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1) RESUMERN

En la actualidad se han incrementado considerablemente los
estudios en el laboratorio de los embriones de mamiferqs en
sus estadios de preimplantacidn, con la Tinalidad de »oder
controlar y dirigir su reproduccidn, Los objetivos del pre-
sente trabajo son: a) Nealizar un registro fotogréfico y cla
gificacidn de todos los estadios de preimplantacidn embrio.
naria de la rata, tomando en cuenta tanto las etanzs morfo-
légicamente normales como todas aguellas que posean clguna
‘2lteracién; y b) Dividir por la mitad a los euwbrioncs de rata
en el estadio de mdrula, con el vnropdsito de observar si tal
procedimiento nermite el desarrollo tanto in vitro como in -
vivo de les hemiembricnes resultantes,

tas variaciones embrionarias de rata Wistar} se obtgviqron}peﬁ
Tundichdo ol ovidicto del animal a ﬁarfif'déilﬁrihéf.d{a’ﬁaété“
el sexto dia de gestacidn. Se registraron un total de 144 fo-
tografias de anormalidades morfoldgicas, ¥ se observd que
aproximadamente un 20% de los cmbriones que se obtienen de un
animal sufren de alpuna alteracidn. Bl porcentaﬁe anterior,
llega & incrementarse hasta un 80% o mds durante el invierno,
Los evstadios embrionarios emvnleados en la microcirugia fueron
el de mdrula y blastocisto temprano, los cuales se dividieron
por la mitad empleando microagujas adaptadas a un micromani-~

pulador. Despuds de 1l operacidn, los hemiembriones fueron




cultivados tanto in viftrn como in vive. Hinguno de¢ los hemi-
embriones se¢ desarrolld in vivo, no asi cuando fueron culti-
vados en el lzboralorio, ya que se Ltransformaron en vesiculas
parccidas @ blastocistos (64.65) vrincipalmente. In forma
embrionaria anterior se considera morfoldgicamente anormal,
ya que no posee masa celular interna y por lo tanto no puede
progresar in vivo,., &l desarrollo anterior se debe a que los
hemiembriones no aumentaron su numero celular duraznte su cul-
tivo in vitrs, sino que comenszaron su eiapa de diferenciacién

teniendo tan solo tres o cuatro células.



II) INTRODUCCION

Actualmente se ha comenzado a despertar un gran interés

hacia la manipulacidn de embriones tanto de humanos como
de animales domésticos. Asi, mucha de 1z informecidn que
sobre este camno se ha obtenido, procede de IOSIestudios

desarrollaedos en embriones de animales de laborutorio. (2)

Las formas y tiempos de desarrollo en los estadios de pre-
implantacién embrionaria son muy similares cen la mayoria de
los mamiferos (ver cuudro 1).

Estas similitudes de cronologia y apariencia en los embriones,
indican que los cambios metubdlicos de estos en muchas de las
egpecies pueden ser amuy sere juntes durante los primeros cinco

a siete dizs de Qesarrollo. (2)

ADe esta manera, se podria considerar a los animales de labo-
ratorio como bueﬁ0$ modelos vara la ensefianza en el drea de
reproduccidn. Los,conocimientos que s¢ pueden obtener de la
manivulacidn, cultivo v evaluacidn de estos embriones, pueden
‘servir de base para los trabajos nue se desarrollan en espe-

cies de imporiancia econdmica. (11)



A) Desarrollo Embrionario,

Momentos después de la ruptura del foliculo ovdrico, el
ovocito cubierto por elélulas foliculares comienza a in-
gresar en el oviducto en donde va a ser fecundado, Las
célules de 1a corona radiada, serdn disnersacdaes a la
alture del primer tercio del oviducto por la aceidn de
las enzimas acrosomnles de los espermatozaides antes de

que el cmbridn aleance ol estadio de dos células. (21)

Durante la fecundacidn, el ovocito libera su segundo cor-
pisculo polar, el cual nuede nermunecer en ¢l interior del
espacio perivitelino hasta que el embridn ha alcanzado el
estadio de blastocisto, no zsi el primer corpusculo el

cual degcngyn uno o dos dias despuds de 3u‘£oymaci6n..(21)
Cuando 12 monta de 1la hembra se efectda, csta precede re--
gularmente a la ovulacidn de wna a cinco horas en las di-
versas cepas de ratones estudiados. Iz ovulacidn es un fe-
ndémeno rdpido y'toma aproximadamente una hora en llevarse

a cabo. (9)

Una vez quz el ovoeito ha sido liverado de las cdlulas fo-
liculares, se le pueden observar las siguientes estructuras:
(ver figura 1)

1) Zong peldcida

?) Edgpactio perivitelino



'3)'Corpﬁscdlos"ﬁolares

4) lMembrana citopldsmica

ilomentos después de que la fecundacidn del ovocito se hz
1levado a caebo, el embridn comienza a descendor hacia la
regidn uterina, Durante este-trayecto el embridn sufre una
serie de divisioncs mitéticas llamadas segmentacioncs, las
cuales suelen ser sinerdnicas y dan progresivemente como

resultado células de menor tamaflo lizmndes blastdmeros. (29)

Iag células que integran 6 un embridn conforme se van divi-
diendo, no incrementan su volumen citopldsmico que es lo

gue generalmente se observa en otras lineas celulares poge
teriores, De csta manera, el didmetyro embrionario no sufre
variacidn, por lo que la ctana de blastqcistp cs ligeramente

L e ae

S meyer ali sl Bvurv. (10)

Algunos autores consideran nue el estadio de mdrula es cuando
el embridn posce en su interior aproximadamenie unas treinta
y dos células o mds, sin observirse ain ninguna cavidad o
espacio en su interior. Sin embargo, la mayoria de las ese-
'pecies gque desarrollan blastocistos vequeiios como es el caso
del ratdn, rata y hamster, se ha encontrado que el inicio de
la cavidad o espacid blastocélico comienza a formarse en el
briones que poseen menos dec dieciséis células, por lo que es
mds conveniente Genominar al estadio de mdrula como aquella

etapa en que un embridn posce mds de ocho células sin contener



5
1
T — A
- e \’7‘: E:? :(\‘~ . ‘
6 NI e S
Embridn de una célule Dlastocisto .

FIGURA I) Bstructuras embrionarigs
1) Zona pelicida, 2) Espacio perivitelino,
3) Corpdsculos polares, 4) Membrana cito-
plésmica, 5) Células trofobldsticas, 6)
¢élulas de 1z masa celular interna y,

7) Espacio blastocdlico.

