Diviclir por la mitad M. los e:at.rionerJ de rata 

en el cstt:idio de mórula, con el uropósito de ob:-::i:n·var si tal 

procedimiento nermite el desarrollo tanto in vitro como in -

vivo de los hemiembriones resultantes, 

I..as variaciorn~s embrio1rnrius de ra.ta Wistar, se obtu.vie_ron pe~ 

•• • r ... furrdi.oÍid·~ ei .. ov:i .. aucto a01 animrtl a narti:r~ .~cl~i. J;ri~;e;· dÍa· ha.St·~·· 

el sexto dín de cestaci6n. Se registraron un total de 144 fo-

toerafías de anormalidades morfolórricas, y se observó que 

aproximadamente un 20.~ de los cmlirioiie<i que se obtienen de un 

animnl sufren ele altuna alteración. Bl porcentaje anterior, 

lleGa a increrne:nLarse lmuta un 80.'~ o más durante el invierno, 

.Los estadios embrionarlo:J cnmlcados en Ja microcirugía fueron 

el de m6rula y blastoeiuto temprano, los c~aleu se dividieron 

por la mitatl. empleando micronp;ujRr; aclaptailnrJ a un micromani­

pulador. Dcs¡1u6u de lu operación, los hemiembrioncu fueron 
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cultivados tanto io vitrri como in vivo, J:inrr,uno de los hemi­

embrioncs se dese:.rrollr.Í in v-L vo, no así cuando fuel'on ciüti­

vados en el J.r:: boru·l,orio 1 ya que se transformaron en vesículas 

parecidas a bl~stocistoa (64.6~) nrincipalmente. La forma 

embrionaria anterior se considera morfolÓ~icamente anormal, 

ya que no posee masa celular interna y por lo tanto no puede 

proo·esar J:n. yivo, :n desbrrollo anterior se debe a que los 

hem:i.cmbriones no au:nentaron su número celular duro.nte su cul-

tivo 1:'2. ~, :Jil10 que cornen~aron su etana de diferenciación 

teniendo tan solo tres o cuatro c~lulas. 

.. . : . ,, . :.-· .. ~ .... :> .• .. .. 
,•. -- . .. ... 



- 3 -

II) INTTIODUCC ION 

Actualmente ac ha comenzado a despertar un eran inter's 

hacia la manipulación de embriones tanto ele humanof:l como 

de animales domósticos. Así, mucha de la informaci6n que 

sobre e:Jte cam90 uc lm obteniclo, procetJe de los estudios 

desarrollados en e~briones de animales de laboratorio. (2) 

Las formas y tiem9oa de desarrollo en los estadios tle pre­

~mpl~ntcción embrionuria son muy similares en la mayoría de 

los mamífero:-; (ver cuadro 1). 

Es tau :-.iimilitudes c1c cronolocía y aparfonciu en lo::; embriones, 

indic01n que los ea111b:los rnet:..-,bÓlicos de estos en llluchas de las 

especies pneden ser 1111.t;y ::;e;n(?junteo dnrc.rltt: los p1·imeros cinco 

a siete dÍ~s de deEurrollo. (2) 

De esta rnunera, se -podría consid<Jrar a los aniimües de lP.bo-

rator:Lo como buenrm modelos para la rmsef'íanza en el área de 

~eproducci6n. Los conocimientos ~ue se pneden obtener de la 

manipulación, cultivo y evaluaci6n <le estos embriones, pueden 

~ervir de base para los trabajos que se desarrollan en espe­

cies de importancia económica. (11) 



A) Desarrollo Bmbriona:i·io. 

Momentoe después do la ruptura del folículo :iv<Í.rico, el 

ovocito cubierto por cúJ.ulas folieulareG co:nien7.a. a in­

greoar en el oviducto en clonde ve. a BCr fccundado, J;::-11; 

célule.s ele: ln corona ra(\i.ada, F;c:r::'in diopersaG.ar; a lé1. 

altura del primer tercio d0l oviducto por la accidn de 

las en:0imao acro 7;on:c.lcs de los espe:rmatoz:->:ldes antes de 

que el cmh~i6n alcance ol estadía de dos c6lulas. (21) 

Durante la fecundación, el ovocito libera su se~unc1o cor­

p~sculo polar, el cual nueae pormaneccr en el interior del 

espacio pcri~itelino hasta 

estadio do blGstnciato, no 

cual dceeN~ra uno o do~; 

qur; el embri6n ha alcanzado el 
, 

2.8.1. el primer corp~sculo el 

Guanclo lu montn de la hembra ;;;'J cf.;¡ctúa, cata precede re-­

gularment0 a lu ovulacicb G.e tma a cinco horos en l<.:s di­

versas C(~pas de rat')JlCl:l estudiados. La ovulación es un fe­

nómeno rdpido y toma aproximndamcnte unn hora en llevarse 

a cnbo. ( 9) 

Una vez que el ovocito hu sido liberado de las c4lulas fo-

liculercs, se lo pueden observar las si~uientes estructuras: 

(ver fic;urn 1) 

1) Zona pclúcidn 

;:) fücipncio perivi-Lelino 

'·· 
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3) Gorpduculos bólares 

4) Membrana cito~ldsmica 

Momentos después de que la fecundación del ovocito se ha 

llevado a cabo, el embrión comienza a descender hacia la 

región uterina. Durm1te este ·trayecto el embrión sufre una 

serie de divisiones mi tót.icas llam~::.cJ.aD sr,t_rnentE,cioncs, las 

cuales suelen ser sincr6nicas y dan progresivemcnte como 

resultado célulfl.~J de mcno1· tamafio llamndas bJ.[wtómero::J. ( 29) 

19.s células que integran o. un embrión conforme se vnn divi­

diendo> no incrementan su volumen citopláemico que es lo 

que generalmente se observR en otras líneas celuleres ~os­

teriores. De esta manera, el diámetro embrionario no sufr' 

variaci6u, por lo que la etapa de blRetocisto es liaernmcnte 
· ·m:iy6r ·al' u.id o'íui·o·. ( 10) ... · · · ,, 

AJ.gunon autores consideran ']UC el estadio de mórula os cunndo 

el embrión posee en su inte:rior apro::im;1dn.mcnto unas treinta 

'"» y dos células o m:ís, sin obse:rvárse aún nin::;una cavidad o 

espacio en FJU interior. ;Jin embargo, la mayoría. de las es­

pecies que desarrollan blaDtociDtos 1)equeiíoD como es el caso 

del ratón, rata y hnmster, se ha encontrado que el inicio de 

la cavidad o espacio hlastocélico comienzo. a formarse en em­

briones que poseen menos de diecis6is células, por lo que es 

nu.b conveniente <ltmomin::i.r al estudio de mórula corno oquolla 

etapa en que un embrión posee m~s de ocho cdlulus sin contener 
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Embrión de una célula 
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Blastocisto 

FIGUil.A I) Estructuras embrionarias 

1) Zona pelácida, 2) Espacio perivitelino, 

3) CorpJsculos polarost 4) Membrana cito­

plásmica, 5) Células trofoblásticas, 6) 

Células de la masa celular interna y, 

7) Espacio blastocdlico • 

. ....• ·. ; .... :, .. · -.· .... >'- ··: .;.. __ 51.ly,ntcr, 1982) ,, 

en su interior espacio alguno, ( 33) 

Cuando on el interior del embrión se comienza a delimitar 

una pequeña cavidad se considera que la formación de la 

etapa de blustocisto se ha iniciado.(2) 

Con la formación del blCtstoci::;to se presenta el primer si~ 

no de diforenciución colular en el embrión, distine;u:iéndose 

de esto manera dos tipos cclularen diferentes: las células 
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do la ma:m celular interna y las células trofobüísticar.;· (ver 

figura 1) • ( 5) 

B) Evaluación Embrionaria. 

La evaluaeién do lo::; embrionea en sus cs"~adios de preimplan­

·tación, es muy importante en todos lo::i estudios tanto rlc la­

boratorio como de campo en donde la ruenipulación, transferen­

cia y desarrollo embrionario se eotJn llevando a cabo. 

