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RESUMEN

AGUILAR LOZANO, MONICA PATRICIA. Comparacién de dos técnicas (ester eoscopica Yy
ultraestructural) para la evaluacién de embriones de bovino (Bajo la direccion del: Dr. Carlos Galina y
Dr. Horacio Merchant )

El aspecto de mayor importancia para el éxito de la Transferencia de embriones (TE), es la
evaluacién del grado de desarrollo embrionario, asi como su calidad. Los métodos de observacién por
microscopio estereascopico no siempre han sido efectivos en la prediccion del porcentaje de fertilizacion
obtenido, debido a que pueden encontrarse embrionés que ain con caracteristicas morfoldgicas buenas no
siempre tienen una actividad metabélica normal, pudiendo tener defectos funcionales, que no son detectados
al evaluarlos en fresco, pero si podrian ser detectados por medio de la microscopia electronica. En este
estudio se utilizaron 13 vacas, mayores de 6 afios, que fueron tratadas con 2 implantes de 6 mg de
Norgestomet durante 9 dias , mas una inyeccion de 5 mg de Valerato de Estradiol y 3 mg de Norgestomet
(SYncromate B, Rhone Merieux). Al séptimo y octavo se aplicardn' 20 mg de Folltropin-V (Vetrepharm
" Canadd) por via intramuscular dos veces al dia, al noveno dia 10 mg’y a]»décimo-8' mg. En el fioveno y

‘ décimo dia (émbién se aplicaron 25 mg (2ml) de Prostaglandina F2 alfa (Lutalyse/Upjhon). La detecéién de
celos se hlZO en forma-continua, inicidndose a las 12 horas posteriores al retiro del implante, y las vacas se

msemmaron 12y 24 horas despues del-inicio del celo. La recoleccion embrnonana se -realizé por medio de

,un lavado uterino, -a los 7 y 8 dias posterlores a la primera inseminacién. Los datos se evaluaron por. . .-

'.,estadisuca descriptiva. En total se recuperaron 35 embriones, que se clasificaron pnmero por med-o del .
“f[»rmxcroscoplo estereoscoplco encontrandose un 45.7%(16) de embnones de buena cahdad 31. 4%(11) de

:":,__regulares v 22.8% de ‘mala cahdad Despues se colocaron en fijador de Karnovsky modificado para ¢l -

?l’j,'examen de ultraestructura-. por medio- de microscopfa de luz, obserVdndosc un 28 5%(10) buenos

B 48 5%(17) de regulares y 22 8%(8) mleS Finalmente, se reahzaron cortes ultra finos- para obﬁervarlos por o

L mlcrosocopla electromca ton contraste de Uranilo al 25% y Citrato.de Plomo al 0.3%; clasmcéndose en-un

W—:}'27 5%(9) como de buena cahdad 42, 8%(15) regulares y 31.4%(11) mala cahdad En este estudxo sé
; fi'observo que fa. evaluacnon de embnones por medio de la microscopia de luz es. SubjCIlVd ya que algunos

‘ ,fembrlones que se “estan cahﬁcando de cahdad regular, 'y son cxclundoa de —Ia transferencia, podrlan tener ©-

e capacndad de lograra una gcslacxon y. algunos- embnones con--una. morfologna extema buena ultra

: zeslrucluralmeme yase encuentran en et.xpa de degenemuon




1. INTRODUCCION

La Inseminacion Artificial (IA) es una de las tcenologias que mds ha contribuido al mejoramiento
genédtico de la ganaderia bovina; mediante este método se han obtenido hembras de alto valor al poder
utilizarse el semen congelado de sementales con pruebas de progenie. Hasta hace pocos afios, la IA sélo
favorecia la optimizacion del genotipo proveniente de los sementales y la contribucién de las hembras era
muy escasa debido al reducido nimero de crias que podian producir por ciclo de vida, que en términos

ideales seria una cria por aiio. (Molina, 2000}

De este modo, la_‘-te’cnolc‘)éia de la lransferenqia de embriorres ('I"E)Vse dcsarrbl]é con Ia finalidad de
,qarimizar. los recursos gebnéti"cos,. tanto de los ‘Vienlres como delos s'emeritales. La primera TE exitosa se
E .brcahzo en 1951 por Willet; quren colecté un embrlon de 5 diaa'de' ‘edadr én el rastro vy"‘lo transﬁrié o

qmrurgrcameme aotra vaca a (ravésr de una incision en la hnea medra del ‘cuerno uterlno (Belterrdge 1981)
: En4 la actualrdad, la TE esta mucho mas avanzada 'y al uulrzarse vacas de alta calrdad consrdcradas como
il’,donadoras .s€ logra una produccrén ‘maslva de embriones que: se recuperan en elapas ‘lempranas de

1_' desarrollo y se’ transﬁeren 4 0lras vacas, consrderadas receploras, que uenen menor valor genenco ya quc

" “su ﬁmcron es llevar a término la geslacron De esta forma las vacas “clrte puede producrr un-rango-de lO' a.ih

i 15 hl_jOS por afo; con lo cual el mejoramlento genético de los hatos ganaderos ha'sido rmportanle (Molma,' L

2000)

Uno de los prmcrpales obstaculos que e ha observado para el uso gcncrallzado de la lransturencra—

de embrxones es el costo elevado proprcrando que su campo de aphcacron sc limite a aquellos ammalcs >

i f'['rcuvyos hleS tendran un valor economlco elevado de tal manera quc puedan ser rcdrtLables los coslos de la
{""_operacrén Al respecto Madalena (1993) reporto que el costo para produarr un embrron en los‘ Esradosb
‘;_'Umdos es de 50. dolares aproxrmadameme y quc el costo. para producrr un animal adulto prowduue de
'_t'rahsplaﬁtél' rd:e,\.émbriqrrgsr (mamenigndo: iina eﬁcigr}gi'a‘ alta del ér‘p‘ggé’gr; 5 ,e"mbriqnes : lranrsrferiblésr por-

i “lavado, 50 % de supervivencia y mortalidad pos- nacimiento inferior al 2 %) es de 350 délares, valor-




stilar al costo de produccion de animales convencionales. Sin embargo, no obstante que ta tecnologia de la
transferencia embrionaria ha avanzado considerablemente en los dltimos afios, los resultados ain no son
homogéneos y los fndices de fertilidad no han sido tan satisfactorios como se¢ esperaba, lo que ha impedido

un mayor desarrollo de €stos programas.

A través de varios estudios, se ha observado una gran variabilidad en la respuesta a los tratamientos
superovulatorios, principalmente en el nimero de embriones transferibles recuperados. Asi, Boland (1978),
v'sugiere que para tener una menor cantidad de anormalidades en los embriones (23.7% vs 10.6%), es
necesario utilizar menos de 20 mg de 17f-estradil, en los tratamientos que incluyen esa hormona junto con
PMSG. En otro estudio, Elsden _;e_La_l_. 1978, encontraron que los animales tratados con 1800 UI de PMSG,

aplicadas en un periodo de 3 dias, tuvieron menos ovulaciones y un mayor nimero de embriones

: t(an‘sferibles, asi como de anormales, que los tratados con 36 mg de FSH-LH, en el mismo-lapso de tigmpb

(p<0.05). Posteriormente,- Goulding et

al. (1991), compararon los tratamientos con FSH y PMSG, 'y

,thuvieron 12.3+0.81 y 8.14+0.60 embriones, respectivamente (P=0.0001); concluyendo que el ‘nimero

. ".de embriones recuperados ¢s directamente proporcional al ndmero de ovulaciones.