.xﬁ_;_fgﬁnntcr, 1982) Ces IR LT e
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en su interior espacio alguno, (33)

Cuando en el interior del embridn se comienza a delimitar
una pequefia cavidod sc considera que la formacidn de la

etapa de blastocisto se ha iniciado.(2)

Con la formacidén del blastocisto se presenta el primer sig
no de diferenciscion celular en el embridn, distinguiéndose

de estn manera dos itipos celulares diferentes: las células



de la nasa

celular interna y las células trofobldsticas (ver

fipura 1).(5)

B) Evaluazcidn Embrionaria,

Ia evaluscidn de los embriones en sus estadios de preimplan-

tacidn, es

muy importante en todos los estudios tanto de la-

boratorio como de campo en donde la mznipulacidn, transferen-

cia y desarrvollo embrionario se estén llevando a cabo,

Existen diversas pruebas que se emplean actuvalmente para de-

terminar la viabilildad de los embriones; como son por ejemplo:

1) E1

s 2) Ia

3) El
4) E1

5) E1

6) la
7) Bl

consumo de glucosa (27)
actividad enzimdtica (26) .
conswno e aminofcidos (26)
desarrollo in vitro (38)
cultivo in vivs (13)
morfometria y ultraestructura (1)

andlisis cinematogrdfico (20)

8) Iag tincionecs fluorescentes {(30)

9) La

morfologia embrionaria (32)

Sin embargo, muchas de las pruebas anteriores requieren de

equlpos o metodologins complejas para poderse llevar a cabo,

asi como largos periodos de cultive in viiro de los embriones,



CUADRO I) Cronologia del desarrolloe embrionaric de diferen-
tes especies. (Adaptado der Brinmster, LST4 y Hafez,

=

1962, 1970).

ESPECIE BsPaDIO BUBHTONARIC (dfas)
2 cel. 4 cel. 16 cel, ZEutrads  Blasto- Implanta -
(ndrula) al dlero eciluto  cidn

Gato (+) 3(ARY  3(FM) 4 48 56 13-14

Hurdn (+) |23 (P 45 6-7 11-12

Cobayo (.) |3 4 5 5(rH) 6

Visén (+) |3 4 5-6 6~7 retardada
" Ratdn (.) |2 (AW  3(PH) 3-4 4(AH 5 (A7)

Conejo (+) |2 (Fi)  3(al) 3-4 3(PH 7

Rata (.) 2 3(Pd)  4(Ti) 45 5 5-6

Cerdo . .|.2(FM). 34 C2-3 ., 5-6 . 10-12

oveja |2 4 24 “6a7 T 17-18

Vaca 2 6 3~4 7-9 30-55

Hombre 2 3 5-8 8-13

Hamgter (.) 2 A 3 4 (AM) 4 4 5

Macaco 2 3(AN)  3(Pm) 5 9

CAMY Pn la mafiana 3 PH) In la tarde.
.) Esveccies con ovulacidn espontidnea; el dia uno
es el din de la deteccidn de los espermatozoides.
+) Eepecies con ovulacidn inducidi; el dia uno es el

dfa de la monta.



por lo gue se¢ vuelven hosta cierto punto poco practicos ¢

inaccesibles. (18)

Ko asi, el esiudio morfoldgico de los embriones el cuel es
une de los wétodos de evaluacidn nds utilizado en la actua-

lided. (32)

Los pardmetros morfoldgicos que generalmente se emplean
para la evaluacidn de los embriones son: la formz, el celor,
el mimero y compzectacidn de las células, el tamcfio de egpa-

c¢io perivitelino, el numero de blastdmeros degencrados o no

inteprados y el minero y temefio de las vesiculas. (18)

$i se designen diferentes grodos de puntuacidn a2 los pardme-
“edron wnterdoyes,: se podrd clasificas, a.los embriones como .

buenos, regulares o malos.(18)

E1l tanofio embrionario no es el mismo enire una especie y otra,
mag adn, existen variaciones dentro de la misma especie (ver

cundro 2).
C) Anormalidades Bstructurales,
Actualmenie no cxiste mucha informacidn sobre la frecuencia

con que se presentan las anormalidades en los embriones de las

difcrentes especies,
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CUADRO 2) Dimensiones embrionarias de diferentes especies.

* (Houillon, 1974)

ESPECIE : DIAMETRO'gym)
Vaca. 160

Yegue, 135

Perra 140

Cone ja 120 - 130
Gata 120 - 130
Mona. 110 - 120
Rata 75 - 96
Ratén 75

Hunmano 125 - 135

Hafez ( 6) reporta haber observadu el 1.65 y el 4% de anor-

malidades en los embriones de conejo y oveja respectivamente.

Ias anormalidades estructurales de los embriones segun Hafez
(6), pueden ser debido o factores citoldgicos, fisiolégicos,

genéticos, ambientales y patoldgicos.

Dentro de los tactores citoldgicos y fisioldgicos que pueden
causar malformaciones ge encuentran: a) La falta de maduracidn
de los ovocitoa, lo que trae como consecuencia la retencidn de

los corpisculos polares y la formacidn de embrionecs poliploides



lcs cueles degencran posteriormente. b) La degeneracidn de la
cromating del ovocito como respuestz al retroso de la fecun—
dacidn. $i la feeundacion no se lleva a cabo, el ovocito
tiende a dividirse de manera vartenogendtica llamdindose a tal
proceso fragmeniacidn, el cual se presenta con mayor frecuen-
cia en los animales inmaduros sexuslmente que han sido tra-

tados con gonadotropinas. (C)

Dentro de los factores gendticos que pueden provocar anor-
malidades en los cmbrionesg se cncuentran, la presencia de

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

Los factores ambientales influyen de manera importante en el
degarrollo embrionario, ya que se ha visto que la frecuencia
de anormalidades se incrementa en lag especies durante el
invierno (8 ). Asi mismo, Hunter (13) reporta Laber encon—
trado un aumento en las malformaciones de los embriones de
oveja cuando estos animaleg se encuentran sujetos a tempe~

raturas altaa.