Exl.sten diversas prnebas que so emplean actualmente para de­

terminar la viabilidr,d de 10:3 embriones r como uon por ejemplo: 

J.) El COJ1BUn10 de glucosa (27) 

.:.· .. ,. .2) .T>'.°t f,\Ct i:Vi.füi,d i:rnzimú·Licn (26) 
.. " ··;·' .,/ .: ... ····· .. :•' 

3) El consumo de aminoácidos (26) 

4) El desarrollo 2-E. vi!ro (38) 

5) In cultivo in viv".'l (13) 

6) La morfomctría y ultraestructura (1) 

7) El análisjs cincmatocr¿fico (20) 

8) Lns tlncioncs fluorescentes (30) 

9) La rnorfolocfo cmbriorw.ria ( 3 2) 

Sin embargo, muchas de las pruebas anteriores requieren rlo 

cr¡iüpos o mctodolof~:-Í.ns complc jas para poderse llevar a cubo 1 

af.lÍ como largo;_¡ pcrÍvl10ll de cultivo in vi.tro de los embrionP.s, 
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CUlcDHO I) Cronolo:::;ía del tlu:.;arrollo o:nbr:Lon«rio de diferen-. 

19()2, 1970). 

ESPECI:~ 

Gs:t;o (+) 3 (;~!.:) 3 (rr.:) 

Hurón ( + ) 3 3(Pi<:) 

Cobayo ( . ) 3 4 

Visón ( +) 3 4 

Ratón ( . ) 2 3(Air;} 

Conejo (+) 2 2 ( p¡,:) 

Ha ta ( . ) 2 3 ( ?:ri) 

Cerd9 ... 2 (p;.1), . . " . ~ . 
Oveja 2 

Vaca 2 

Hombro 2 

4 

lt-5 

5 

5-6 
3 ( J'l,\) 

3 (Al;!) 

4 ( r11í) 

3-4 

4 

6 

4-8 

3-4 

3-4 

4-5 

2-4 

3-4 

3 

5-6 13··14 

G-7 11-12 

5 ( I'r:i) 6 

6-7 :re tarfü~da 

4 (Al<í) 5 (Alií) 

3 ( I'l\í) 7 

5 5-6 

5.-6 10-12 
. .. 
6-7 17-J.8 

7 .. 9 30-55 

5-8 8-13 

Hamster ( . ) 2 3 4 ( Al1T) 4 4 5 

Macaco 2 3(AM) 3 (PM) 5 9 

. AM) En la n~fiann ; PM) En la tarde 

,) Especies con ovulaoi~n eDpontJnea; ol día uno 

es el dÍn de la detecci6n de los espermatozoides. 

+) Especies con ovulnci6n inducid1t¡ el dín uno es el 

dÚ1 de la mo1ü<1, 
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por lo que se vuelven hasta cierto punto poco pr~cticos e 

inaccesibles. (18) 

No así, el estudio rnorfol6gico de los embriones el cual es 

uno do los métoc1o:3 de evaluación mt\s util izf'!élo en la actufl.-

lidr..d. (32) 

Loe parámet~os morfol6cicos que eeneralmente se emplean 

para la evaluación de los embriones ¡:_:on.: la fornt::c, el coJ.o:r·, 

el míE,ero ~' compactaci.t)n de la:> célultt~;, el tamG.fio de espa­

cio per~vitelino, el námero de blastómeros degenerados o no 

intec;rados y el mímero y tam'3.flo de las vesículas •. (18) 

Si ae desifinan diferentes grados de puntuación a los paráme­

. · ·-tr·.iJ;l' ~~ritE!l'lo:ro-s.,_: ;;e -po(1rtf. clnsificn'J.:. e,. J o~i f!'mbriones ,9on:o 

buenos, rcglüarc::> o n:G.lo.s. ( 18) 

El tamaño embrionario no es el mismo entre tma especie y otra, 

mao aún, existen variaciones dentro de la misma especie (ver 

cuadro 2). 

C) Anormalic1adea Estructurales, 

Actuulmente no existe mucha informaci6n sobre ln frecuencia 

con que ne prnrientan lns nnorrnrllidadeu en los embriones de laB 

diferentes especies. 

....... 
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CUADHO 2) Dimensiones embrionarias de diferente:; er:q:iec:ies. 

(Houillont 1974) 

,. 

ESPECIE 

Vaca 

Yegua. 

Perra 

Coneja 

Gata 

/1íona 

H. ata 

Ratón 

Humano 

160 

135 

140 

120 - 130 

120 - 130 

110 120 

75 - 96 

71) 

12~ - 135 

•· 

Hafez ( 6) reportu haber observado el 1.6~~ y el 4-?~ de anor­

malidades en los embrioncG de conejo y oveja respcctivnmento, 

Las anormalidndes estructurales de los embriones sel!Ún Hafcz 

( G ) , pueden ser debido o. factores ci tolór,icos, fisiolÓGicos, 

gen6tico3 1 ambientales y pato16Bicos. 

Dentro de los factorca citológicos y fisiológicos que pueden 

cauaur malfoJ~nacionea se encuentran: a) La falta de maduraci6~ 

de los ovocitoa, lo ~ue trae como consecuencia la retenci6n de 

los corpúaculoa polurcs y la formación de embriones poliploidcs 
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los cue.lcs de{cencran pouteriorrncnte. lJ) La deL;eneracj_Ón de· 1a 

cromatina del ovocito'como respuesta al rctruso de la fecun­

dación. ~i la fccundaci6n no se lleva n cnbo, el ovocito 

ticnQe a dividirse de manera partenogcn~tica llamándose a tal 

proceso fraemcntación 1 el cual se nrcscntn con mayor frecuen­

cia en loa animalc8 inmaduros sexualmente que han sido tra­

tados con eonadotroninns. (C) 

Dentro de los :factores genéticos qnc nueden provocar anor­

malidaclcs en los crnbrioneiJ se encuentran, la presencia de 

genes letales tanto en el ovocito como en el espermatozoide. (6) 

Los factores ambientales influyen do manera importante en el 

desarrollo embrionario, ya que se ha visto que J.a frecuencia 

de a.no.rrna~.i.:d'.~dt~J: :.;e incrementa en ~as. espe9ic~i durante el 

invierno ( 8 ) • A::ii mismo, Jlunter ( 13) reporta tabor cncon-

trado un aumento en lns malformaciones de los embriones de 

oveja cuando Ofitas animale~i se encuentran sujetos a tempe­

ratura~. altas. 

Dentro do las alteraciones estructurales de los embriones se 

encuentran las variaciones de tanmílo, forma, compactaci6n y 

pigmentaci6n citoplásmica de estos. Rl nolimarfi~mo de los 

blast6moroo en el embri6n es un fen6meno normal, sin embargo, 

si estas variaciones rle tama~o y forma exccclen los límites 

promedio de la csnecie, se podría considerar cntoncea como 

un siGno pato16~ico. (7) 
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La falta de correlnción entre el estaclio embri.onorio y la · 

edad de gcstaci6n se flama asincronía embrionaria, la cu~l 

ee frecuente observar en las diveruas especies. 

Los embriones arüncrónic:is general1:1ente poseen una morfología 

norwel, sin en~arfio por encontrarse retrasados uno o dos días 

en el desarrollo, su viabilidad es menor cuondo se comparan 

con aquellos que se encuentran en el estadio adecuado. (6) 

D) Microcirugía Embrionaria. 

in incremento en el potencial reproductivo de algunas especies 

de a.n:Lmales domésticos, lw siclo llevado a cabo utiliz.ando, rnéto 

dos de supprov~l~ción y transferencia .de embriones, Sin embar~ . . . "., . ·. .. .. · ... ·. . . . - .. 
eo, es posible obtener un rnayor cn:mento de est0 potencial 

empleando t6cnicas de microcirugía embrionaria. (31) 

El primer trabajo experimental diseffado para estudiar el grado 

de def.iarrollo de blnstómcros Hisladou c:1 mamífcI'o, fué elabor!.::_ 

do por llicholas y Hall en 19•12, quienerJ encontraron que ambos 

blar;tómeron de un embri6n de ratn de do:3 célulno poseían la ca 

pacidad ele rlcsarrollo. ( 24) 

A partir de entonces, la microciruGÍn ha venido aiendo utiliz~ 

dn ·como una herramienta 1)ara el estudio de la r·or,ulación de lo::; 

cmbd.onca e11 sus c:;tadio~; de nrcimnlantaci6n. (tf,25,34,JG) 

.. · 



- 13 -

Los trabajoa realizados tanto par Juidol como por Tarkowski 

han mostro.c1o r¡u::: la m2.,yo;'Úl. ele 101_; blrt~:tórt.eros obt01lidos 13. 

partir de un crnbri.ón ele tl0:-3 eéJ.ulr-is 1 pucdc:n autorregularse 

y dar orit.•:r.m a blar.,1;oci:;t·)::\ tí pi.con, nun,rne de menor tamaño 

riuc 101> norinul G>J • si.n e1.1'bnrr:-:o, r1.J.1'.uno:; so desarrollan en 

vosícul~s trofohl~~tic~s ou~ ~nrcccn do ln:.; cdlulas de la 

masa celular intornu. (3~ 1 36) 