Otra causa-que propicia diferencias, es la edad de los animales wtilizados, como lo demuestran

Mickelsen, e_t a_l. (1978),'-"'quienes observaron en animales prepl’xberes -(4-7"meses. de cdé‘d)' t,ratados;con,

'PMSG PMSG + LH, FSH y FSH + LH obtuvieron un promedlo de 0. 3+O 5, 5 6+ 11, 0 0 3+O 8 y

o ;3;6j_~4.,1 embrx_ones’ c,olectados slendo menor la recuperacion - a- la obtemda con ammales adullosf

-concluyendo’que estas discrcpancias se deben al hecho de que los animales prepiberes no:pqsecn m’in una. -

“madurez sexual, endocrina y anatémica en el momento del tratamiento.

Ademas se’ han encontrado grandcs dtferencms en los mdlces de gestacion obtcmdos con los:

dlferemcs protocolos para la TE un ejunplo esel. expenmcmo dc Elsden, et al; (1978) qmencs encommron

més gectaclones con embnoncs de dmmales no lratadoc (p<0 05) que en los superovulados (71% y 59%

-rgspéctivamente),”y un’ indice: mayor. si los emb;‘ic}nesi eran de ,buenapalldad (58%), a'dife_tcncia d_e los .-



regulares (31%) y malos (12%) (p<0.05). En otros protocolos como el de Keichenbach, et al; (1992) se
encomtrd que al realizar TE bilateral se obtiene un mayor porcentaje de gestacién a los 35 dias y menos
abortos (p <0.05) que colocando los embriones en sélo uno de los cuernos. Por otra parte, Schmidt et al.,
1995, realizaron la maduracién y fertilizacion in vitre de évulos de bovino que después transfirieron a 22
hembras, 6bteniendo un 64% de gestaciones. Como puede notarse, las variaciones en los distintos
protocolos sOn'amplias, por lo que érstas,disparidadesk han afectado de manera negativa la diseminacion de la

‘técnica a un mayor nimero de productores.

'Derigrual ‘for'm'a la combiriaciég de las hormonﬁs yla schenﬁia de 'los tratamientos ‘afectan el nimero
de embﬁones transfcrxbles (Sllva. M 1996) Eslo sugnere que no solo el tratamiento es fundamemal en
:'j_j‘:.v‘los resvltados si no que tambxén mﬂuyen los procesos fisioldgicos que regulan el nimero de fohculos que
y :se ,dcsarrollan. y fmalmente' ovulan fcomrlbuyendo. asi a la vanabxhdad*de la produccmn _embrionaria

: :'despues de una superovulacxon (Gouldmg, et al; '1996). A31m1smo en otro estudxo se encomro que. la :

; supcresumulacxon con cualquxer tratamxento Causa alteraciones en la ﬁsnologm normal del ammal lo que S

'”ocasxona que entre el 15 al 20% de los donadores desarrollen embrlones no (ransferibles (Grev et aly

1098y,

" Seglin Barrios et al. 1982) la baja fertilidad de los embriones, cuando se usan los tratamientos
"~ anteriormente desdryitos,pu'_ede resumirse en 3 aspectos:
'rFactofés,éxtfinsecqs' desconocidos del embrién obtenido de un ‘ambie’ntemerino anormal

" Fallas en‘la fertilizacion .

Factores intririsecos -del embrién, - atn cuand_d‘haya'_sido obtenido” de “una ‘vaca' que

' ;aniqé'riormen(e dond embriones que se desarrollaron a término. -

4 Por otra parte qunza el aspecto de mayor lmportancm para el éxuo dc la TE; ¢s la Lvaluacmn del

estado de desarrollo embnonano -asi. como su cahdad (Lmder, et al, 1983) ya que de esu, modo pucde




: 'cévidad imema conoéida como “'blastocele

evitarse cl empleo de tiempo y la pérdida de dinero al transferirse embriones que no tienen oportunidad de

generar una gestacion.

Cuando se realiza la clasificacion de los embriones, el objetivo es evaluar su calidad, y esto se logra

‘mediante la observacion de sus caracteristicas morfoldgicas, siendo por ldgica una manera subjetiva de’

hacerlo, por lo que el éxito.dependeré de la experiencia del’ observador. Por lo tanto, no hay duda que la

: manera mas eﬁcnente de’ evaluar la: vxabxhdad de los embrlones es considerar la tasa de gestamon obtenida’

(Molma, 1999).

'Durame,él desarrollo chibrioria‘rio, después-de comipletarse lavsi’ngamia, se inicia la segmemacién del

ovulo fecundado éslas dw1sxones son smcromcas durame los pnmeros dias. Sin. embargo al avanzar el -

proceso se plerde esta caractenstxca El desarrollo embnonarno y la dlferencu.cmn constan de vanas etapas
compactacxén formac:on del b]astocele expansxon Y. maduracnén de la zona pelucxda Asf Lmder y

anht, et al (1983) clasnﬁcaron a los embnones de acuerdo a su grado de desarrollo en (cuadro 2)

Se rcﬁere a‘una agrupacxon O masa de celulas quc ‘tienden a ser. esfencas en’ Ia )

5 cual pueden observarse mdmdualmeme los blastomeros la cuenta celular €s dlflul La masa celular ocupa' ‘

o e_lfSO% del ﬂcspacio periyi(elino.

“Tiene conio caraCleristica principal, una agrup’acién mayor de c_élulas qué ocup’an.

aprox1madamemf= de 60 a70% del espacno penvuelmo En esle estado es poco probable contar con

exacmud el numero de blastomeros y estos son de forma pohgonal

Es un embrion en fase dt}m()rula cojnpacta, ’cn,_la‘ ,qu_c se ,cmpicrza a rformar una

El blastocnsto tlenc apanencm dc amllo y ocupa entre el 70 al

80 % del espacno penvnelmo pudxendo aprecnarse vxsualmen(e una dnferencm cmre el ‘rofoblasto yla masa

celular El blas!ocele abarca mcnos del 50% de la masa celular dcl embnon




Se caracteriza por una diferenciacion pronunciada entre las células del
‘ trofoblasto (que se extiende y alarga en toda la periferia del embrioun) y el disco embrionario, que es una
masa muy pequeiia de color muy oscuro y mas compacta. Ei blastocele abarca mds del 56 % del embrién y

€1 embridn ocupa el 90 % del espacio previtelino.

R Es un estado en el cual, hay un adelgazamiento de la zona pelicida y un

- aumento apreciable del didmetro del embrién (hasta un tercio de su grosor normal), que ocupa el 100 %

del espacio previtelino. -

Tiene lvé’ zona pelucida-fisurada, pof donde eclosiona paulatinamente “hasta
“salir, iqtalmente de ella. El embrién puede tener la forma esférica de un blastocisto expandido o bien éstar

- colapsado.

_ Es[os’.mismos autores, clasifican ‘a los” embriones de acuerdo a la:calidad de las estructuras -

" ‘encontradas en:

EXCELEN’I‘E: Este €s el embrion ideal. Esférico, simétrico, con fcé]uiasfcol_()‘r" ambarino y:téxtma

" uniformes, sin blastémeros extruidos, pocas o ninguna vesiculas, con.pocos desechos celulares.

~. BUENO: Tiene pequeias imperfecciones; como algunos blastomeros sueltos y/o extruidos; tamafio- -

',;‘,irregul‘a't:o.@lguﬁas vesiculas. Este'y los clasificados como excelemes se consideran de calidad 1.~ :

- 'REGULAR: Cuenta con problemas definidos, como son la presencia de blastémeros sueltos y/o -
“extruidos, de color-obscuro, vesiculaciones, algunas células degeneradas, desechos celulares. Masa pequeiia L

o pé,ro.. no‘meno,r‘alSO% de lo normal. Se clasifican de cal'idad_ 2. ’ - : 7,




MALO: Embriones con problemas severos, como numerosos blastomeros sueltos y/o extruidos,

células degeneradas, células de distinto tamaiio, numerosas vesiculas y zonas claras y obscuras. Sc

consideran de calidad 3.

DEGENERADO: Los blastémeros estin desorganizados y sueltos. Células de apariencia vesicular,

granular o crecimiento retardado en relacion con el resto de los embriones obtenidos.