Dentro de las alteraciones egtructurales de los embriones se
encuentran las variaciones de ‘tamafio, forma, compactacién y
pigmentacidn citopldsmica de estos. Rl polimorfismo de los
blastémeros en el embridn es un fendmeno normal, sin embargo,
81 estas variaciones de tamaiio y forma exceden los limites
bfomedio de la esvecie, se podria considerar entonces como

un signo patoldeico. (7)
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Ta falta de correlacidn entre el estadio embrionario y la
edad de gestacidn se Ilama asineronis embrionaria, la cuzl

es frecuente observar en las diversas especies.

Los embriones asincerdnicos generaluente poseen una morfologia
normal, sin embargo por encontrarse retrasados uno o dos dias
en el desarrolio, cu viabilidad es menor cuando se comparan

con aguellos que se encuentran en el estadio adecuado. (&)

D) Hicrocirugia Zmbrionaria.

Bl incremento en el potencial reproductivo de algunas especies
de animales domésticos, ha sido llevado a cabo utilizando méto
dos de supprququién v transferencia .de embriones, 5in embar:
g0, es posiblo'obtener un mayor aunento de eéte‘pétencial o

empleando técnicas de microcirusia embrionaria. (31)

El primer trabajo experimental disefiado vara estudiar el grado
de desarrollo de blastdmeros aislados en mamifero, fué elabora
do por Nicholas y Hall en 1942, quienez encontraron que ambos

blagtdmeros de un ewbridn de rata de dos células posefan la ca

pacidad de desarrollo. (24)

A partir de entonces, la microcirugia hz venido siendo utiliza
da como una herramienta vnarw el estudio de la regulacidn de los

embriones en sus estadios de oreimnlantacidn. (4,2%5,34,30)

i
i
i
I
i
3
i



Los trabajos realizados tanto pof seidel como por Tarkowski
han mostrado que la mayoriz de log blastdreros obtenidoes a
partir de un embridn de dos células, pueden auntorregulars
y dar origen a blaslocistos tipicos, aunaue de menor tamafio
que los normules, sin ewbargo, algunos se desarrollan en
vesfcules trofohlduticns nue carceen de los cdlulas de la

rmasa celular interna. (35,36)

Tarkowski (34) ha observedo en algunos casos, que mérulas
de ratin desaryvolladas a partir de h)aSLJHOTUa aislados no
sufren unz cavidacidn nasterior. Bn el caso del conejo, los
Ylastdmeros aislados del cstodio de cuatro células pueden
dar origen ya sen o blastocistos o a vesfculas trofoblds-
ticas, $in esburgo, lo incidencis de esta Ultima forma em-

briond“L es nayor & vartir de blastdsercs aisliados de un

:, S e e, . sy, R
embllon de ¢uatro celulas gue und de dos’ célulad,

Kelly {15 ha encontrado nue los blastdmeros aislades de un
embridn de ocho células de ratdn, poseen aun la potencialidad
de oxiginar blzstocistos rormales. De esta manera, oore (23)
'piensa que conforme auwmenta el desarrollo de los blasitdmeros
en ¢l embridn, decrece la posibilided de que estos puedan
crecer normalnente de manera eislada, por 1o que es mis fre-
cuente observar vesiculns trofobldsticas cuando se cultivan

blastdimeros de estadios avanzados,

[ cupaeidad de desarrollo tanto de las células de la masa



~ 14 -

s

celular internz como de las trofobldsticas aislodas, ha sido
estudiada por Gardner (4), el cual ha observado que 1o ve-
sfeculas desarrolladas o partir de células trofobldsticns
puras, son incupaces de agregarse in vilteo v de prograesar

in vivo, sin embargo, pueden producir la reaceidn decidual
en el dtero. Contruriamente, lag células de la masa celular
interna si oueden sgregarse pero nn imnlanturse, por 1o que
un embridn debe de contencer ambos tipos celulares para podef

progresar posteriormente de meners normal.

Rossent (28) sostienc aque la mortandad de los embriones for-
mados a pertir de blostdmeros de cstadios svanzados, se debe
princivalnente o la cantidad insuficlente de eélulns embrio-
narizs en el momanto de la difercnciscidn, ¥y no a la falta de

totipotencialided de ecstac. Debide a que la formzeidn del

blastoceistolcomichza 2l nismo btilempd én Llostdmeros Hisladow

que en el embridn intzcto, la falta de eélulas en esile momento
hace que los blastdmeros wislodos de un embridn de cuatro y
ocho células, no desarrollen una maga celular interna Tun-
cionel., Aunmado & lo unterior, egte mismo aulor ha obwservado

3

que se requiere de un minimo de este tipo celular pars que sc

lleve @ cabo la imnlantacidn norwal del ewbrida.

Willoadsen v col. (29) han observado que cunndo uneg mdruls
de Dovino que cuenta con unas treinta a sesenla edlulas, se
divide mecdnicamente por la milad y posteriormente sc culiiva,

se oblienen Ddlaslocistos normeles. Jin embargo, cusndo se di-



vide a un cabridn que posee cuotro edluley, los frapmentos
resultantes ticnden & formar generalmentc vesiculas trofo-

vldsticas.

Recicrntemente, se ha comenzedo a emplesr la microcirupgia con
grandes resuliados para la divisidn de embriones de animales

domésticon. (16,17,32,40)

1) Cultivo y Transferencia de Hemiembriones,

vara poder realizar las técnicas micrequirurgices de divisidn
de cmbriones, e¢s indispensable eliminer la zona pelicida, lo
cuel represcnta una serie de dificultadss en el desarrollo
.?pOoTOILO3 6= 105 embrwnx 23 eoonon)dosxﬁoncmxnddoa tambxen N

hcmlomb*loryu.

S5i se transficren embriones sin zona pelicida antes de la
etapa de blastocisto, al oviducto (23) o al dtero del animal
(39), estos no podrdn desarrollscese debido a:
a) Ia fapositosis de los embriones voxr leuwcocitos,(23)
b) Ia posible disgregacion de los dlastdmeros que inte—
gran al embridn,(14,37)
e) ILa posible implantacidn de los embrioncs a las paredes
del oviducto.(22)

a) Lo posible aerepacidn entre los mismos embriones.(22)

st



Pomando en cuenta 1o anterior, Bronsoen (3) y Fassey (19) su-
p A e )

gleren que la zona peldcida es indispenvable para el desuarro

110 in vive de los embriones de mumifero.