TarkowBki ( 34) ha ol1servc;c10 en alguno:> car:;orJ, r1uo mórulas 

de rat6n desarrolladas n partir de blnst6~cras aislados no 

suf1"on un::-, c::i.vitac:lÓn :11:.i·terior. En c::l caso del co11c,io, los 

blast.:Srneros ni:ibdos ckl c:.;to.c1io de cu<>.tro c<llulr<~: pueden 

dar oriílcn yo. s0a n blAHtocistos o a ve:.;{culns trofublés­

tic::u:i. Sin e:n1xn'[o, Le üv:d.dcncL1. de c::;°t<! {ütinn forma em-­

brioruria e::i W<'>'Or [·• ~iurtir de blaLltÓ:r,crou a.i.sl::::rl::>s de \Ul 
.. •· • . , .: :: ." .. · ... ·- .. ~ . - ... ;. . . . • • , • • .:· ·.~ I .: . , r" 

embrión: 'de cuct-t.l"o célul.n:; quo une; · d'e dos· celÜlót.:i", · 

Kelly ( 15) h't encontrr1.(lo r.ue los blastó:neros aisl2do.:i de un 

embrirSn de ocho célulns clf: ratón, pGseen aú.n la potencialifüJ.d 

de originar bJ.«~;'tocistos norma le~>. De ef,ta mancl'a, i-\oore ( 23) 

pien0n que conforme aunwnt.8. el de:.;urrollo de los blastómeros 

en e:l cm1n·i ón, a e crece la po¡¡i bi lic12.d de que e::;tos puedan 

crece:r normnl1:rnntc de wmora uisli1do., ·por lo que es m:ls fre­

cuente observar vesícul:-is trofobl<Í:Jtica~> cuando se cultivan 

blawttímcros dv ostadio~J avanzado¡J. 

J,::i c~i.pacl.dnd de desarrollo tanto lle las célu1&u de la mana 
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celular interna como de loe trof6bldcticaa uislud2a, ha sido 

eatudinda por Gurclner ( 11), el cual ha obnorvado que lrcs ve­

uículaG desarrolladas u partir de c~luln3 trofohláaticna 

purar3: ::ion incHpa(;O¡J de r:t~r.;u1rne .?:.!.!. v:i.·~:i::_2_ y de pl"o['.:resar 

in. vi..Y_?..i Bin e111bzn:e;o, rmedrm producir la rN.cción deei1lual 

en ol ~tero, Contruriamante, .laa cdlulaa de lu masa celular 

intt:'r·na r;i pue;den no'cr_,;a1·:;e pero !10 implunt:,r:.;e, por lo que 

un embri6n debe c1c c0nt0nc1' nmbo:J tipon ccllüares para poder 

Rossant (28) soatieno nuc le mortandad de los cmbrio~es for-

mados a oartir de bl~st6~oros de catadios nvanzados, so debe 

p:rinc:L u~üm<J:nt0 a la can ti r1:td in3uficL0nt,; r'!.:; célul(;::; orab:r.io­

na:cü:.s r,n el mr;::Hrnto ele la difc~'e1icütci.fo, ;.' no a lH fel ta r1e 

tot:lpotcmcü'..J.i.dr"·i de e:; tas. lle birlo a ouc ln fonmoión del 

'btdSt:o-cJt.:to ~ C1)~íit~·~l-t'-1El c..l misrno ticrrq;.t'.> e~i ·b-in·s·t:Ó!iH:"l'·O"~J ·~li~:>lrrdo'.8. 

que en ol embrión intac~o, l(l fnl1~ do c61ulas en este momento 

hnce que 10:3 bl::'.;_;·[;CÍ:i¡¡nos u.i.r;Jacloo c1c un embr:L()n el.e cu::itro y 

ocho c0lulns 1 no de:ia1Tolle11 una mnc2. ccltllar h1tern<1 fun-

cion2.J.. /,una do r, lo a11t(!J"Lo1· 1 este rni:Jmo au·~or ki oli:;crvado 

que oc requiere de un mínimo de ente tipo cr!lular VOJ.l'Ll que se 

llovt; a cabo la irn;)J.rmtaci•Jll non:121l rlel e1nbric'>n. 

i'/U J.(l¡]:o;cn y c:ol, ( ?0 9) hr1t1 01J:.;0rvnrlo r¡ne Cl11\!1ClO l\tll'. !!lÓl'Ul!i 

de bovino que cu<,nt:1 con tlll~i:> treinta a ucsentn céJulat:, se 

divido rnocúnicr:;1wnte por ·¡ ;1 ml.'l.nd y po::.tc:r i onnuntc Ge cul t1.vEL, 

oe ohtient;n bln:.;LociGtrhi noJ:!:i<:lefl •. ;jn embarco, ctwnr1o se cli-

; .. 
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virJ.e a un er!:11rl.Ón qu.e po;Jr:e cuvtro có.luJ.r~:.;, .loa frc\c-~inntn:J 

reaultantes tienden a formar gcner3lmento vcu!culas trofo-

blásti.CD.S • 

Recientemente, se ha comonzudo a empleGr la microciru~ía con 

grandes rosultndos para lR divisidn de embriones de animales 

1) Cultivo y Transferencia de !Ierrdembrion8B. 

c1e cmbr:lones 1 es indü;¡:cnsablG d.i.rnim'.r la zona polúciua, lo 

cui:..l reprcsm;tu una serie de di:ficul tades en el desarrollo 

... ~oster:lor r)e 1or> embriones seccimrndoss clenominac1o::i tambüfo 
, .... J~cm·i~·ml1:;:·¡on~o. : .. . . . . . . · · •· 

Si r;e transfieren embri.ones sin 2.ona pclúcida antos de la 

etapa de blastocisto, al oviducto (23) o al útero del animal 

(39), estos no podrdn desarrollorsc debido a: 

a) L~ fn~ositosis de los embriones por leucocitos,(23) 

b) La po:;;ible c1h;r;rc¡;Hei.ón de los M.astómeros que inte-

c;ran al einbri.Ón. ( 14, 3 7) 

,. . .. ~ :··,. '· :•. . 

e) La posible il:1:.\l'rntncil1n de lo::; embrioneu a las pnrcdes 

del oviducto.(22) 

el) La po:;i ble ftf)'i~gac ión nntre .loB 111ü;:no:; embrioirns. ( 22) 
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T:i1nnndo en cuenta lo an-t:erior, Bronson (3) y ;;1ru.:F;ey (19) :3;.¡ ... 

gioron que la zona pel~cida os indiupenu&ble para el deuarro 

llo in vivo ele los embriones de mé.tmÍforo. ---

Sin embarp~o, ·:iil111c1scn ( 39) comcnt.:~, 'Jl..'.ü los hemie!llbr loncu cfo 

una méir·i.tla uo l1ovlnri lVi renu.iercm de: 2.01ia pclúcida para de::ia-

r:r·ollrn·;Je c:1 el lumen n'1 .. o:dno del :\1Üi1í<tl, si prcvi2mente a 

la tranufercncJu son cultivados en 01 laboratorio para per­

initir :é:u conip::c:tuc:í.<Ín. 

·Tar%o~~ki y col. (34) comurrt~n 0uc el oultivo in vitro de 
' ' . ---

los J1.cmiembr·ion1::::; hH:,rLa la C"tapa de· bl<:.8tocüd;o, es inclis-

p<i1rn2.lJ~u pm·a "'G1:·i::;ural' sn desarroJ.lo desp1ws ele que sean 

tninsfcriclo.s P. nna receptora. 

•' :· · .... : :: ,;·· ... ... , . ·,. .. . .. ..: : ... ., .... ~ ... 
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ITI) OD,JETIVOi3 

Los objotivos del presente trabajo son: 

a) H01tli:,.,<1.r um' el~• ;;;'i.fter:.ci0n y re[;] c;tro fo tot:,nÍfioo do todos 

los e~.:tctrl:i.os dv !)reimpL,.:11-rición E:rnhriomcrfo. d.:i rata, to­

mando on cucnt~ tnnto lua etapus morfol6cicam~nte normales 

con10 flquella:.:; r,ue pose::.n nlc;u112. ;3ltcrución. 

b) T~stuc:Ea:c si 10. divü,ión ruecú.rJic;:,, de mi embricín de red.él en 

el 0Bt8.dio de JJ16rnln •) bh"stocisto tompra110, ])CI'mi te el 

clr;ss.rrolJ.o rio.sterior t:·1r.tr) in. vi..Y..'.~ como in ~ de las 

estructurl1s e1fthrionin·ia:ó; re:3ultantes • 

.. ,. 
.• . 
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A) Obtonci6n de Embriones. 