NO_FERT[LIZADOS: Pueden confundirse con morulas compactas. Su apariencia es granular

(puntillado), y se encuentran rodeados  por una membrana vieiina lisa, que en el caso de estar rota, el

o puntill"a'do_ cubrira comple’t’aniente el espacio vitelino.

i ,C'ua:n'qu se;;véh‘xai uncmbnon scténla,y dos hbrés después dél eStré, puede o,bservarserque‘ ya tiene
; ":apirvd.;('ibrﬁédaﬁe:h‘te, t‘}'Célrulya:sv, a'los 57 dl’asridebe teﬁer 32 céfl,ulas, difféilgs ;ie céniar yes llamada'mémla, a
lb,s'VS:,diasj sej'expaﬁdé y ﬁn ‘c'onj;untro :de células es empujado. para uno de los lados, convirtiémiqse en una

| : mésé iceluvlarr, lé linea que rodea al embrién es el trofoblasto y’ alos 9 diﬁs_postcriofﬁs al estro :el:,;cmbri(‘)n' »
S ,il'em’grgrérr:cie ia zona peliicida y 'ya.nb es érotegido por-la capa dehu;opdlisaééridos. Una’ ve:z:que esta

~ . eclosion Haf@c’urryido,;la identificacién de los embriones es mds complicada (Shea, 1981). -

' f’VEl cé;récto desarrollo de eS(osbpasos, asi como el tiempo q@w térdah eﬁ,suvcede.r,rson us‘ados como

: jndicadorés’ ‘de}la salud y- calidad embrionaria (Occhio, et al. 1999),"_ ¢slo se_cjemplifica en el esludbio de
’ 'j,Shreaf‘( 1981‘)', en el quelro‘lr)écrrvcr')’ la presencia de embriones que a los 7 'dias posteriores a la ,fé‘nili’zacién -
: liéigucn ‘!éni‘end'o 8 célrulas,ivﬁudiend'o pensarse en tres posibilidadesz el embrion esta mueite, la ovulacién se 7

. :fri retrasé 3 6.4 dfas; d que 'él des‘arrollo‘embrionario se éncuen!fa severamente retrasado. Ademds que én este

E tipo'de embriones hay una mayor probabilidad de encontrar gran cantidad de procesos degenerativos.

_-‘En-un embrién bovino con un-desarrollo normal;- el didmetro calculado estd entre 150 a 190 micras,

5 ingluyéi}do, la zona- pelicida, la cual por sx sola, mide de 12 a 15 micras; ,E_l didmetro total del embrién




permanece constante desde su formacion hasta que se expande y eclosiona de la zona peldcida (noveno dfa

aproximadamente) (Lindner and Wright, 1983).

Por otra parte, se han observado que los embriones de calidad | son los mejores para congelarse, los
* de calidad 2, de igual inanera pueden ser congelados, perolos resultados son pabres, sin embargo, existe la
- opcién de transferirlos en fresco con un éxito aceptable. Finalmente, los de calidad 3, presentan indices de

gestacion bajos (Noriega, et al, 1995);

La clasxﬁcac:(’)n dc’; la cahdad embnonarla no sxempre ha probado ser un metodo efectivo en la
predlccxon de la femhdad a obtener con los dlferemes grupos de embrnonés (Rondeau, et al; 1995) esto
Pudoxprqbarse cpnfcl es;udxq de’rrMercham, y Chang, »(19.71),. donde € encontré que algunos_d,e_ los'
‘ f"{ embriones que se ‘clasificafoh ccomo buenos no p‘rrodujeron‘geétﬁciblues, hecho que los éﬁf(;res atril‘)’l‘lycrronja :
'f,:.:ﬁn axﬁbleme uterino anormal ya que cuando algunos de éstos embrlones se mcubaron en dteros de.ratén
/‘:_prcscmaron pocas anormahdadcs sm embargo, al tratar de desarrollarlos fuera de ese ambleme 10 se
'Cpnslgulo que Hegaran al mlsmo,grado de madurez que un embrion mcubado en el ute(q fbovmo. M_as aun,
"v"_,'iChargr'ai'vll«y Picéfd- ( 1988), ai ¢valuar el nimero de gestacionesrdé:acxlle'rdo aia 'c;ilidad kde'rlos cmbﬁones,
: Vernvq‘grhtr'a‘ron po’rccm;ijérsr del 31% én embriones consideradosﬁ1alb$. Pf;r estos rcpohes, Ja precisién en la
§ '1{:yéluaéién de la 'cali'dad‘ dé los embriones antes de la transfercjrrncia’, es un factor de(ermrillanie bara el éxito
, .'Jde .'loé tratamientos (Rohdeau, et al; 1995). Ademds, esto se yefuerza si sé consideran los resultados de un
ésmdi‘c‘)_r reaiizado pbr Farin, (f995),~ en el cual varios observadores coh experiencia, réalizarén la evaluacion
o de 40 enib’riéncs en diférémes estados de dcsarrollé y grados de QCgcncr'aci(‘)n, y esluViérmw de acuefdo soio
:,'én éi 65.5% de los diagnésliéos,' ‘existiendo una mayor diﬁéultad prar‘ar f)oder diferenciar entre los cmbriones
,de buena y regular calidad, En- otro estudio, Rondemu et al, (1995), al estudiar el metabohsmo de los
embrlones encontraron que 47% de los de buena calidad no leman una actividad metabohca normal, debido
! quizé, a. dcfectos fu_ncmnalcs : c::uoplés’tn:lcors o subnucrqscopxcés kque no pueden ser dclectados en la

“evaluacion morfoldgica




Por lo tanto, una forma para evaluar la calidad embrionaria de una manera mas detallada, es por

medio de la observacién de las estructuras por la microscopia electrénica. Asi, Mohr y Trounson (1981)
des}cribieron que los embriones normales de bovino con 5 dias de edad, tienen en la membrana plasmatica
de los blastémeros microvellosidades abundantes, excepto donde éstos hacen contacto. Ademis,
encomraron vesiculas globulares de 1 a 10 ym de didmetro y que algunas contenian material lipidico o un
materlal granular estando delimitadas con una membrana Las mxtocondrms son electrodensas y presentan

- algunos c'ristalcs en la ‘perif«;ria, ‘teniendro cerca abundanle reticplo endopl_:ismico liso, ademﬁs, se
: 0bsérvar¢n nlucho:s" ribpéémas libresien todos los blastémeros, pero no se observé el reticulo endopldsmico

rugoso. El niicleo tenfa varios nucléolos y presentaba poros a lo. largo de la membrana nuclear.

bé igual ménera, Fléchon y Renard (1978) describieron que ‘¢'lr embriérnrnormralr de bovino éop 7 a. l/(')
h dxas de edad, tiene un diimetro de !93.5{;28.4 pm. ‘La zona peiﬁéiﬁéi és, Vde:aspécto' rugoso,c;l presgmz;
blastémérqs pequefios y redondos, que a veces pueden observarsc separados pbr pequeiios »(rzspacios
intgfcéluldfes; En su iimerior, los nicleos son redondos con nucléolos grandes y el cito‘plasm és:
éiéctrodcu’so coﬁ an ci:tbses({uclcto ,bfcp dcsarroﬁado (King, et al; 19‘92)‘. Otros in\;cstigadores, t_iemostraféﬁ 1
que Iés,.fl?itogg)ndrias sbﬁ abundiantc‘sr,» Ae formas redondeadas o alax;gédas;' Sil.l pr(’)tubcranciaé, c;pn,cres'ti\'é
b'i#n ‘d,elixrlé"adas.r.'y estdn asbjciadas a los reticulos cndoplasméticos_rugo_sps y lisos.- Asimismo, encontraron
que el a'par"ato "dé Golgi’ eé cohspicuo, con abundantes poli—ribosomaé inlcrbalados -en el rcn’cuio
i endoplasmnco Tugoso y que es normal encontrar vesiculas hpxdlcas que deben reducxrsc en.ntimero después
| dcl ‘dia 7'7(Shamsuddin y Rodrigucz-Mar(incz, 1994) También se -ha dcxermlmdo que dentro de lm
: blastomeros §e encuentra un’ material granular ﬁno compueslo de rxbosomas y polisomas, los que le dan
um coloracnén obscura (Mohr y. Trounson 1981; Shamsuddm y Rodnguez M:mmc7 1994).. Ademas el
g trofoblasto nene aparlencm velluda dada por las mncrovcllosndades presentes en la cara c*terna de la