5in embargo, Willnadsen (39) comenta que los hemiembriones de
una méruda de hovinn no reculeren de zona peldcida para dessie
rrollarse en cl Jumen uterino del nnimal; si previemente a

la transfercncio son cultivsdos en ¢l laborazlorio para per-

mitir su compactucidn,

Markowski y col. (34} comentan sue ¢l cultive in vitro de
los hemiembriones hasle la ctapa de bLlestocisto, es indis-
penszble para acsegurar su deserrollo despuss de que sean

tronsferidos & wa receptora.
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TIT) OBJETIVOS
Los objetivos del presente trabajo son:

a) Realisar uas closificecidn y registra fotogrdfico de todos
los entadies e vreimplentacidn emdbrionzria de rata, to-
mando ¢n cuenta tanto lus etapas morfoldgicumente normales

. - R oy . o 3l taragadd
como aquellas que posezn algune alieracion,

b} Rstudiar si la divisidn mecdnics de un embridn de rata en
el estadio de mdrula o blastoecisto temprano, permite el
deserrallo posterior tanto in vivs como in vitro de las

gtructuras ewbrionarias resultantes.
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V) MATERIAL ¥ WATODOS o

A) Obtencidn de Embriones,
Se vtilizeron ratas Vistar cuyas efades Tluctuaron entye tres
¥ cuatro meses, los ewbriones estudiados se obtuvicron tomando

en cusnta & cronolosfz del desorrollo cmbrionnrio mencionada

en el cuvadro 3.

Parn le recuperacidn de los embrionmes se vrocedid de la siguien

5
3

&i.0

]

14
LOon

l..:.

¢ une disloeac

(o)

te manera: se sacrificd el animzl por m
cerviczl. su regién ventral se esterilizd emplezndo vna solu-
eidn diludids de tenzal, para posteriormente efectuar en esta
regifn una ircisidn en forma de "VY con la finalidad de voner

al descubierto ¢l avarato revroductor.

S LT e il e T e . .
. oo N e IERSTE v

38 disecd ¢l oviducto junto con el wtero y se sumergid en una
solucidén salina estéril para la obitencidn de los embriones; se
perfundid el oviducto en su regidn fimbricz utilizondo una

aguja del nlmero 27 y vpinzas de relojero,

Se reguirieron de uno a dos mililitros de medio para lograr
perfundir completamente el drguno. 1 linuido de perfusidn se
colectd en vidrios de reloj para su voslerior obgervacidn al

microscopio.

Todes log embrioncs colcctuados ge lavaron tres veces en medio

fresco. Las operacionces de obtencidn y traslado de los embrio



g

nes, se realizé con una pineta Pazteur cuya punta poseifa un
i dmetro de 150 um, cvn lo finalidad de colectar el minimo
medio pozible junto con log embriones cuando estos fueron

transferidos,
Todo el material de vidrio utilimado fue siliconado previa-

mente emnleando una solucidn acuosa de silicdn al 1%,

B) Registro Fotogrifico y Estudio Hstadistico.

Los embriones colectados desde el dia uno hasta el sexbto dia

de gestacidn, sc colocaron en vortaobjetos para posteriormen-

te ser Totografiados empleando un microscopio de contraste de
p . + .
Tase con cawara integrada ( ). La fotografia de los embriones

se realizd a doscientos aumentos.
o ez . . . (++)
Se utilizo pelicula para impresiones en blanco y negro .
Aproximadamente se emplearon mil trescientos cmbriones pro-
cedentes de ciento ochenta hembras para el registro morfold-

gico.

Ia prucka estadistica que se utilizd para analizar los re-

sultados fue el diagrama de flujo.

+) Olymous, Tokyo

++) Kodalz, Panatomic -~ X; PX - 135; asa 32
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_CUADRO 3) Cronologia del desarrollo embrionario en las etapas
© de preimvlantacidn de la rata (el dia uno es el dia

de la deteccidn del tapdn vaginal).

DIA DE CESTACTIOH E3T4ADI0 EMBRIONARIO
an | Ovulos recién fecundados
UNO
Pit 1 Célula +++
All 2 Células 44+
Dos
Pi 4 Célules +
Al 4 Células +++
TRES
i 4 ¢élulan. +++
N T AL 4 Células.+ ' . vl e e
" cuaTro ' o
P 8 Células +++
AN Mérulas +
CINCO
P Blastocistos +++
AN Blastocistos elongados +++
SEIS
TH |

+) Precuencin de obtencidn del estadio embrionario.

4, MEROY ; 4, mAyor



¢) wicrocirugia Rmbrionaria,

Los estadios embrionarios que se emplearon para la micro-
cirugia fueron los de mdrula y blastocisto temprano, lqs
cuales una vez obtenidos se colocaron en una solucidn Tos-
fatada de Dulbecco (PB3) suplementada con: 1 g/lt de glucosa,
0.028 g/it de niruvato de sodio, 100 UI/ml de penicilina §
sédica ¥y 207% de swaro de rata. Los embriones se mantuvieron

. 0
a temperatura ambicente (22°C) durante dos hores.

Ia zona peldcida de los embriones fue eliminada empleando
unaz solucidn de 0.5% de pronzsa en solucidn salina con base
en larle. Pesteriormente, los embriones fueron lavados tres

veces en PN5 suplementada,

L . EN . . . X

Ld microcirﬁéfé de los embriones se reaiizévéé léﬂéigﬁiéﬁfé o
manera: los embriones se colocaron en una golucidn PR3 su-
plementada en cajas de petri previamente siliconadas. Pos-
teriormenie, utilizando una micropineta de sujecidn con un
didmetro interno de 40 yim y dos microagujas de didmetro de
1la ?/&m, se dividieron log embriones por la mitad dando
origen de esta manera a dos hemiembriones. Los microinstru-

(+).

mentog se encontraron adaptados a un micromaninulador

+) B, LEITY WETALAR



D) Cultivoe y Transferencia de Hmbriones.

Una vez obtenidos los 260 hemiembriones procedentes de ciento
cuarenta embriones, se dividicron en dos grupos: el primero
se transfirid al interior del dlerc de quince hembras pseudo
cestantes en el cuarto dfa, y el segundo grupo se cultivd a
3700 en ¢l laboratorio, utilizando medio Ge Sarle suplementado
con 1 g/1t de glucosa, 0.028 g/1% de niruvato de sodio,

100 UI/ml de penicilinz G sdédica y 20 5 de suero de rata.

.Despuds de un periode de 24 horas, se gacrificaron las hembras
receptoras y se vrocedid a evaluzr los hemiembrioncs de ambos

grunos.,

Para la transferencia de los embriones se procedidé de la si-
s mguiente wanerd::oce ancstesid el animal pox’ medio de vapores:
de ¢éter, para posteriormente cfectuarle una pequefia incisidn

en su repidn medio luteral y extraerle su cuerno uterino.