Se utilizaron ratas ~istar cuya~ edades fluctuaron entre tres 

y cuatro JM:}(o•u, J.o~> err,briones eE:tuclü<.dos f\e obtnv:i.cron tornc'.nc1.o 

en c~enta la cronolo¿{a del dosarrollo c~brionnrio mencionada 

en el cufü1ro 3. 

Paru la recupcr:.lciór: c1e Jos eff!l.Jrio1wD se ~·roceclió de ln si¡:;uj e:r2_ 

te nn>..nera: Gt: sn.cri fj OL) el enim:ü por me: di o d.e un2. di sloc2.c:i.Ón 

cervicr::,l. ::iu reeión vr,ntral se esterili2ó empleando u:r-z. Golu­

ción diluiaL ele 1:01;za.l, pax·a po:>tcri orn1ente efectuar en estn 

región uno. ir•cü;iÓ:-1 en forma de "V" con la finaliclac1 de 1)0ner 

al descubierto el auarato reuroductor • 
. ·. , .. 

Se d:i.sec6 el oviducto jv.nto con el útero y se sumergió en una 

solución Eal:i.1ia estéril para la obtención de los er:ibriones; se 

perfundiÓ el oviducto en su región fímbrica utilizando una 

aguja del número 27 y pinzlrn do relojero. 

Se roouirioron de uno a dos mililitros de medio para lograr 

pcrf11ndir r.ompletamente el órc:ano. El lÍriuido de perfusión se 

colectó en vidrioG de reloj para uu nostcrior observuci6n al 

rnicror;copio. 

Todos los embriones colectados ae lavaron tree voceo en medio 

fre:>eo. [,'.liJ o¡ir.r11cionc:; de obtonc:i6n y tras lodo ele los cmbrio 
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nes 1 se realizó con una pi peta Pa2tenr cuy.;1. punta poseía un 

düírnetro de 150 ¡.¡rn, c1:;.n lo. finaU.d:ul <le colectar el mínimo 

medio po~ible junto con los embriones cuando estos fueron 

tl'a11sfc1·i el os, 

Todo el material de vidrio utilizado fue siliconado previa-

mente cmplonndo una solución acuosa do silieón al l;~. 

B) Hceistro Fotográfico y 1:'.studio fü;tadístíco. 

Los embriones colectados desde el día uno hQata el oexto día 

de gestzlción, se colocaron en y.iortaobjetos para posteriormen-

te ser fotoeraficdos omnleando un microscopio do contraste de 

fase con c:ii:1ara inten;rnda (-~), La fotografía de 1.os embriones ... . 
., .. • 

Se util:i.zó película paro impresiones en blanco y negro (++) 

Aproximadamerrte oe cmnlearon mil trescientos embriones pro­

cedentes de ciento ochentn hembras para el ree;istro morfoló­

gico. 

La prueba estad:lstica que uc utilizó para. enaliznr J.o:J re­

uultados fue el diagromR de flujo • 

. +) O.lymmw , •ro !;.yo 

++) Kor1alc 1 Pnnatomic - X; l"X - 135; asa 32 
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CUADRO 3) Cronología del dosnrrolln embrionario en laG etapas 

de preirnnJantación de la rata (el día uno es el día 

de la detección del tapón vnninal). 

DIA DJ~ GE::J'l'ACIOIJ ESTADIO SMffi~IONARIO 

Ovulas recién fecundados 

UNO 

PM 1 Célula +++ 

AJ.i 2 Cc~lulaz ·H-+ 

DOS 

})¡,¡ 4 Célulaz + 

Ali! 4 Células +++ 

TRES 
p¡,¡ 4 Célulaa.+++ 

A!.l. 4 _Cél.ul_n.s .. + · . ···.· .,, . . ... •' .... ... : .:·: ,;.· . t. 

CUATRO 

p;,1 8 Células +·~+ 

Ar.! Mórulas + 

CINCO 

I'I·l Blastocistos +++ 

AM Blastocistos elongados +++ 

SEIS 

PM 

+) Frecuencia de obtención del estadio embrionario. 

~·, menor ; +·t + , mayor 

.... ••1:• 



C) Microciruaía Embrionaria. 

Los estadioG embrionarios que se emnlearon para la micro­

cirugía fueron los do m6rula y blastocisto temprano, los 

cualeG una vez obtenidos se colocaron en una solución fos-

fo.tadD. de Dulbccco (?BS) supJ.ementadH con: 1 g/lt de glucosa, 

0.028 g/i t ck piruvato de sodio, 100 UI/ml de penicilina G 

sódica y 20;~ ele suero de rata. I,os el!lbrionea se mantuvieron 

e tomper~tura ambiente (22°c) durante dos horas. 

La zona pelácida de los embriones fue eliminada empleando 

una r:10lución de O. '.)·;'l de prom.::ia en solución salina con base 

en Earlc. l'cstc1·ior1nc,nte, los embriones fueron lavados tres 

veces en rns suplementada, 

... ~ .. . . . : .• 
La microcirugía de los embrione~1 se realizó de la ~ie;ÜiG:iitO ····· 

manera: los embriones se colocaron en una solución PBS su-

plemcntada en cajas de petri previamente siliconadas. Pos­

teriormr::nte, utili.:;ando una micropincta de sujeción con un 

diáuwtro interno de 40 ¡tJn y dos microa,:;ujas de düímetro de 

l a ?. ){ m, ¡3c cli vio i e ron loD cmbri onc r,: nor la mitad dando 

origen de esta manera a doe hemicmbriones, Los microinstru-
(+) 

mcnto::i se enoonb·uron adaptados a un micromaninulador 

+) E. LSITZ ~ETZLAR 

··.:•' .. 
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D) Cultivo y Tranaferoncia de Embriones. 

Uno. vez obtenidos loD 260 hemiLrnbriones procedentes ele ciento 

cuarenta embriones, se di vi di e ron en rJ o::: ¡;rupos: el primero 

se tra1wfiri6 o.l intc:rJ.or del ú.tero de 'JUince hembras pseud:?., 

gestantos en el cuarto día, y el ser~unLlo r:rupo Be cultivó a 
o 37 C en el laboratori~ utilizando medio do Earle su~lcmontado 

con 1 g/l t do glucosa, O. 0?.8 c,/lt de 1)i:rnvato de e odio, 

100 UI~nl de ponicilin~ G sódica y 20 0 de suero de rnta • 

. Despué:::; de v.n período de 24 11orns 1 se sl\crificaron las hembras 

receptoras :r se urocerUÓ n evaluen· los hcmie:mbrioncs de ambos 

grupos. 

Para la transferencia de los nmbriones se procedió de la si-

,.: .•: t_:Ui~n.t¡~ nmnor·a: .' r.:•0 ·o.no,3tesió el animal ·por· !lie{Üo de :vapores ...... 

de éter, para posteriormente cfectunrlo una peouefia incisión 

en BU re(.;iÓn medio 1~1te:i:al y e):tracrJ.c su cuerno uterino. 

Con la ayucb ele una aguja 1 oc realizó una pequeiia pi.tnción en 

la región átcro-tub~ric~ del 6r~ano ~ara facilitar ln intro­

ducción clo lo punta de la pincta de trarwfcrencia. ;Jo trans­

firieTon en cailn cuerno cinco 0111brionor; o en r3U caf;O hc111iem-

brionc:J en un volu:11en ck l_;-ll cJ,,, mc(Jio. t;nrJ. vez tennina<'la 1a 

openteión, E:c rer;rot;Ó el órr:ano n su lu!7r:r y uc procedió a 
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Los resultados obtenidos en el presente trabajo se encuentran 

agrup'..ldos en 10~1 ::;ie1üentes <los incisos: 

A co!1tinuación i;e presentan las car2.cterísticas morfométricas, 

así como la secuencia fotofr&fica d0los distintos estadioa de 

prcimpluntación embrionaria en la ruta ~istur. 

1) Caracteriuticas morfom~tricus de los principales estadios 

de preimplentaci6n embrionurin. El grosor de ~n zona pelJcida 

.. : .·:;es'c1e·ó~ 06/',:n·y:c~· ~~niforrne cm todas la~ et~·páe embrlon~tr'ias... ..,.· .. , ... 

Las di.monsion(~I.:! de loB e:;rp.wnms se encuentrnn expreso.das en 

. ' t nn.crome ros •/\m. 