"'membran.a. y estd founado por cclulas cpxtcllmdcs planas, pudncndo también obscrvarse vesiculas

: pmocmcas que no son muy abundantcs (Mohr y Trounson 1981; ng, et al. 1992) Sus (.clulas estan

G ancladas cmre si ya olros blas!omeros por mcdm dc complejos artxculares (dcsmosomas y uniones apicales)

: ;(Shamsuddin y Rodrigucz-Martfnez,’ : 1994). Aﬁ_verces pueden encomrarsc muchos micrroﬁlamemos,asociados




a los desmosomas, que se extienden a lo largo de la unién entre las células de los trofoblastos, se cree que
¢éstos filamentos, tienen una funcion estructural en fa célula, ddndole forma, rigidez y soporte (Mohr y

Trounson, 1981).

Otro aspecto importante de considerar, es que al tratar de conservar los embriones se han encontrado
diferentes anormalidades, a pesar de que los embriones anieriormente hayan sido clasificados como
excelentes. Esto pudo obsérvarse en un estudio realizado por Hyttel et al. (1986), quienes encontraron que
los embripnes descongelados presentaban la zona pelﬁéida daﬁéda y acumulaciones de desechos celulares en
el espacio prévitelino. asi como defectos citoplasméticbs como la félta 'dé limite de la membrana y espacios

vacios. que van de 0.1 a 0.5 pm. Asnmlsmo Shamsuddm y Rodriguez Martinez (1994), encontraron que los

embnoneﬁ cons:derados de-buena cahdad y que. posterxormente se culuvaron en mcdxo libre de suero con

insulina, transferrina y selenio (SFM) © en suero de vaca en estro’ con células 'epitelia]es del oviducto

: bovmo (BOEC) presentaban espacnos entre las células de Ja masa mterna un-menor desarrollo y nimero de
o dcsmosomas lemendo una apariencia de umon mcnpleme emre blastomeros Ademds, en varios estudios
: ‘(Mohr y Trouson 1981; Chatrain y Picard 1988; Shamsuddin y ROdrfglle-MﬂrliﬂCZ 1994) se observo que

~“en embriones degenerados las microvellosidades eran més cortas y en menor cantidad qué-en los embriones

normales, 10 que se asocia con una menor capacidad para la captacién de sustancias nutritivas necesarias

‘para‘las células. También en e citoplasma de los blastocistos, s¢ encontraron alteraciones como fa presencia.
E dc muchos fagosomés,y abundantes. gotas lipidicas, . asi como degranﬁlac'ién del reticulo*endbplésmico y

‘aumento del contenido lisosomal (Shamsuddin y Rodriguez-Martinez, 1994)

- En otros estudios, también se comparé la.calidad morfoldgica a miscroscopia de luz, contra la

: ,metébélica de los embriones. Asi, Rondeau et al; (1995), encontraron que los de buenas caracteris..cas

morfologicas no siempre tienen una actividad metabélica normal (47% de los embriones clasificados como

,bﬁenos); lo que se atribuyé a posibles defectos funcionales a nivel cilop]aSmético 0 submicroscépico que no

_.son detectados por medio de la cvaluacxon por mlcroscopfa de luz,: pero si por microscopia electronica,

sxendo una causa probablc de que éstos embnoncs no puedan dcsarrollarqc normalmeme a-pesar de ser
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considerados de buena calidad en la evaluacién con el microscopio estereoscépico. Si se considera que con

. el microscopio electrénico se tiene una vision de los organelos mds clara y que de estos depende la funcion

del embridn al hacer un andlisis ultraestructural podremos saber si en el embrién han ocurrido cambios

degenerativos a pesar de un diagnostico favorable previo del embrién.




2. HIPOTESIS

. Los: embriones. clasificados como de buena, regular’'y mala calidad por medio de microscopia
‘estereoscopica, difiere con las evaluaciones realizadas por medio de microscopia de luz y/o microscopia -

. electronica

 momETIVO

-~ Comparar _la evaluacién - morfolégica de’ los embricnes  por las técnicas “de. estereoscopia y . -

~microscopia electrénica. -




4. MATERIALES Y METODOS
La fase de campo del estudio, se realizé en un rancho particular localizado en el municipio de
Pochotla, Estado de Veracruz. El clima de la zona se clasifica conio caliente himedo, sin una temporada de

sequia definida, la precipitacién pluvial es de 1780 mm anuales y la temperatura promedio de 21.8 °C, con

rangos de 13 a 40 °C (Garcia, 1981).

Se htiliaaron trece vacaa, del genotipo vBrahnian x Suizo, mayores de 6 aflos con un peso promedio de
450 Kg, sin lactar y'un.’rango en condiéiéﬁ corporalldé'2.5 a4 p’umos'i medidos en la escalade clasificacion

: del I al 5 para ganado dc llpO Bos deCUS donde l—delgada y 5= -obesa (Pullan, 1978). Asrmrsmo las '
E vacas se exammaron para venﬁcar que se encontraran llbres de alleracrorres anatormcas 0 ﬁsxologxcas que

B § pudieran a_fect'ar su ferlilidad.

El tratamlemo cormsuo enla aplrcacron subcutanea de dos |mplantes aurrculares que corrtlpnen 6 mg. -
de. Norgeslomet mas una myeccron de-5 mg de Valerato de Estradrél y 3 mg de . Norgeslomet ‘que se.
administmg ‘a:l momento de colocar el implante  (Syncromate B/Rhone Mericux). Lo’sﬂ,_ implantes .
pcr"maneciér()n' Colpcad(rS'drlranie 9 dias. ‘Al séptimo y oclavo,dia'd.e: cdlo‘ca’dos*los implantes, se aplicaron
;s Vi,'.,: ' 20 mg de Folltropm V (Vetrerharm Canada) por via mtramuscular dos vcces‘ al dia, al noveno dia 10 mg yv
':’al decrmo 8 mg Ademas en los noveno. y décimo dias tamblen se administraron’ 25 mg (2ml) de
' ~:V'I.YProstaglandma ‘F2 alfa (Lutalyse/Upjhon) (Cuadro 1). La dcteccma de celos se hrzo en forma- contmua :
ir’)iciéndos'e "a'las l2‘ horas posteriores al retiro ‘del iniplante, y,el servxcro por medio ‘de mseminaciéﬂ,"

: amﬁcxalse r¢alirz:é‘ a las V,l>2~yi 24 horas dcspuésyrdel:'irricio del celo (s¢ cor)s';ider() corno i,nirc_i(r)"drcrl celo el

-*-momeénto en-que la vaca se deja montar).