Con la ayuds de una aguja, se realizd una pequeils puncidn en
la regidn Gtero-tubidrica del drgzeno nara facilitar la intro-
duccidn de la punta de lae pineta de transferencia. je trans-
firieron en cada cuernoe cinco ombriones o en su caso hemiem-
briones en un volwuen de 1 41 de medio. Una vez terminada l1a
operacidn, sc ragresd el drgano a su lugnr y se procedid a

realizar La sutura,



V) RJIJULT,‘LDOS

Los resultados obtenidos en el presente lrahajo se encuentran

agrupadog en log siguientes dos incisos:

4) Resultados del Zgtudio Morfoldgico.

presentan lzs carccteristicas morfomédtricas,

@

A continuacidn s
as{ como 1z secuencia Tolofrdfica delos distintos estadios de

preimplantacidn embrionaria en la ruia Wistar.

1) Carascteristicas morfomdéiricas de los principales estadios
) dc uwclmplqnt ‘jén embrionaria, Il yzogur dc 1a zona pel'cid'7
‘cs de 6. 6/,n y e;'ﬁnllormc en todas Jas etapab embrlonxvla ’
Tas dimensiones de los esnuemas se encueniran expresadas en

micrdmetros D/”m

Ovocito
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CARACTERISTICAS IMORFOMETRICAS DE TO3 BMBRIONES D3 RATA.
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2) Jecuencia Totogrdfica de todos los estadios de preimplan-~
« !

tacidn embrionaria en donde se observan tanto lus formas

normales como mquellas gue poseen £lguna alteracidn.




LAVINA I ¢« Estadios de preimvlantacidn de morfolopia normal.

1) Ovulo cubierto por células de 12 corona radiadea,
obtenids por puncidn del Toliculo ovérico.

2) Embridn de una célula, obtenido en la tarde del
primer diz de gestacidn.

3) Embridn de dos células, obbtenido en la mazrana del
seeundo dio de gestacidn, ‘ )

4) Zmbridn de tres células, obtenido en la mafana del
tercer dia de gestacidn, .

5) mmbrién de cuatro células, obtenide en la tarde del
tercer dia de pestacidn.

6) Embridn de ocho célulzs, obtenido en la tarde del :
cuarto dia de gestacidn,

7) Wérwla, obtenida cn la mafiana del quinto dfa de

A ;;éésidﬁiﬁh. T e e Ty

§) Blastocisto, obtenido en la mafana del quinto dia
de prestacidn.

9) Blastocisto elongado, obtenido en la mafiana del

1

I

d ’ ;

pexto dia de gestacion. !
]

|
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LANINA IT : Ovociton.

1}, 2) v 3) Ovocitos cubiertos por células foliculares
de la cerona radiada, obtenidos por puncidn del fo-

liculo ovarico.

i
H
{
}
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LAMINA III : Veriaciones morfoldgicas del estadio de uns

célulz, obtenidos en la tarde del primer dia

de gestacidn.

1 a.4) secuencia de fertilizacidn en donde se obgserva
el cono Az Tecuadacidn (fotografia 2), v la forma-
¢idén del espacio perivitelino (fotegrafias 3 y 4).

5) Bmbridn con cabeza y cola de espermatozoide, asi
como detritos celulares en el interior del espacio

perivitelino,
6) Estranpulamiento del embridn por la zona vpeldcida,

7) Resto celular embrionario en el interior de una

Ris

UpoRe” pellieida fracturada,

8) Fragmento emdbrionarioc sin zona pelicida.
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LAMINA IV : Variaciones morfoldgicas del cutadio de doz edlulag,

obtenidas en la mafiana del sepundo diz de geslacidn.
1) Embridn de morfologia normal.

2) Embridn norm=l con corpisculos volares en el espacio

perivitelino.

a pmbriones normales astdémeros ligeramente
3 a 5) Embriones normales con blastd g

alargados,

6 a 9) Embriones con blastémeros de morfologia varia-

ble.
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LAMIKA V @ Variasciones morfoldgicns del embridn de dos cdlulas,

obtenidos en la majiana del segundo dia de gestacidn.
!

1 a 4) Embriones con blustdmeros de morfologia varisble.

5 a &) Embrioncs con un blastdémero disuelto.

9) Embridn con ambos blastdmeros disueltos en donde se

obgerva ademds los corpdsculos polares,
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LAWINA VI ¢ Variaciones morfoldgicas del embridn de tres
células, obtenidos en la mafiana del Hercer dia
de gestacidn,

1 a 3) Embrioncs de morfolosis normal.

4 y 5) Smbriones de merfolozin veriable.
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TARINA

VIT ; Variaciones morfolégicas del enbridn de tres
células, obtenidos sn la maiana del tercer afa

de gestae
1) Bmbridn con dlastdmeros irrepulares.
2) ¥mbridn con blsstdmercs elongados,

3) Embridn con dos blzstdmeros wlargados rodeando
al tercero.

4 y 5) Embriones con uno y dos blastdmeros disuelios

g

respectivamente.
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AOVIIT ¢ Variaciones morfoldgicus del embridn de cualro
células, obtenidos en la tarde del lercer dia
de gestacidn,

1) Zabrida de morfologia norual,

Embridn chico con restos cclulares en el espacio

N
~—r

nerivitelino.

3y 4) Eabriones de morfologla variable,

¥
i
i
i
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LAMINA IX : Varieciones morfoldgices del rmbridn de oclo
célules, obtenidos en la tarde del cuarto dia

de gestacidn,

1 a 7) Babriones de morfologiz novmal, con diversos

grados de coupactacidn y lamaio.

8 y 9) Embriones de morfologia variable.
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TAKINE £ ¢ Varizciones morfoldgiczs del
lulzs, obtenidns en la tarde

gestacidn,
1) Embridén de morfologia normal.

2 a 9) smbriones degenerados con

opacidad citoplasuwditica.

ewbridn de ocho cé-

del cuarto dia de

diversos grados de
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LAMINA X1 : Variaciones morfoldpichy dol estadio de morul,

obtenidos en la moche del cunrto ¢is de gestacidn.