Ovocito 
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CATIACTERI:STICAS J.101lFQ:,1B'l'HICA.5 Dl~ LO!:i ID1BRI0t!E0 D3 HA'fA. 

{
-~-.--.. -----¡ ::::~~~-- : 

····e\·· . .>\ : 1 

" •, 1 1 

) ; ,so'.9 89 
\ } ); : 1 

\ 

\, / ¡ 1 1. 
. ~ ... ,, J J 

\,. . ·~··.:.~....:'...-/ __ ,, 1 
'·· ···-~- 1 

-··-----------
!~----~¡-·---' : i J9', b.j::-_________ , 

Embrión de una célula Embrión de doe célulao 

Embrión de tres células Embridn de cuatro c6lulao 

,. ---:::-·--------

Mórula Blastocfoto 
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2) Jecuancin fotogn\fica de t'..H)OS lO:J est!J.dios UC prcimplan­

taciÓn embriono.ria en donde se obBervnn tm1to lus formas 

normales como nquell~s que poseen alguna altoracidn • 

. . · .... .......... •' 
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LAJ.HUA I Estadios de preimnlaniación de morfolo~ía normal. 

1) Ovulo cubierto por c6lulen de le corona radiada, 

obtoniJo por punci6n del folículo ovárico. 

2) Embri6n de una c6lula, obtenido en la tarde del 

priner dÍ~ de acGtaci6n, 

3) Embri6n de dos células 1 obtenido en la m~iíana del 

sor~und;i dÍD. ¡] C: GeI:ito.cic)n. 

4) Embrión ele tres cóluh1.:::;, obte1üdo en la m"iÍÍéma clel 

tercer día do gcstaci6n, 

5) Embrión de cuatro céJ.ulas, obtenido en la tarde clcl 

tercer día de ccstación. 

6) Embrión de ocho cólul::tsf obtenido en la tarde c1e1 

cuarto día de ecstaci6n. 

7) Mórula, obtenida en la maiíana del quinto día de 
. ·.· ... 

8) Blastocisto, obtenido en la m2Bana del qui~to día 

de r;er.itación. 

9) Blastocisto clongado, obtenido en la mafiana del 

sexto día de Restaci6n. 



4 

7 

r ., ............. -.. .......,.. ... -. ····-~-·····-·::.,..~-, 
i 
l· 
r ¡ 
1 
¡ . 
i 
1 
1 

1 "•-,-: .. ·· 
L.:_;.:..:.;_;:.·.·:--~:~ -..:~~--~:: ~~ . 

1 
1 
¡ 
1 
1 
1 
(.. .. : ,__:,._.,.,._~~·· 

¡ 
. J 

l 

-·--~-.. ~.J 
2 

5 

8 

r· _.,.,.,_ .. ., ~-·-~--:'<r~--:· , .. ·~ ,_,; 

¡
I l)i.;?~~.~, ·. 
1 ( 1 ~·,¡ "J 1,· ..• l • ,' 1 •. 

1 cy]~«~~)! 
l __ --·~·- _: ~---~ 

3 

6 

9 
1 

1 

1 r 
~ 



LAMINA II Ovoc:ito::i. 

. ... ;<' 

1), 2) y 3) Ovoc itos cubiertos por céluü.s foliculares 

de la corona radi::idu, obtenido~ por punci6n del fo­

lículo ov~.írico • 

· .... · . ,/ :. . ... ·.· .. :•'. 
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LAiílIHA III Variacione:3 morfológicas del estad:io de urw. 

c6lula, obtenidoB en la tarde del primer día 

de gestación. 

1 a.4) Secuencia ~o fertilizaci6n en donde se obcerva 

el cono d'.J fecunde.ción (fotor;rnfía ?.), y la fo:cma-

ción del espacio perivitolino (fotografías 3 y 4). 

5) Embrión con c2be~a y cola ac esoarmstozoiac, así 

como detritos celulares en el' interior del espacio 

peri vi te lino, 

6) Est:r.aneularnicnto del er.ibrión por la zona pelúcida. 

7) ne:3to celular cmbrfouario en el interior de una 

.: .': J .• : .... zói1a- tie:i'tí:cidéi fractura.da,: ...... ·· .. '. '·:. 

8) Fraen~nto embrionario nin zona pel~cida, 

•' .. 
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LAJ.UNA I1T Variaciones morfológicas del cwtadio do doD cé.lulr!o, 

obtenidas en la mní1ana del rJegundo dí~ de e;estacíón. 

.. . ';.:. :·:. ,;·· 

1) Embrión de morfolorsía normal. 

2) Embrión nor!ll2.l con corpúscul:-is pobres en el espacio 

perivitelino. 

3 a 5) Embriones normales con blnotómeros liCTernmento 

Ei.larí~adcs. 

6 a 9) Embriones con blastómeros de morfoloeía varia­

ble • 

....... ,., .. ... .: .• ·'"' .• :·· 
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LAMINA V VariL~ciones Piorfoló¡;icri.~; rfol embrión dB rlo::i céJ.ul:.l!;, 

obtenidos en la rn;ififrna del ser:undo día de gestación. 
1 

. . : ' ~-~· ~ . ; .. 
.'· 

1 a 4) Embrioncu con hlw:.tómer·ou de rnorfolou,ía variarile. 

5 n 8) :c;rnhrioncn con un bl~il?tómero dfouelto. 

9) Embrión con Rmbos blast6meros di8uelto~ en donde so 

obGcrva uc1ern:,\u los corpúsculo:.i ;:iolares. 

. ... · . " •'. ' . ' .. 
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Variaciones morfol6gicBs del cmbridn ~e troc 

c8lulaH, ootenidon en la mrtílana del tc-rcer (1Ía 

de g<H.;taci6n. 

1 a 3) EMbrioncs de morfología nor~al. 

4 y 5) :ZmbrionefJ de 111orfoloe:fo vr;.ri::•.blü. 

·:: . . :: .- ·-:.:: : . . .,;·_, , ... 
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Vfi.rüic::Lom:B rnorfol6,ziC;a:.:; del embrión ele treH 

células, obtenidos en la m:tíiana del terce1' (1Ío. 

de c:e:;;tación. 

:<) :~rnlJri.ón con bl::i.:;tór:wros olongc.dos. 

o.l tercP.ro. 

4 y 5) Embriones cun uuo y dos bl~stómcro~ diDucltos 

·"·:······.·- ·- ...... ·. . .... : .. 
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VHriucioncu lliOrfol6~ic~a del embri6n de cuatro 

c~lulaa, obtenidos an la tarde del tercer día 

de eeutaciÓYi. 

1) i~:abl'iÓn de morfología nori:ml, 

2)· Bmbrizb chico cou re¡;tos c.~elul::<.re;; en el espacio 

peri vitelino. 

3 ·;/ 4) ;,>nbr1one8 r\e roorfolor:,fa vs.riablc • 
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L!iMIHA IX Varieciane~ morfol6gicus del vmbrl6n de ocho 

c¿lulus, obtenidos en lu t&rde del cuarto día 

do gr1stuciór .. 

• · . -. '· ... : . ~.r:. _; .. 

1 <t 7) J:;;,fr,r::.one:.i ele morfolor:í.'.l no:i.'itl:ll, con diversor:: 

grados de co~pactaci6n y tamaao. 

8 y 9) Embrioneu ~u morfología variable • 
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' Vnriucion 1Js morfolÓ¡:icur; del embrión de oGho ce-

lulaa, ohtc~idos en 1.a tarde del cuarto día de 

Gc:;tación. 

1) Embrión de morfolo~ía normal. 

2 a 9) ~mhriones de~enerados con diversos erados de 

opacidad citoolasm¿tica. 
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Lhf.JINA XI Variacioncu morfolóe;ic:iu <ir)l c:Jtedi.o de mórtl1t1, 

obtenido~ en la noche del cuarto díu de Geutuci6n. 

1 a 5) l•!Órulas de morfolo[~Ía norr11al. 

6 a 8) !1iórulas de rnorf'oloe;ía variable • 
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J,Ah'IINA XII Variaciones morfol6~icas del catAdio de mórula, 

obtenidos en lu noche del cuarto día de gestaci6n, 

1 a 4) ~6rul~s chicas con restos celulares en el 

espacio p0rivitclino. 

5) r,:órula chica con dos blastó:.1erou no in.tce:rados. 

7) J.lórula der:;enerada, con la ?.Onri pelúci.rla erande y 

restos celul~res en el esp~ci.o perivitelino. 