. La'recoleccién embrionaria se realizo por medio de un lavado uterino, alos 7 y 8 dias posteriores a
— ffla'- priiﬁcra ihscminacién,' para lo”cual préviaménrc se palpé'a las vacas para estimar el nimero de los
cuerpos luteos exlstemes Posterlormente se lavd la regnon vulvar y se mtrOdUJo una sonda de Foley con

f,'jcamrsa samtana y una. gura de acero moxrdable para ﬁcrlnar su paso por el cérvix y poder. dmglrla hacia




uno de los cuernos uterinos. Una vez, que se tuvo la seguridad de que se estaba dentro del cuerno, se inflo
el globo de la sonda con solucidn salina fisiolégica, para evitar que se moviera, se removié l» gufa y se
conectd la sonda a una manguera Tygdn, que a su vez, se insertd en una de sus salidas a un recipiente con
PBS comercial, y la otra a un fiitro Emm-com. A continuacion, por gravedad y de forma gradual, se
introdujo el PBS a los cuernos uterinos en cantidades de 50 a 100 ml, aplicando un masaje suave a los
cuerﬁos para .facililar la salida de los embriones y después se desalojé el liquido el cual tuvo que llegar al
»filtre Emm'—ciom. Esta operacién se realiz6-3 6 4 veces en cada cuerno uterino. Una vez terminado éste
> proceso, a cada ammal sc le aphcaron 25 mg (2ml) de prostaglandma F2 alfa (Lumlyse/Uthon) y el filtro
'prrotegndovde' los rayos solares se -llevd "a un lugar cerrado en donde se encontraba el materlal de .
- :'Vlaboratono Una vez alli, el liquido obténido se deposité en cajas de Petri cuadriculadas, para facilitar la
locahzac1on de los’ embnones por 'medxo de un microscopio estereoscoplco Cuando se locahzaba un
',embuon se mtroducxa una pxpeta Pasteur para tomarlo y- pasarlo a una caja de Petri de mantemmnemo en

donde fueron evaluados por-un’ técnico ca]nfxcado y asi, delermmar su cahdad clasnﬁcando a los. embnones

- de acuerdo a los cnterxos de Lmder etal al ( 1983), en:

T3 o Bu‘éno.— Embriénresférico con'tamafio, color y textura uniformes, con la.zona pelﬁcida '
‘ i’htégﬁ, los b‘last()meros se 'e'ncucmfa‘n, sin defectos en su conformacion, sin 0 con algunas vesiculas. Ticne
todas las céx}ée(eristicgrsv de Qn vb'lastocisto maduro. 7 |
:'°  : : »Regular.- Tiene-problemas deﬁnido; como son la pf’escncié de b]astémerés éuehos ylo
: .W"é)r(trqidos,‘ de"gpiloVr obsc,t;ro, vesiculaciones, algunas”células degeneradas, desechos celulares. Masa pcqueﬁé '
.. 7":p'éro 'no‘ mehdr al 50% de lo normal. Puéde tener-daiio en la zoﬁa pela'c‘ida. Su desarrollo es menor a u:ixv
zﬂ/‘bwl:is‘to‘ciéto de 7 éias. | |
O ) V'Malos.é .-Embriones coﬁ problemaé_sevéros, mi;bhbs évcasi iodds los bléstéméros estan
éslruldos celulas degeneradas y/o de varxos lamanoé numerosas ves1culas de gran tamaiio, sin embﬁrgo se

: ;:',dlsungue la masa embrionaria y zonas. claras y obscuras Txene dafios en la zona pelucnda

* Una vez clasificados los. embriones. en-cada una de las categorias; se-colocaron en tubos de ensayo




que contenian Fijador de Karnovsky modificado en donde se mantuvieron por media hora, después se
pasaron a otro tubo que contenia una sustancia buffer de Cacodilato de Sodio, y los tubos se sellaron con
parfilm para ser transportados en refrigeracién al laboratorio. Ya en el laboratorio, los embriones se
coloéaron en una solucién de Tetréxido de Osmio al i%, por | hora, después se lavaron 3 veces con agua
destilada y se colocaron en alcoho! en diluciones al 70%, 80%, 90%, 95% y 100%, permaneciendo por un
lapso de 10 a 20 minutos en cada.pasio," para lograr su deshidratacion. Después de este proceso, las

muestras se colocarori en una solucion de EPON- hasta tener una dilucién de 1:1, incubéndose por una hora,

. mds-tarde se diluy6 al 2:1 y nuevamente incubé por una hora. Finalmente, se mantuvieron en EPON puro
" durante 24 horas y se procedi6 a realizar cortes finos, estos se hicieron en . forma seriada utilizdndose el

“tercer corte para después tefiirlo aplicando azul de metileno durante 30 segundos.

Posterlormeme cada muestra se observo por microscopia de luz y cuando se encontraron entre 20 a

25 celulas con niicleo visible se dejo de cortar el embrién y se procedlo a ‘evaluarlos.. Los: cntenos usados

para la clasificacion fueron los snguxentes

_Buenos.- Embrion esférico.con tamafio, color y téxtura unifornes, sin o con algunas vesiculas. Zona

peliicida intacta, sin detritus celular ¢n el espacio previtelino. Blastémeros con buena cohesién entre ellos, y

B miéleos definidos.

Regulares - Forma irregular con dafios pequenos en la zona pelucnda Tiene algunos b!astomeros

estruldos varlas veswulas y algunas células degeneradas Hay muchas vesxculas hsosomales Sc encuemr.m :

: alg(m detritus celufar.

Malos. Prescncta de muchos o casn lodos los blastomeros separados emre si, con grandes camldades

}de detmus celular en el espacio prevuelmo. Celulas de varios tamanos y/o degcneradas numerosas

S 'yesiculas de g'ran tamafio, aunque, es posible dis:inguir laf masa embri()n,arnjia.v

- Después de concluir la anterior fase del estudio, se hicieron cortes ultra finos a los embriones y se

les contrasté con -Acetato de Uranilo-al- 2.5%, por 9 “segundos, se lavaron con agua destilada y




posteriormente, también como medio de contraste, se colocaron en una gota de Citrato de plomo al 0.3%,
durante 2 segundos. Las muestras ya preparadas, se observaron con un microscopio electrénico, en el
laboratorio del Instituto de Investigaciones Biomédicas de la Universidad Nacional Auténoma de México, y

se evaluaron como:

Buenos: Blés;émeros bicd_ delimitados, nicleos con cromatina densa y bien localizada. Dentro de los

: "blasiéhi_e’ros se [:)r_e_sem‘an vesic@lgs lipidic’asv\ no muy abuﬁdam,es, mitocondrias de ,for'nrm redonda y/o

= ‘:.;z'lla-rgad'é,‘, sifi pfbiubgrancia’s, y con Iaé | creslvas ;bfcn dclirr'nit‘zidas;v, Ademis, se observfén ribosomas y
5 V"‘polirribosom‘as; 66m6 gréx‘iulos‘-obs'c.:uros.' Conun vmayor':v’ziumexlno es posible observar “el ciloes:cr]ueleio,

: dlsmbmdo en'la parle mtema del blas(omcro Se’ puede . observar clarameme el aparato de Golg1 Tambxen
hay vesxcuias hsosoméles poco abﬁndantes En la cara de Ios blastomeros que se encuentra’ dmglda hacm el '
- jfespacm prevuelmvo se: observan mlcrovel)osxdades largas y abundantes y entre los blastomeros pueden verseb

.las pmones celularés que son formadas por desmosomas.

Regulares‘ Blastomeros bnen delumtados nicleos con croma(ma densa‘y mllocondrlas de forma

rcdonda y/o alargada Hay vcsxculas lipidicas abundmlcs asi como lisosomai€s y a veces sc pucdc vcr quc' '
un blaslonlcro ‘esta fagocuando a otro. Existen espactos en donde no-se observa nmgun aparalo cclular y ld:‘; |
o - ;umones éntre los blastomeros se. encuemran en menor cantidad en comparacmn con los de buena cahdad
dapdq laljraparbienciardg estar separados. Las microvellosidades son mds cortas y,menors‘ abundames,‘ si se

comparani a los de un embrién normal.
Malos: Los blastémeros no estdn bicn delimitados y se-observa fagocitosis cntre los blastémeros,

ljegéndo a_desaparecer la-membrana nuclear. Hay grandes banﬁidades _de vesiculas lipidicas y lisosc ..ales,

- las-mitocondrias no se observan bien definidas y casi no se aprecian las' microvellosidades.