1 e §5) Wérulag de morfologia normal,

6 a 8) kérulas de morfolopia variable.
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LAMINA XTI : Variaciones morfoldgicas del estudio de mdrula,

obtenidos en la noche del cuarto dfa de gestacidn,

1 a 4) ¥drulas chicas con restos celulares en el

espacio perivitelino,
5) Iidrulzs chica con dos blastdmeros no integrados.

Wdrula degenerada, con 1a zonu pelicida grande y

-3
~—r

restos celulares en el espacio perivitelino,

8) Wérula descompactada.
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LAMINA XITI : Voriaciones morfoldpicas del cstadio de mdrnla,

obtenidos en la noche del cuarto dia de gestacidn.

1) érula anormel con blastdmeros no integrados.

2) Méruls chica.
3) Mdrula chica con la zona pelicida alargada.

4) 8ruls chica con unz vesicula en el espacio peri-

vitelino.

5 a 7) ilérulas chicus con restos celulares en el

egpacio perivitelino.

- 8)-idérularchica con restos celulares én-el eépﬁciélriﬂ'f“

N

perivitelino,
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LAMINA XIV @ Verisciones morfoldpgicas del estzdio de blag- -
tocisto, obienidos en la mafana del quinto dia
de gestacidn.

1 a 6) Diversas etanas en la formacidn del espacio

blastocélico.

7) Blastocisto expandido con un blastdmero no inte-

grado en forma de vesicula.

8) Blastocisto expandido.
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TAKINA LV ¢ Variaciones morfeldgicas del estadio de dlzs-
tocisto elongado, obternidosg en la tarde del

quinto y madana del sexto dia de gestacidn,

1 y 2) Blastocistos elongzdos, obicnidos en la tarde

del muinto diaz de gestucidn,

3 a 6) Blastocistos elongados, obtenidos en la ma-

flana del sexto dia de gestacidn.

- ._: .., - ] eree e T KL .
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LAWMINA XVI @ Embriones degenerados, obtenidos entre el

primero y el quinto dfa de pestacidn.

1 a 8) Zonas pellcidas que contienen en su interior
diferentes cantidades de material embrionario di-

suelto,
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LAMINA XVII : imbriones degenerados, obtenidos ontre el

el auinto dia de gestzcidn,

priaero

g

1 a 8) Zonas pelidcidas que contienen en su interior
diferentes centidandesg de material embrionario

disnclto.,
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1

TAINA AVIIT @ Zmbriones degencrados, oblenidos entre el

primero y el quinte diz de gestacidn,

1) Z%one veldeida con azterial embrionuric disuelto en

su interior.

2 a 7) Embriones degenerados de diversa morfologie y

con blastdumerscs no integraodos.
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LAWITIA ZI4 ¢ Ovocitos no fertilizados y fra

o
L

mentodos, obla~

nidos entre el primere y ¢i quinto dfia de pes-

tacidn,

1 & 9) Ovociios con diferentes grzdo

de fragmentacidn,
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LAKINA XX @ Ovoeltos no fertilizados y frapmentados, oble~

G
sey

nidos entre el primero y ¢l quinto diz de

tacidn,

1 a 9) Ovoeitos con diferentes grados de frogmnentucidn,
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Tomanda en cornusi

la 1 2 la 8§ de ]
smbrion

grafing de la 1

A lo largo del e

mente el 2C% de
algin tivo de ar

neramiento, blas

lwlares en el e

o

wrmalidad morfoldogics,

20 -

derecidn lu secucncia Totoprdfica enterior,

los sstadios de nreimntantacidn embrionaria oue poseen
caracteristicas worfoldpicos noranles y sue podeion ser
transferibles & hembras pseucogestantes son los siguienies:

wnbriones de wvna célula: foltograliszs 0o la 1 a 12 4
de la 1ldmina IIT,

Embriones de dos células: fotografifes Ce la 1l o la 5
de la laéminz IV.

Bmbriones de tres célules: Totografiasg de la 1 a lu 3
de la ldminz VI,

Bmbrioney de cumtro cflulas: fotografia 1 de la 1é-
mine VIIT.

Smbriones de ocho células: fotografins de la 1 la 7
de 1\ wminﬁ IK, v Totogrofis 1 de la ldmine ¥,
‘ ‘Babriones wn el estadio de méru 3L:'féidérafiém‘de'ia 1
a la b de la ldwino KT,

Bmbriones en el ectadio de blastocisto: fotografias de

a ldmina IV,

en el estadio de blostocisto elongado: foto-

a la 6 de la ldmino XV.

studio morfoldgico, se enconird que aproximada

los embriones que unda hembra produce sufren de

como por ejemplo: dege-
no integrados

tdmeros o disucltos, detritos ce

snacio verivitelino y fragmentuacidn.

17



el mismo, estas alteraciones morfoldgicas anteriores se in-

crementaron hasta wn 80%  durante el invierno,.

B) Resvltados del Bstudio de iicrocirugia,

A continuacidn se presentun los resultados obtenidos en los

o.como in vivo a que

diferentes tratzmicentos tanto in vi

fueron sujetos los embrionss (ver Léminaz A y B).

1) Cultivo in vitro de embriones.
50 cmbriones en los estadios de mdérula y blazstocisto tem-

Dxano que fucron cultlv dos en neﬂlo rv ‘a le poT un 1ﬁn o} dc

24 48 horab. se dCbﬂPPOlldTOn en desL001sto‘ 13 (804) cmblmo—
nes. Sin cmbargo, cuando a las mdérulas y blastocistos tempra-

nos se les elimind su zona pelieida, 41 (823) se desarrollaron.

Al comparar znbos resultados anteriores, no se encontraron

diferencias estadisticamente sipgnificativas (P> 0.55).



o

2) Cultivo in vivo de embriones.

De 100 embrionesg en el estadio de mdérula que sc transfirieron
a2 10 hembrus pseuwdopgcutantes, se recuperaron 24 horas despuds
91 embriones, los ecuales habiian progresado a la etapa de
blastocisto. 3in euwbargo, cunndo se volvid a deserrollar el
proceéimiento anterioy, nero con embriocunes a los aue se les
habisa clininzdo la zonz pelicida, no se logrd 1ln recuperacidn’
de ninguno. Por lo tanto, existe wna diferencin wltumsnte
significativa en el desarrollo de los embriones en el estzdio
de mérula, determinada por la presencia o ausencia de la zona

pelvcida (P<L 0.001).