8) ~6rula dcscompactada. 
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LAMINA XIII Variacionos morfolóricas del estadio de m6rul~, 

obtenidos en la noche del c~arto día do ccstaci6n. 

.. · .'· .... : . .': . . ;·· 

1) FÓ:cula tmor1nal con blastómeros no into~rt~dou. 

2) J.lórula chica. 

3) l·íÓrula chica c.:>n la zona nelúcida cü2.rcada, 

4) NÓrula chica con una vesícula en el e~pacio pe:ci-

vitelino. 

5 a 7) ~órulas chiche con restos celulares en el 

espacio perivitelino. 

. . 
. : $) •l.lóruia:·.c·hica con restos celulares· én ·el espactó. • 

perivitelino. 
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V~riaciones morfol6Gicas del estadio de blas-

tocisto, bLtcnidos en la maliana del quinto día 

de gestac:L6n. 

1 a 6) Divenw.ro1 ct<.lf!8.8 en la formación del espacio 

blastocélico. 

7) Blastocisto expandido con un blastómero no inte­

grado cm forma de vesícula. 

8) Blastocisto expandido. 
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LAMINA ;cv Variaciones morfol6gloaa del estadio de blas­

tocisto clongado, obtc~idos en la tardo dol 

quinto y majuna del saxto día de gestnci6n. 

1 y 2) Blastociatos cloncndos, obtenidos en la tarde 

del 'lUinto dfo de i",CStaciÓn, 

3 a 6) Blai.;tocistos elongados ~ obtenidos en la m<J.­

fiana del sexto día de gestac~ón. 
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LAHHlA XVI EmbrioneB dec;enerados, obi(midof:l entre el 

primero J', r:l r¡uinto dÚ.t de 1:e~;te.ción. 

l a 8) Zonas pclÓcid~s ~ue contienen en su interior 

diforenten cantidades de material embrionario di­

sucl to, 
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I,Ai,JINA XVII 8mbrionea degenerados, obtenidos entre el 

priraero ,y el ~uinto día de eeGtaci6n. 

l a 8) Zonas peldcidoe ouo contleníln en DU interior 

diforentes cantidudcs de n~terial embrionario 
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LAEIHA :X.VIII i::mbricmo:3 dogcnoraflos, obtun:i_rlo~3 entre el 

primero f el quinto dÍ~ de ecHt~ci6n, 

1) 7,on;:,. nelúci.<la con r~':itnrial r.mb.rion·-u·i.o d:l::;uol to en 

su interior. 

2 a 7) l~:nbrionfüJ dei::enera.-loc de di verf3n r::o:cfolo,e;Ú!. y 

co:ri l-;12st6.:!lcrr;s no int~;crr.uloB • 
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OvocitrK. no fertiliz-.aclo::; ;1 fr~1.[~;·1i:11't;,_do:;, obtr:·· 

nirJ(l~; r.mtre el priworo y (:1 11-Ürd;o día de e;e:s­

trwl6n. 

1 €t 9) OvocHos con clifer('ntes o·o;.dos ele fr·Ettme1ituc::L6n • 
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. ,.. ... 
i>..f... Ovoelto~J no feri,iJ.i.zridou y fn:.{'.mEmtadou, o1,tn- . 

rüdos cnt1:0 el pri11.ero y f~l quinl,o dí::: clo ;::.efi­

tacir5n. 
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Tom:J.nd'.J en conu j,1J r:r<:.<:: i r.Í:i lu. :.::e e tu:· ne ia foto{',JAf'i ca &.n tcr:i.or, 

loo sst0dios do prulmry}Antaci6n embrionaria 0u~ posean 

caractorLtic<."'.z 1¡¡orfoló,r,icc•s nor;i1ulc::; y nuc :;iod:cú;n uo· 

tran::>feribles c. hi:,mb.rtui pueucocef;;Jtantes son loG Glcuie11i:ur~: 

1:1nbrion0:.> de una célula: foto1_::n .. fí~'~; rJc l:O!. J 8 lu 4 

de la lámina JII. 

Embri.on.0::; rJe uo.s c:Ólalrrn: fotot,-:rafí:n <;e: la l o la 5 

de la l~rnina I'l. 

de la 18winL VI. 

1~111bi".i.one~ de cu:::tro c0lulo.:::: fotocro:fÚ> l •Je Vt l<Í-

mim. VII I • 

de la l:ÍIJrim'; l":, .'! fot0Dr11:f:la 1 de b J.:.Ímin:: i:. 

Embriones en el estndio de blaHtacisto: fotocrafías úe 

ht 1 o . .lH 13 de Ja J.c1uiina ~u·;. 

l~mbrione:c: en el c:::tadio de bl~ist.ocist.o elon1,::c.H1o: foto­

crafíao de la 1 a l~ 6 ~e 11 l~mino XV. 

A lo breo ucl outudio 111orfolcícico, De encontró que a~1roxünacl~ 

me11te el 20;·', ele lo;; embrion.::s que tma hembra prodnc~ ~ntfrcm ele 

a.J.oín ·t.:i.po de nr .. 0.crJ1G..lidnc1 rnorfolóc) e~·-, c:mw ;)or ejern¡.ilo: é!egc-­

ncramicnto, lJl:1:,;tÓmcrol..l no i11to¡c;r,1c.10:;; o c1i~n!L'l.to:;:, drétr:i.to::; ce 

lularee en el L'~;,_,acio nci·ivii.elino y frat;ment<ición. 
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Así miamo, eRtas alteracioneu morfolócicRs anteriores se in-

cromentaron ki.ata un ao;i durante el invierno. 

U) Rcsultaaos dol Estudio de ;icrociru~íu. 

A continuaci6n se prcuentun loa re~ultados obtenidos en los 

diferentes trat2.miento~; tanto ~ ~i"l:!::.0_ como in vivo a que 

fueron m .. tje"Lo3 lo::; embrion0s (ver v;1!1irlc:i::: A y B). 

·l) Cultivo J.:-i v:i.t)'O de e;nbrioncu. 

De 50 c1abrio!1e"' en lo:.i e::;tridios de mórula y hl2.si..ocisto tem-

nrano ~ue fneron cultiv<1dos en med:i,.o c1 P i~ar;le nor un lapso do 

.. ~-4.~4's; ;¡;~;~·,: ;e--·(1~~urrollaron en ti;~·s~~~i-~t;~; .13. (DG·~') ~mlJr~o~ 
nes. Sin ornhar¡:;o, cuando a la:; rnórulns y bl11stocistos temp1·a­

nou se lee elimind su zona pcl~cida, 41 (82i) se desarrollaron. 

Al comparar llLlbos resultados anteriores, no se encontr2ron 

diferencias estadÍDticamente ai,':,ni.:ficntivas (P >O. 55), 
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2) Ctü ti vo in ~ d r: embriones. 

De 100 embriones en el estadio de m6rula que se t~~nsfirieron 

a. 10 hem'rirrc:> 11zeur1o¡~c::.;tanteB r se rccupcrnron 24 honis desnuéu 

91 embriones, los c~~les hubíun nroGrcHndo a la etapa do 

bla:1toci:sto. ;)in e¡¡¡hargo, crn:mclo ;;e volv:i.Ó a desrTrollar el 

p:rocedimiento antOl'Í.')1' 1 pero con cm1;rioni~s a lor> nue se les 

hebíu eliminado la zona pelúcirla, no so lofrd ln recuoernci6n 

c1c ninc;uno. ".'or lo t<:"~nto, existe una diferenciu. ,,1trnnente 

si~1ificntiva en el des2rrollo de los efubrioncs en el cst~dio 

de mórula, determinada por la presencia o ausencia de la zonu 

pelúcifü• (P< 0.001). 

No obstantcr cunndo se transfitieron 52 blastocistos con zona 

pelúcida y 50 sin esta membrana u hembras pseudogestantes, so 

"obluvit;:i:·C:·ü· 3~J T75 ·;y dcs:on'rollos fot.:i.J.e·~ ·coi1 ·lb~; o.mbr~onc·:i .Que. 
en el mo~euto de su transferencia noseínn uu zonu y, 29 (58~) 

:f8tos con ~tquello:.; [!. los r¡ue se les hnbú1 climinE\do dich:: 

rnc:nnbrana. Al compararse ambo:; reirnltac1os, "º obf;erv5 una <life­

rcncia estudfoticnrncnte significativa (P( 0.30) a favor de los 

embriones :: los nue no se les climin·5 su zona TJelúcida por me-

dios enzirn:~t.icos. 

3) Cultivo in vitro de hemiembrionc:J. 