,‘17‘(,'; '




5. ANALISIS ESTADISTICO

Para el anilisis. de los resultados obtenidos se utilizé estadistica descriptiva, calculandose los

porcentajes del nimero de embriones en las categorias de bueno, regular-y malo, de acuerdo a'la evaluacion

con microscopio estereoscépico. (embriones en fresco),” con microscopio de luz (embriones fijados) y con

~-microscopio-electrénico (embriones en cortes finos).
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5.-RESULTADOS

OBSERVACIONES DE CAMPO -

En respuestab al tratamiento aplicado, once de las vacas prés_éntaron celo y posteriormente fueron
insemina‘(viés; En las dos ré'_sténtés qtie no- se detectaron en celo, se procedié a hacer un examen por

»palpacxon rectal y presen@arou los ovanos estmcos por lo que no s¢ msemmaron y fueron ehmmadas del
: »estudlo En el momemo de la recolecuon de los embnones lodas las vacas presemaron de 1 a 8 cuerpos
_:h}teoS_enr cada —iovarlc__).i,Sm emb'ar_go, en dos de e]las, e fL’_l'e_ st1ble, introducir ‘la vsond)a de Foley por el

~.cérvix y no se pudieron lavar los cuernos uterinos y realizar la recoleccién de embriones. En consecuencia

T encel estgdio, tnicamente se consideraron’los embxiones obtenidos de nueve animales.

EvALuAC1éN DE EMBRIONES POR MICROSCOPIO ESTEREOSCOPICO

Se recolcctaron en lo(al 42 embnones de ‘estos. ¢l 47.6% fueron buenos, ¢l 26, 2% regulares y ¢l.

26 2% malos (cuadro 3) segun los criterios de evaluacién al mncrosco o estereoscé ico, descntos
P P

' - amcnormente En cl momento de -hacer ésta: evaluacidn,. 2 de los. embriones se observaron, como

- blasto_cistos ,expandidos’; debido a qué fueron recolectados a los 8 dias posteriores a la inseminacion.

- Sin -embargo, -al hacerse nuevamente el conteo en el ':laboralorio, se observé una pérdida de 7
(16.6%) de los embriones, 'debido pbsiblemente a que se hayan quédado adheridos en las parcdcs de los
lubos ‘de ensayo 0. a; las plpetas en el momento de la ﬁJacmn por: lo que. la distribucién fmal de los

rcmbrlones que se descnbe en el ‘cuadro 4, fue dc 45.7% (16) embnoncs de buena cahdad 31.4% (11)

7 :‘,,rcgulares y un 22.8% (8) de mala calidad.
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EVALUACION DE EMBRIONES POR MICROSCOPIA DE LUZ

Una vez hechos los primeros cortes finos se realizd la observacién por microscopla de luz, y se

‘clasificé nuevamente en. categorfas, encontrindose un 28.5% (10) de embriones buenos, 48.5% (17)

regulares y 22.8% (8) ma]oS (cuadro 4).

“En cuanto a las ‘caraétéristicas merfolégicas, en Ia figmé 2 pueden verse los cortes finos de los
’embrxones que fueron clas:ﬁcados como malos resaltando la presencxa de blastémeros muy separados entre
.y algLnos con- poca deﬁmcxon del nucleo En la ﬁgura 3 que corresponde a este mismo grupo de
"'embnones se éncomrarén g‘rand‘es esbaénos de coior sohdo (cnoplasma) sin estruclur;is y "ercana;s :
v dbundantes VeSlCLlaS blahcas que se penso eran hsosomas dentro de los blaslomeros En la >f|gura 4 se B
. muestra un embn(m de forma megular en el cual se observan granulosrque son posnblcs detruus celulares -

o _por lo que no es posxble dxstmgunr a los blastomeros No se observan grandes defecms en la zona peluc1da

La ﬁguras 5 Y. 6 corresponden a cmbnoncs con cahfxcacnon de regulares., Pudo notarse qucf"

,p'esemaro,n espacxos sin estruuuras ‘en los blastomeros sin embargo las vesnculas blancas (hsosomas) N0

se aprecxaron en camldades tan grandes como en los embnones del grupo anterxor Los blastomeros se

: vweron blen deﬁmdos con. cohesxon entre eilos y con niicleos - blcn formados

,*Finélmeme - l'os embriones de buena calidad, se ilus(,rzinﬁ en lhs figuras 7 y 8, Ls‘e ObSCl’Val%Oni

R 'embrlones de forma redonda -con la zona pelicida bien dehmltada Los blaslomeros 'S¢ cncontraron bxen}

deflmdos sm o con muy pocas vcs:culas blancas (hsosomas) demro de ellos pocos o nmgun espacno quc se .-

obscrvara sm estrucluras Era posxble dlstmguxr fécﬂmeme a los nucleos dentro dc los blastomeros




EVALUACION DE EMBRIONES POR MICROSCOPIA ELECTRONICA

En cuanto a la evaluacion por microscopia electronica, se contaron un 27.5% (9) de embriones de

buena calidad, 42.8% (15) regulares 'y 31.4% (11) con mala calidad (cuadro 4).

Las caracteristicas ultraestructurales de los embriones que por éste método fueron clasificados como
de buena calidad, se ejemplifican en las figuras 9 y 10. En-la primera; se observaron blastémeros bien
delimitados, los micleos con cromatina densa’y bien:localizada, algunos tuvieron indicios de haber iniciado

- la divisién celular.” Dentro- de lo{s‘ blastémeros existi_e'ron ‘vesiculas - lipidicas de forma circular, no muy

AT abuildames;vllegando a'ﬂ s'er: algunas muy obscuras 'debido tal vez,‘a'una,ﬁjacién excesiva del'()smio. Las

e mltocondnas eran de forma c1rcular y/o alargadas observandose crlstales mltocondnales de” dwersasr i

S formas y longlludes estas se u! ncan cerca dcl nticleo; En la cara extema de la membrana c1toplasmauca se -
observan abundames m1cr0vellos1dades En la ﬁgura 10 se observan tres blastomeros bxen ueﬁmdos
nucleos con cromatina dcnsa y blen locahzada, algunos tuvwron mdlcnos de haber mlcmdo la division

i icelular 5€ observan abundantes mltocondnas Y pocas vesiculas lipidicas.

-Las 'ﬁguras 11,12y 13 éorreSpondén también al- grupode buené calidad pero’ con uh estudid.
g :ullraestructural reahzado con.un mayor aumento. Asn en la figura lx se observo que ‘entre los blastomcros

'pudneron observarse las umones cclulares que-por lo general se forman por desmosomas vxendose como,

"desarrollado temendo h apanencna de- ﬁlamcntos ﬁnos que corren-a (odo lo ancho del blaslémcro Enel"

:',_cuoplasma los hsosomas se encomraron como vesnculas de. formas lrreguhres con membranas hmnrotcs :

: 'f'f"que en su mtenor contenfan aglomeracnones de granulos de dxversas formas que son demlus celular; son -

*'[poco abundames Tdmbxen pudo vxsuahzarsc un punullado obscuro quc son los rlbosomas y abundames

: mxtocondnas

‘,dos: placas elcctrodensas,consmuxdas ‘por filamentos cnoplasmancos'delga’dos el cntoesqueleto bien - -




En la figura 12, se destacan las microvellosidades que se dirigen hacia el espacio previtelino, estas se
observan como filamentos largos, delgados y abundantes, que cuando se cortan transversalmente, aparecen
como pequenos anillos. En la figura 13, resaltan mitocondrias de diferentes formas, aquellas cuboidaies
pueden ser debido a que ellas también se dividen durante el ciclo celular. Estrechamente asociados a las

mitocondrias se observan ribosomas y poli-ribosomas.