Ko obstante, cuando se transfitieron 52 blastocistos con zona
peldcida y 50 sin esta membrana a hembras vseudogestantes, se
‘obluviersn 39 (75 3) desarrollos fotdles con Los ambriones que.
en cl momento de su transferencia pesefan su zona y, 29 (585)
fetos con uquelles = los aque se les hab{a eliminado dichu

membyana, AL compararse ambos resultados, sc observd una dife-~
rencia estadisticamente significativa (P< 0.30) a favor de los
_emhriones 2 los nue no se les elimind su zona peldcida por me-

dios enzimiticos.

3) Cultive in vitro de hemiembriones.

Bl procedimiento de microcirugia que se empled para dividir

por 1a mitnd los embrionews, duba como resultado hemiembrionoes



—_ ~ 29 -
' de dog ¥ tres células principalmente (ver Limina A), lo que .
. . indica que durante este procesc se pueden dalnr uno o varios
blastdmeros.
Unt vésn gque se obtuvicron los hemiembriones por microcirupia,
se cultivaron por un lavso de 24-48 horas en el laboratorie,
' observindose al final de este periodo lus siguientes formas
embrionarizs (ver ldmina B):
u a) Vezfculus 4rofobhldeticas. Sstructura embrionaria en donde
. tddas sus edlulas particinan en la formzcidn del espdceio
g blostocdlico, y no onosee masa celular interna,
' b) Wdrulas, ¥structure Tormada por agregados celulares aue no
poseen en £u inwerior cavidad alsuna,
; C T G
; ¢) Mérulas vesiculadas. bstructura formada nor agresndos ce—
’

lulares que poseen en su interior una pequeiia vesicula de

apaviencia irregular,

’ Los porcentajes obicnidos de lag diferentes formas embriona—
p

rias se encuentran en el cuzdro 4.,

4) Cultivo in vivo de hemiembrioncs.

Se transfirieron a 15 hembras pseudogestantes 280 hemiembrio-



CUADRO 4) Formas embrionariazs obtenidas después del cultivo

in vitro de los

Torma Embrionaria

hemiembriones,

Cantidad

No. de embriones que se
dividieron

Noe. de hemicmbriones cul-
tivados

Vesiculas trofobldsticas
Férules

Idrulas vesiculadas

140"
260
168,

67
25

Porcentaje

1007

64,63
25.7%
g.6%

Los hemiembriones gue durante el procedimicnto de

mierocirugia resultaron dziados completamente,

. ..-Tueron desechados,

nes y 50 vesieulas trofobldsticas. Veinte y cuatro horas despuds

de la transferencia, sc sacrificaron los animales y no se ro-

cuperd ninguno de los embriones introducidos. De igwal manera,

no se obtuvieron desarrollos fetales cuando el

efectud doce dias desvuds.

sacrificio se

Al comparar log resultados del cultivo in vitro e in vivo de

los hemiembriones, se encontrd una diferencia altamente gigni-
1

Licativa (P<0.001) determinada por el desarrollo de estos mé-

todoa,



LAMIBA A: Nicrocirugia de Embriones

1 a 6) Secuencia fotoprdfica de la bipartirticidn

de una morula de reta,
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LAMINA B: Nicrocirugia de Embrionas

1) Blastociates normales cublertos con su zona pe-

licida,

2-3) Lap vesiculas trofobldstices y las mdérulas vesicu
ledas, son unes de las estructurss resultantes del
cultivo'in vitro de los embriones partidos poer la

mited por medio de la microcirugia.
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VI) DISCUSION
A) Norfologia Rrbrionaris.

En el desarrollo del presente itrabajo se observd aue los em-
briones de rats Wister, sufren de alfu

W1 tivo de anormzlidad
morfoldgica en un 20% anproximadamente, lo cual podria per

causa de una falia o retraso en la fertilizeeiin de dichos

dvulos.

Al comparar estas malformaciones con las descritays por otros
autores ( 6,7,9 ) nara diversas esvecles, se ha obgervado qus
tales anormalidades pueden ser similares a las que se pregen-—

tan en la rato,

t .

De todas las malformaciones aue se registraron, seria dificil
identificar cual de ellas impediria el desarrollo futuro de
un embridn, ya que estns variaciones estructurales nodrian

"corregirse" durante el desarrollo embrionurio.

Bsto Wltimo se deduce wnor el hecho de que aproximadamente el

9075 de las anormalidades morfoldgicas embrionarias se presen—

)
tan anteg del estadio de blastecivto, como se observa en las

ldminos fotogriaficas de la ITI a la ZTITX.

Shea y col. (27), comentun que win los embriones clasificados



A .

. 32 .-

como morfoldgicamente "mulos" son capaces en ciertos ocasiones
de implantarse y dar origen a fetos, por lo que la gestacidn

de un znimal no depende solamente de la condicidn del embridn

sino tembién de 1la calidad de la rcceptora,

Uno de loz Ffactores morfoldgicos gue no afectiz la viabilidad
de los embrioncs, es la presencia Ge rvestos celulares ndosados
4 gu zona pelucida. Jin embargo, si exisle una infeccidn en
el aparslo reproductor del animal, los detritos celulares que
rodean @l embridn se incrementan, por lo que su viabilidad

vuede verse disminuida,

Los embriones depenerados que se encuentran expuestos en las

ldminas VI, XVIT y XVITI, presentan alteraciones worfoldgicas
geveras 1o que podriu impedir su desarvollo Tuturo. Les causas

S SRS N C e
de estos Tendmenos degenerativos son desconocidos.

de los ovocitos de las

Las fragmentaciones en el citonlas
ldminas XYL y XX, se debid a quz no fueron fertilizados. Zstos
ovocitos en algunas ocasiones adeuleren formus.de embriones en
desarrollo, comn ¢s el czso del ovocito de la fotografia 1 de

12 ldmina £IX.

Sin emdargo, es posible discernir entre una ferma y otra, ya

4 4 4 4 ~ ’
que les ovocltos Tragnentados voseen grin numero de vesiculas,
las cunles son de divereos tamuiios y no pogseen ndeleo,

Durante el perfodo de invierno, se ha encentrado que el por-



centaje de embriones que gulren de alguna alteracidn se in-
crements conciderableiwente llegando cﬁ algunas ocasiones
hasto el 807 o mis. Bste zumento en lasg malformaciones de-
bidas a la temveratura ha sido observada ipuvalmente por

Hunter (13) y Hafez (6),

lo anterior podria ser debido a uuz respuesta adaptative de

los animzles hacia el medio ambiente adverso,

rnalizando la secuencia fotografica, se podrd notar gue las
etapas de ocho célules y mérula, poscen en su conjunto la
mayor variedad de alteraciones morfoldgicuas lo cual puede
sey debido & que en estos animales, estos dos estadios se

desarrollan sin un incremento celular,

B) Microcirugia Zmbrionaria.