1U procodim:icnto ele rnicroei:cu¡;Ía que Be empleó paru di vid ir 

por ln mit·1¡J lo:; cmb:doneu, duba co1110 :rc~~;ultndo lwmicmurionon 
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de clon y t,rcrJ célul;.r::; prinr.i;ialmcmte (ver l:Srr1irlft A) 1 lo quo. 

indica 0uo dur~u1tc e8te proceso se pueden dnUnr uno o varios 

blastcSmeros. 

Unn ve?, riu•J se obtuvieron lou hemirnntri.one:: -por niicrocirU(;.ía, 

se cultiv~iror1 ;'or un lau:rn de 24-110 lloras en el laborator.Lt~ 

obuorv<;ndo:;e al firwl de c:,te período las ::;iL,•uiN1te:;; forrn:.1r:i 

cmbrionn.r:Lri.:; (ver 1 :~r,Ji.na B) : 

a) Ve~ículus trofohlásticas. ~structurn embrionaria en donde 

bl~stoc6lico, y no pou0e masa celular interna, 

porrnen en ;ou :i.ntcri.or c:ividad nlr~un:1 • .. . ,· 

e) f,Jórulcw ve u i<;<1Vtc1~1f;. J;structurn. formada nor a¡:rnr.;ridos ce­

lularor; r¡ue roseen en su. interior una per¡uciía vcr.1Ícula de 

apariencia irrosulur. 

Los porcentnjeD ol.JtcnidOG du lao diforentc:.i formas embriona­

rias LW ericuC>ntrnn en el cv·;_dro 4 • 

4) Cultivo in v:ivo de hemiornbrioncs. 

:_;o trnnsfiricron a l'.i hembrns nseudor;cstontos 280 Jrnmiembrto-
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CUADTIO 4) Formas embrionarias obt~nidau donpu6s dul cultivo 

in ~ de los hemiembrioneti. 

Porina Embr:i.onaria 

No. de on~rioncs que se 

dividieron 

No. de hcmicobrioncG cul-

tivo.don 

Vesículas trofol)l~sticas 

f,'.órnlas 

Cant.idad 

260 

168. 

67 

25 

Porcentaje 

2'). 71, 

9. 6;~ 

+ Los hom:lcrnbrionos que durunto el procedimiento de 

microcirugín rc:rnl taron d:"i1ados co1npleto.rnorrl:o, 

... 

nes y 50 vedculan trofoblEÍsti.cau. Veinte y cu2.tro horas después 

de la trmrnftH<mcü1, se sacrificaron los animalo;J y no se re­

cuperó nirlffLmo de los embriones introducülos. De ic;ual manera, 

no se obtuvieron de:,;m-rollos fetnlefl cuando el sacrificio se 

efectu6 doce días dcsouds. 

Al comp~:.rar loo romlltuclos del cultivo }.22_ yitr~ e Íll ~de 

lo:; hcrni.cmbriones, ce encontró una diferc:ncia nl t~unonte ui,n;ni-

flc.:ativa (1' <0.001) dot8rmin~u1a por el de::wrrollo de oGtos mé­

todcrn. 

: . ... ~· 



LAMINA A: Microcirugía de Embrione::; 

1 u 6) SecuonciR fotofrdfica do lu bipartirtici6n 

de: un:::. mór·ulu de r¡;:!;u, 

. ,. . ; . ··~ ····' .. -
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LAMIHA B: ).~icrocirugía de Er.ibriono:~ 

1) Blaotocistos nnrmale~ cubiertos con uu zona p~­

lúcida. 

2-3) Lao vcsícul::.'.3 trofoblúoticas y los móru1os vesicu 

lcida~son unas de las eotructuras resultantes del 

cultivo· in vitro. de los embl'ionc-'s partidos por la 

mitud por medio do la microcirugía • 

. · ·.· .;·· .. ,•'. 
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VI) DISCU3 ron 

A) rr;orfologfa J\,nhrionariH. 

En el dec:a:rro1lo dol -presentn tr~bajo se observó r:iuc loo em-

briones do rata ';istar 1 sufren de al~~n tiuo de anormalidad 

morfol~gica en un 20~ ap~oximadamente, lo cuRl podr{~ ser 

causa de una fnlta o rctrauo en la fcrtili~2ci1n da dichos 

óv-ulo::J. 

Al cornpaTrir estas malfo:rmaciones con las dcur.rita:> nor otros 

nutorea ( 6,7,9 ) pRra diversas es~ccics, se ha oboervado ~fi~ 

talo;:~ aiwrm:üid'Hlcs puectcn ser süd.laros a la~: que fse primen-

... 
De 'todar:i las m~üfor;m1ciones rrnc se refistru.ron, ;;ería dificil 

identificar cual de ollao impediría el deBnrrollo futuro de 

un embrión; ya <1UCJ e:stris var·iaciones cstructuralet~ nodl·ían 

"corrPgirsc" durante el de:smTollo cn1brionario. 

Esto \lltimo se r1er1nce nor el hecho de que noroxirnriclamentc el 

90:~ de J.a:;; uno:i.·m.:ll:i.füHlü,1 morfol6gicar.i embri.onarins [5C precen-

tan antes del cutcdio dn blastocistn, como se ob:;;erva en lno 

lrímin:i.~:; fotogr . .:ifica:J de lu III a la XIII. 

0lwa y col. (3~'), coll!ent:.m 11ue tttÍ.n lo:.; i:mbrioncs clnsificndós 
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corno morfoJ.óeicmnC111te "r;~rüos" son capncr.:s en cicrtar> ocauione::: 

de implaHtarsc y clur orie;en a fctoc;, por lo ()UC la ,<:;c;;.:t;;;ción 

de un. nnimal no dc·pcnde ::,oJ.amentc ele la condición del e;nbrió11 

sino también de la calidad de la receptora. 

Uno do los factores morfológicos que no afecta la viabilidad 

do lo:'l cmbrioricc .. eu la i;iresencia rk 1:·c~tou cehüares adosados 

a su zona ])ClÚcicir,. Jin emb~1Tco, Dl existe una infección en 

rodean r:l e:nbriÓ'.l Ge in".!:·err,entan, por lo r¡ue mi viabi1.J.dac1 

puede vcrae dic~inuida. 

Los embriones d~ceneradoa que se encuentran exnueatoc en lns 

l:;minas :n1r, XVII y XYIII, prc;.;r-:ntan al teracioncs í1l0rfol()r:;icas 

Los causas scvernB lo rp.~e noclJ"Lt Ü'.!nt-Hlir GU rlG;,;ar~ollo fu·~uro. 
' •' .'• • ,: n'.' '"", • , .... • I' , •' t•. '' • 1' 

de estou fcnomonou deeenerativos uon dc~~ono~idos. 
.. . . . ..: ~ ...... •.· :•. 

Las frao11ont2.cior:es en el citoo1:.c:,nr.' c1e lo:::; ovoci"t;ol; de las 

ltimina:i ~O'..( y :G, ue debió a qu::i :1·.) J:.wron í'ertillzndcis. ~stos 

ovoci to;:i en ~Llom:1r.; ocar.;io1w:; Hd•:ui.eren fonn:.ts de ernbriones en 

desarrollo, c:om·) es el c:"so tlel ovocito de l" fotoc;:cafía 1 de 

la lámina XIX. 

:3in emom·go, es por;iblo cli:Jcernir entre una forrn:.i. y otra, ya 

que lo:J ovoc:L trrn frac:1nl·nt:1dos '.JOB o en {r,nin número do ver;Ículan, 

léiri C'J':lc'.3 c>on ele lli.ve1·:..:•):; tamai\O!J y no pcirJecn núcleo. 

Durante el PL~r'Íodo de invit>rno, :Je ll:t cnc:ont:rudo r¡_tw ol por-
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centaje de em1n·ionc<J que sufren de aleunu alteración ::::e in­

crementa considerable~~nte lleeando en aleunae ocasionea 

hasto. el 80¡( o más, Este aurncnto en las rnul formacioner> de-· 

bidas a la tem:Jeratnru ha r,;ido observada ír_rwtliuontc llOr 

J!unter (13) y lfl1fez (G). 

Lo antcx·ior poc1:::ía sur debido a una :resp~lec.ita adu-ptativa c1e 

los nn:Lmcüe::.: hacia el medio a:nbiunte adver~''º· 

Analizando ln secuencia fotoer~fica, se podr~ notar que las 

utapcii:• ae ocho cólulas y 1r.órula, ¡iosuen en su conjunto la 

mayor va~iedad de alteraciones morfol6gicus lo cual puede 

ser debido a quo en estos animales, estos dos estadios se 

desarrollan sin un incremento celular, 

...... 