La figura 14, corresponde a uno de los embriones que se clasificé como regular, en esta imagen se

. -observa un blastémem el cuél poseé'en su citoplasma vébundamcs lisosbmas y -grandes inclusiones’lipidicas

7 !6 quc nos mdlca que ya-es un fagosoma Igualmente- se observa e[ cntoplasma de otro blaslomero bien

i :v dchmnados los nucleos con cromatmd densa bien locallzada y grandes mclusxones hpldxcas Enla ﬁgura :
1,5,vv'5é obsc;van blastémerds bien delimitadps por sus membranas citdplasméticas, m‘nc}eos con 'crqmatina_
.aqlisa y bien-localiiada, con vindicios de haber iniciado la divisic’m celulaf’. Exi gl citoplasma hay una ‘ma)}0r

. cantidad de lisosomas, asi como vesiculas lipidicas. En el embrién de la figura 16 se- observa como el

nicleo comienza a perder su membrana por. accién de los lisosomias. La figura 17, muestra blastémeros

" bien definidos, aumentos de lisosomas y detritus celulares en el espacio previtelino: Puede observarse que

'séfcﬁmicnzan a perder las membranas celulares que dividen los blastomeros. La figura 18, muestra un

niicleo bien definido, sin embargo se detecta un gran nimero de lisosomas.™ '

“En ~los cmbriones Clasiﬁcados como de mala calidad, no existié una dclimitacién clara entre los

E ,blastomeros ya que en muchas ocasiones perdxeron sus membranas cnoplasmancas y se fusnonan ¢ con
"o(ros (emendo la apanencna de un -blastémero con dos nicleos, ademas ya se encontraban rodeddos por
‘:abnndames lisosomas. VTambién. fue comiin obsc;var la exis(cncia de espgcios,en'el citoplasma. que no
- teh'fan ﬁingﬁnbrganelo (ﬁgura 24), y'si.se compara con la figura 9, éué és‘un embrién de buena Calidad, se
obscrva una dxsmmuclon enla canndad yel tamano de las mlcrovellomdades lo que se traducc en una mala

i f:absorcnon y por lo tanto en problemas para el’ transporte de nutrientes (Shamsudm y Rodnguez-Mamnu

, 1994). En algunas ocasiones se observo la cromatina bien localizada; pero sin'la membrana_ nuclear que la

: p'rbtegvcf (figura 21). Las.vesiculas lipi{jicés' fueron de diyersos'tamaﬁ_os,:’muy abundantes 'y casi- siempre

21




asociadas con los lisosomas. La mitocondrias siguieron siendo de forma alargada o redonda, pero
parccieron perder definicion asemejando ser fagocitadas por los lisosomas. En muchas. ocasiones se
observaron fagosomas,. esto _:\‘>e aprecid al encontrérsé adentro de un blastémero normal una membrana
cnoplasmanm que delimitaba a otro blastémero, pero éste, ya no contaba con nicleo-y s6lo se vieron
algunas mltocondnas, vesnculas llpidlcas y muchos lisosomas. lgualmeme se observo que las placas de los
dcsmosomas se vieron me_nos densas y se encOmfabah en menoresga_nndades’, ademds, pudo-notarse que las

miérovélldsidades, en algunos casos', desaparecieror{casi por éompleto (ﬁguras 19, 20, 22y 2_3).7
' COMPARACIONES ENTRE LAS OBSERVACIONES

En él cuadrd 5’vvsé:mﬁé'str';;n Vlo‘g 'ﬁorcentéjes de los embrriénéybls‘ enlas difercﬁtés cQteéoriaS' ?{ e’vallﬁrar"se
’mreid:‘iz:ime los (i:iferéntéé:ﬁléfodos,_sb a’érecia éue los embriones élasit{cédosrd_e buena calidad en e. momento -
de la }ééoléccién,,dismi'nuyen ya que inicialmente son un 45.41%",cuando :Vse Observan"ch fresco,r'_yv
- ﬁnalmente con mléroscopna electromca solo son un 25.7 % En el caso de los embriones regulares enla

‘ evaluacnon en fresco s tuvmron 31.4%: de las observaciones, aumemando a 48 5% con la observauon en
: ﬁjo, pero _e.fs;e’ porcéntaje se;rcduce'ligre,rarmente con microscopiaﬁe}egtrénica,,a 42.8%. Ep los c!asiﬁcados 7
de @naia calidad, en fre’éco y enrﬁjo se ‘observaron los mismos pdr’cehtajés 7(2:2.8%); per§ §on ipi'cfoécopl;a o

e electrénica-aumentan a 31 4%,

- En lés. éuﬁdrds 6 'y 7, iambién pueden apreciarse los mov‘lmieh(os en la claSiﬁc:icién de 7 los
embricr)ne:s vdespﬁés d¢ cada evaluacion; svien'do notorio que lqs carhbios 'yaf_ian de observacvi_én,a qbservacién i
‘ ":y 'dgf'clés'i‘fi'c'ééién a clasiﬁcécﬁén pareciendo alea;oriosf—ya QUe no présentahlun orden csbeéiﬁcoé p\léSto Qut:t
, 'no goxohay g’rrlvdvimie‘mor's de embﬁoﬁes claéiﬁcadqs como buenos a regulares y de reguléréé a Vmalos‘ si no

‘ quetamblén pued_exfa_serrde Amalos a‘re'g.ulares' a buenos. Este hecho se ‘ap‘recia en el cuadro 8, donde puede
observarse que hay un mayor numero de;émbl{ioheé que se obs{én%ganUenos en las observaciones en fresco -
Ty que cambigl} Vdgspués{a‘ fegul'arés cqfx Vr‘r}i‘c"rro‘sgépviarfijar‘(’lro% del total de los embriones que cambiaron de

‘clasificacion).” As‘ibmri‘smo en-la iriigroscopiz_i'.,derluz pasando -a' microscopia elé_clrénica cambian mds
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embriones clasificados de regulares a malos (41.6% del total de los embriones que cambiaron de
clasificacién), pero atin asi el mimero de embriones que cambian después de cada observacion no son tan
altos (28% y 34% respectivamente) en comparacion con los que cambian de clasificacion tomando en

cuenta la evaluacion por microscopia estereoscépica a niicroscopia de luz, que fueron un 48.5% del total,

Asi, un 35.2% de los embriones que fueron clasificados como buenos en la evaluacion en fresco, al hacerlo

por microscopia electrénica tuvieron calificacion de regulares, y el 17.6% de embriones considerados como

buenos en la observacion en fresco se clasificaron como malos al evaluarlos por el microscopio electrénico.
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6. DISCUSION

El aspecto morfolégico de los embriones que se clasificaron como de buena calidad, en la evaluacion
por- microscopia electrénica, en el presente estudio, coincide con los de otros trabajos (Fléchon y Renard
-1978: Hyttel, ct al. 1986; Mohr y Troqson 1988; Chartrain y Piciayrd 1988; King, et al; 1992), en donde ias
>'caractAen’s,licas méas signiﬁcati\)as para considerarlos de buena calidad fueron: blastémeros bien delimitados,
cbn_ miéléos de cromatina densa y bien lorcalizavd‘ors;‘ VGsiCUlas ‘iip’fdiéés no muy abundantes, mitocondrias dé. '
forma cvirc':ljlarﬂ y/o v,:zﬂi:lrz":l'rgadas,v observindose bien los crisfalé‘is‘l mit'oéir)ndrialcs,r de 'divéféés forméS Yy
‘ -lbngitﬁdes ..puéden. ‘ét‘\cvomrarse lisbsbfﬁas pero éon p‘oco abundéﬁ.tes.;iEn la cafa de los bléstémeroé que—:se
: dmge hacxa el mpacxo prevnﬁlmo se observan las m‘crovellomdades largas delgadas‘ y: abundzm(es Se venv, Sur
'las uniones celulares, que son formadas en general, por desmcxomas Eslas caraclex 1sucas hacen pensar que" ‘

si pud|eran ser transfendos lograrxan con mas facilidad una gestgxcmn’.' ;

En cuanto a los embnones clasnﬁcados como regulares autores como Hyttel etal al (1986) Chamam L

y. Plcard ( 1988), Shamsudm y Rodnguez -Martinez (1994), los dcscnbcn con blastomeros bxcn dchmllados B

; (Vx‘),‘,,’nvucleos, de crorpatlna degsa, nutocondrlas de forma_redondra' y/o alargada, vcsg;ulas l}pxdlcars‘,
—hbéddanik‘i’:s;arsi,cdmc‘) lisosomales, por lo que empieza a nolrzrirrjsc, fagdcitpsis{;— Entie los blia’strér»nerdsb.hay :
espacnos donde ‘m_) sc-fébser\ia rji_ngfm aparato celular y las. Qniénés ént(en_los blastdnle;os itr;st'én en niendr
/v'rvcan'lidad', '(ri_ando-rla':apa‘rriencia Vde_:‘cslarr scparadgsy. ‘Las miCro§gliésidﬁdes, son’ mas ‘c'qr(és y mcnos”

/.~ abundantes.