De los resultados obtenidos en la microcirugia de los embrio-

nes se observa lo siguiente:

1) La auscncia de la zona pelicida en embriones normales o
hemiembriones cultivados in vitro no interfierc con su desa-
r1ollo posterior. Lo cuul vucde ser debido & que bajo cstas

condiciones de luboratorio, los embriones no renuieren la pro

teceidn que esta membrana normalmente les brinda,

3in cmbargo, cuando se txanafiricron a hembras vseudogestantes



manera natural,

IeYe

mérulas o hemiembriones sin zona peldcida, estos no e desa-

’ .
of

rrollaron en fetos, agi como tamvoco fue posible recuperarlos

24 horas desyubs de que fueron transferidos, debido probable-
mente & gue fueron fagositades por leucocitos vnresentes en el
lumen uterino, o por su pogible implantacidn ¥y no desarrollo en
el vtero, ya que ocasionalmente se observaron reacciones de-

ciduales vacias.

Por lo tantu, parese ser que la zona pelvcida es indispensable
para gorantizar el desarrollo in vivo de los embriones por lo
menos hasta el estadio de mdérula, ya ogus cuando sc¢ transfi-
rieron blastocistos con y sin zona pelicida, cstos se deso-
rrolleron en fetos., Hsto Wltimo es de esperarse ya que esta

ebapa embrionariz se encuentra bajo estas dos condiciones de

Ias observaciones anteriorcs se encuentran apoyadas por los
trabajos de Modlinski (22) y Bronson et al (3), quienes han
estudiado las diversas funciones que la zona peldcida desem~

peiia,

2) Bl cultivo en el laboratorio de los hemiembriones, did como
resultado el desarrollo de vesiculas trofoblisticas y mdrulas
vegiculadas principalmente. Las primeras, se encontraron for-
madas por cuatro células, las cunles formaron entre cllas una

cavidad 1llena de liquido blustocdélico, sin embargo, no poseen



maasz -celular-interna .

Tag morulas ves iculudab a diferencia de lao Torma antervior,
son mis pequefias y la cavidad que desasrrollaron, se formd
en cl interior de uno de log blastdémeros y no entre cutos

(vexr 1dmina B),

Finguua de las formes ewbrionerias anterioves se wucde con-

siderar como normal, ya que no cusnisn con les célulus de

la masa celular interna v trofobldstices en el mismo o
Lo anterior cxplice lu falta de deswrrenos Tetales cuzndo fue

ron transferides eslos hemiembriones o hembras recevioraes,

I expliceacidn ©1 @desarrollo anormal de log hemiembriones

cuendo fusron cultivados en el laboruborio cus 1z siguionte;

»vollo ecubrionsrio en la

Se ha observado que duuante el des
rate, el egtadio de blasglocisto comicnzz a formarse de manera
natural cuando ¢l embridn posee de 8 a 16 cdélules. sin embargo,
Tarlowsky (36) ha encontrado que bajo condiciones de lzbora-

torio este nrocueso se puede adelantay,
r ¢

De eStu manera, si seccionamos por la mitad un embridn de ocho

células de rata y cultivamos in vitro log hemiembrioncs ree

sultantes, eutos tenderdn @ erear une eavidad en su interior

¢dsi inmedintamente, ya que la formacidn del estudio do blas-
.

tociatle comenzayml sl mismo tiempo en estos como en el embridn

intaetn,
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sst, le falta Qe cédlulas y de wn microambicnte on el intevior
de los hemiembriones impedird el desarrollo de su moss ce-
1nlar internz, por lo que tenderdn z formur vesieulns tro-

fobliésticns y mérvlas vesiculades,

Rogsusont (28) ha encontrade aue se requiere de un minimo de
célules de la mnge celuluy iunterns, pars nue ce lleve & cabo
la iwnlentacidn normal de un embridn. Yo que de lo contrario,
Gardner (4) ha obzervedo que estos embriones anormules ol

no nocecr este tino de cdlulas, se vuelven incapaces 66 pro-

gresar in vivo.

FPor lo tanto, si se¢ realiza la forpwcidn de hemiembriones a
partir de estadlon avanszados en la rata, se incrementard la

sibilided de obtener vesiculus trofoblisticas ¥y no blasto-

.o

Hahn (11) comentz oue log embriones de rata & diferencia de los
de bovino, no poseen mucha resistencia hacila el {trauwmatismo
mecdnico de la biparticidn, lo cual se refleja en los escasoy

resultadecs obtenidos en estla esvecie wvor otros auwtores.

Tomando en consideracidn lus observaciones anteriores, es po-
sible que la téenica de microcirugia desarrollada en cl pre-
sente trabajo puedn dar como resultado fetos en desarrollo, si
se lleva a cabo en embriones rue posedn muyor mimero celuiar

en el eutadio de wdérula.




VIT) CONCLUSTONES S

De los resultadcs obienidos en el presente trabajn se jpuede

” concluir:

1) Loz embriones producidos por uns rats Wistar sufren de

~

algang onormelidad morfoldsica en una promorcidn da=l 207

anrovimadamente.

2) Ias anormalidades morfoldsicas embrionarias se incrementan

o g

durente el invierno haste un 805 o nmds.

3) La viabilidad de los embriones aue sufren de zlguna altera-

cidn morfoldszica, sole pusde ser probada cultivando al

1=
bos embridn en el laboratorio o transfiridéndelo al interior
oy de una hembra recentora. T s

4) Tos estadios do wreimplantacidn embrionaria en la rata
. H

“aon muy semejantes a los observados en el ratdn y hamster.

) Lo divigidun mecdnica de embriones de rata en el estadio de

%2}

mérula .o blastocisto temprano, no permite el desarrollo de
blastocistos normales despuds de que los hemiembriones han

sido cultivados en el laboratorio.

6) ‘Le. presencia de la zona velucida es indispensable vara
: : . 2 . v !
nsegpurar el degsarrollo in vive de un embridn y bemiembrion

de rata.
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