B) Microcirugía Embrionaria. 

····· ,.· 

De los resultados obtenidos en la microcirur,ía de los embrio­

nes Loe observa lo ::iiguientc: 

1) 12 ausencia de la zona peldcida en embriones normales o 

hemicmbriones cul ti.vados in ~11_ no interfiere c:on sn desa­

rrollo posterior. Lo cual µuccle ser debido n que b~jo estas 

condiciones de laboratorio, lon embriones no reri.uiornn J.a prQ_ 

te·cción que cota membrana nor;nalmente lcG brinda, 

::>in ornlHirr.;o, cuamlo ::H; tl·a1wfiricron a hemhras 1rneuclo¡:;cstantes 
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mórulus o hemiembrioneo sin zona pclúcida, estos no :,e deL~a­

rrollaro:1 en fetos, a::;{ corno tarnuoc.:i fue posible reeun0!r2.rl1w 

24 horc-iu deo-:iucís de que fueron transfcr:i.flo:;, debido 1)l'Dbablc­

mente a que fueron fngositados por leucocitos nresontcs en el 

lumen uterin~ o por su poaible im?lnntació~ y no des~rrollo en 

el ~tero, ya que ocRoionalmonte se observarJn reacciones do-

ciduales vacias. 

Por lo tanto, parcse ser ~uc la zona pel~cidn es indispensable 

pai.~a co.rant:Lznr el deoarrollo :Í.\1 vivo do los embriones por lo 

menor; lw.~;;ta el estadio de mórula, :i1a que cuando se tnmsfi­

rieron blc.wtocisto3 con y !3).n zona pelúcidic, osto:;i se deso­

rrolluron en fetos. Esto Últi~o es de cuper~rse ya que esta 

e·to.pa ombrionarüt se encuentra bajo estas dos concliciones de 

manera natural. 
.. ' '· 

Ir'.ls oh.servaciono,.; anteriores :3E: encuentran npoyadas por los 

trabajos de Nodlinski (22) y Bronson et al (3), quienes han 

cstuc1iaclo las diver¡_¡as funcionen que la zona pelú.cida desem­

pefía. 

2) El cultivo en el laboratorio de loo hemiembrione~, di6 como 

resultudo el desarrollo de vesículas trofobliaticas y mdrulas 

vesiculndaa principalmente. Las primeras, ue encontrnron for­

mnrtas por cuatro células, la:i cuuJ.o¡; form~n.·on entre c11nB una 

envidad llena do lí·1tüdo blautoec\lico, nin em1.inrp;o, no µoseen 
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maaa c0lulnr intcrn~. 

I.a~i rnórulus ve:3icule.das a diferencia de lo. forma anteri'J:r, 

son 1:rfo per¡uefias y la cav:i.da.d que desarrollaron, se fornL.J 

en ol interior de uno do los blaBt6meros y no entre c~toa 

Nincm1u de la:> .fan:u:; e:nhrioneri<:.::; nnt0riOX'l'Ll se 'jlliJ<le cun­

oiclor«,r co::io n:H':!:al, ya 'l\J.O n::i cucn~;;;n co11 lus céluL•.:i Cln 

T.,o arr: .. c-:·ri1)i" c:..-:;!1:i.ca la f;_.,1 tH 11l~ r1csr:·.rrcrrou fetc).le~ ca:_~;.ndo fu~ 

ron tretn;:.:forido;; est(1:.; l1uJ1ie:ri.hriones L' homhrc~,s rúcL'.v-Lo:n::,::;. 

Irt C):plic<1ción :,·1 c1cDéUT01lo ccnOJ."",JDl de 101;; l-wrnieinln:ior:o:c~ 

cur.ndo fu·~rrm cul ti.vccr1o::: en el' J.:JboraLori.o eu 1::1 si¡~üié:ll·i·e: 

Se ha obse1·vado que ,'Ju1:nntc el clcs'.nTollo Cidbrl.:)fl'.•.rio c11 la 

rata, el ¿n;tdcl.io de: bl::i.~.:tncic;to co:rd.e11:<.é!. :1 fc1riKH'se dü manera 

natural c:tw.rn1o c~l er11brión por;ee de 8 a 16 r.:éJ.ttl<3.s, ~in embari:;o, 

Tu:rl:ov;:::ky (36) J1:·. encontn"do ~uo bc1jo condiciones de .lrboru--

De e::.;ta manera, si soccion<c:nos por hl miü1r1 un embrión <le ocho 

ct3J.1.ü;1t; de r::ita y cultivarnor:; in vit:c::_ loi:; t(·rnioa1hrionc}J rc·­

uult.mrt.c::;, o~:t.o:c: tcnc1 enín n crear un<' c~;vidn•1 en r,n interior 

ctísi in:iwc1 ü1 tu.w,·n te, ya r¡i:e la formación del cst<.Lclio oc blíl:J­

tocü.rl.o co1nc11::-·.;1.;·:'i: ;,l 1irü::no tiempo en es tos como 011 el ernbrir5n 

int:1ctn. 

'·· 
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Así, la fnlta de c~lulas y de un micrnambicnte en el interior 

ele los llemiombriones in11lf~(1i.nÍ. c,l <lo;;iirl'ollo dl'' GU w·:i.s;J. ct:·­

lulr~r internr.•. 1 por lo r1uo tcnd e1·2'.n a. f orrn:..r ver~ :fonlci.:~ tro--

fobl:lut:ic::.n y móru.lus ve¡;.iculaclc.s, 

Ga:r·t1ncT (11) Jw. ob:cCY'V:.~do r111e e¡;to::: c-nbrionr:s ;morm,1le:13 r:J. 

no !f!1coc:c' (•Jtn tj.no de cé.lul.Hs, se vue:lvrm inc~~.pace<> (1r, oro-

Por lo t0nto, i>i se reali~a la for::·:cción de herniernbrion<0::s a 

partir de cst~dio2 avnnzadoe en la i~ta, uc incrcmcntnr6 la 

posibilid~d de JbtPner vosículus trofohl{sti6as y no blasto-
.... . .. •· ·· .. ·:·· 

Hr.tlm (11) comenta oue lon orr.brione:.; de rata u diferencia de los 

de bovino, no posr:en much:oi rec:i::;tencia hacia el traum3tismo 

mecánico de la bip:n·tieión, lo cual se rcflej:::' cú los escasos 

resultados obtenidos en esta especie nor otros autores, 

'l'omnndo en cons ic1 cr:1ci l5!1 l:; ¡; o b::.;ervrn~ :lonc B lmt.eriores 1 es tJO­

sl blc qm: ln técn.i.c~\ de mjerociru{~Í11 de~:a:rrol.1:1.da en el nre-

:'Jent.c tn1ba,io pued;-i dar como rciJultrulo fetos en desarrollo_. si 

:30 lleva a cabo e:n e:i1hrio1ws •¡ue posi:an m::1yor ntÍ.mero celul<.ir 

en cil n~tnc1io de 1,iórula. 

1 

1 

1 
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vn) cor:r;w:n:ow~;:¡ 

De los rctJvltar1cs obtcnidoB en el presente tr'.).bajo f.;e ·tweélc 

concltdr: 

1) Loa embriones producidos por una rata ~istar sufren de 

aJ¡;;Lma ononwlliclnd inorfológicu en uns. pro~rnroión cid 20:~ 

2) J;a::; 11.norm,11ic'1ade~:; morfológicRs crribr:i onarias se incren:entan 

durentc el invierno baste un 8~~ o m~s. 

3) L~ vi~bilid8~ de los c~briones 0ue sufren de alguna altera-

ci6n morfoldcicn, uolo nuedo ser probada cultivando al 

embrión en el laborotorio o transfiridndolo al interior 

de 1inu hámh:,·i~ ·.¡.(,cent on1, 

4) Los estadios d8 prcimplantación embrionaria en la rata, 

oon muy semejantes n los observ~dos en el ratdn y hamster. 

5) La <Jivü;ión mcc<hiica de embriones ch: rata en el e:JtEdio de 

m6ru1R .o blnstocisto temprano, no permite el desarrollo de 

blastocistoa norumloo dc~puds de que loa hcmicmbriones han 

sido cultivados en el l<lborntorio. 

6) ·Lr'. prc:;encin ele la ?.ona uclÚcicla e::; inditrncnsablc oara 

ascgunn· .:J. c1c:inrro1 lu .in vi.ve de un embrión y h!);niernbrión 

de rata. 

'·· 
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