Los embnoncs que se clasxﬁcaron como . de mala calldad presentaron como caracteristicas . -

specxﬁcas blastomeros mal delxmnados fagocuosxs muy evxdente llcgando as desaparecer la membrana

; nuelear Grandes canudadcs de vestculas hpxdlcas y hsosomales las mllocondnas no -se observaron bien

7 fdcﬁmdas y casn no se cncontraron mxcrovellosndadcs (Hyucl c( 'alt 1986; Ch'lrtram y Picard 1988;

: Shamsudm y Ridrigqé' VM?‘,“,i“,G;ZiI 197;9.4).;,
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Entre las observaciones en fresco y las evaluaciones de microscopfa electrénica se encontraron
algunas diferencias, sobre todo con respecto 4 los embriones de buena calidad, ya que con la primera habia
-16 embriones (45.7%) y en la segunda téchica solo 9 (25.7%) por lo que hay una diferencia del 56.2% y
los de mala calidad teniendo en la observacién en microscopia de luz 11 (31.4%) embriones y en la
electronica 15 (42.8%) lo que auimenta en un 26.6% la camidad de embriones en esta clasificéqién (cuadro
8).:Esto puedé exp]icarse}'debido ala diﬁcul(ad que implica una évaluapién en fresco, ya qué la resolucion
i;o permite vdivstinguir 'l_nuchas estr‘uctﬁras que podrian :proporcioha"rkuna informacic’m valiosa, édexnés' el
yérre:dict'o“'dréplendev Vtot‘almemerde' la experiencia del observador,chor_n-/rirt‘iéndose en algo subjetivo. Los  )
- i ;esiilladOS encdntrados efl este e;studior en cuarﬁo ala vobservaciévn: de' Ibs’ embriones en fresc'o‘ concuerdan
con cl estudxo reahzado por Farm etal. alv (1995), en el cual varios evaluadores que clas1ﬁcaron embrloneé de' '
‘buena cahdad solo comcndxeron en el 79 7% de los dlagnostlcos en los de calxdad regular un 66 3% v en
o los de mala ‘calidad un 76% Estando de acuerdo en un 100% de los casos de los embrlones que estaban

lotalmeme degenerados concluyendose que las diferencias encontradas fueron ocasionadas por los crnenos v

C Vde'cada uno de los evaluadores. ,

. En el presente estudio, también se encontré que algunos embriones, considerados:malos por medio -

de 1a observacién en fresco, se clasificaron como regulares por la microscopia electronica, por lo que puede - - -

: 'especu]arse que este tipo de -embriones, son capaces de desarroliarse y -llevar una gestacién a.férmino.
1,T ambién, existicron embriones clasificados como buenos en la cvaluacién en fresco, que posteriornient'e c’il .
Vla evaluacnon por mlcroscopla electrnica se catalogaron como malos 0 regularcs por_lo que cuando éste

s upo de embnones se (ransﬁcren dlsmmuyen notablemcnte sus opor(umdades de gestar (cuadros 7 y 8); algo

o parecuio encontraron Chartram y Plcard (1988) cuando evaluaron el numero de gestacxones de acuerdo a

o ,la cahdad de los embnones reportando tasas de prenez de 3l % en los embrlones conslderados malos yel

;37% de los embrlones consndcrados como buenos no sobrev1v1eron Estas mlsm'ls obaervacnoncs fueron

3 icxpues(ds por Elsdcn etal. al (1978) qutenes encontraron quc los embrlones calificados como malos por

socop;a de luz luweron un 12% de gestacxén cuando se transﬁneron lo que md|ca que a veces habrd

;-embrlones que a pesar dc tener pocas probabxhdaes de producnr una geslacmn lo (.onsnguen y. aquellos que




aparentemente tendrian todas las caracteristicas para hacerlo no se desarrollan.

Aun asf, a pesar de que la evaluacién por medio de microscopio estereoscdpico, en este estudio, fue

subjetivo ya que depende exclusivamente de la habilidad del evaluador, la microscopia electronica no puede
su‘st'i‘tu'i,rla debido a que para hacer la obser\}acjén del embrion es necesario cortarlo, por lo que se necesita
.de algin estudio concluyente para afirmar la hipotesis de que- habré diferencias entre las evaluaciones ya

que se necesitaria de un estudio mietabélico para afirmar esto.




7. CONCLUSIONES

En el presente estudio, se: puede asumir que la evaluacién de los embriones por medio de la

microscopia estereoscdpica, fue subjetiva, ya que muchos embriones que se estan calificando de calidad
- algunos embriones con una morfologfa externa buena, ultra estructuralmente ya se encuentran en etapa de

-~ degeneracion.

_'!émybrio.nes, y por lo-tanto para tener una evaluacién més especifica se requicre de una técnica.para medir

~~los parémetros metabélicos, 1o que indicaria con exactitud si hay diferencias entre las evaluaciones.

" que permite una mayor visualizacion necesita de fijar y cortar los embriones, siendo una técnica invasiva.

g 'riegularvpodrian tener ,capa_éidad de lograra una gestacion y son excluidos de la transferencia: También, que -

‘La ‘micrOSCQpia.electf(‘)nica_no buede ser ‘concluyente ‘para determinar el estado’ mietabolico. de los °

/ La manera mds precisa para evaluar la viabilidad del embrién, es por medio de los porcentajes déf.

"geétaéién,r aunque estas comparaciones no son posibles debido a que la.microscopia électr()nica a pesar de
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 Malgs O Totalde abservac

ﬁueem Ru,umm
11(31.4%)  8(22.8%) - 35

Y 16‘(45.7%)

1 10(28.5%) 17 (48.5%)" -8 (22.8%) 35
9'(2_5,.7%) ’.15('42.8%) 11G314%) 38

Cuadro 5' Nimero embnones clasnficados como buenos, regulares y malos en las
= ‘evaluaciones por mncroscopia &stereoscéplca, mncroscopm de luz y. mlcroscopia‘ :
electrémca : : e : g

vdro 6, Dlstfibuclony cambios en- la clasnficaclon de embriones despues de las =
valuaciones por: mlcroscopia esterenscopica, microscopia de luz y mlcroscopia,
electrémca ' ,




9. CUADROS

FECHA DIA | 7 TRATAMIENTO

- 8-11-99 0 Dos implantes de progesterona e myecc:nén de
L | valerato de estradiol :

15-11-99

7 Foltropin 2ml (20mgq) dos veces al dia
16-11-99 8 Foltrdpihmel (20mg) dos veces al dia
17-11-99 | 9 Foltropin 1ml (10mg) dos Veces al dia -

BRI . __| Prostaglandina F2a (pm]-

| 181199 | 10 | Foliropin 0.8mi (8mg) dos veces ‘al dia
.| . | Prostaglandina F2a (am)

o L refiro de- mplom‘es L

19-12-99 | 11 | Deteccién de vacas encelo

‘ I | IA12y 24 horas después de defectcdo el celo

20-12-99 | 12 -| Deteccién de vacas en celo ‘ A

o DL P IA 12 y 24 horas después de de'rec'rado el celo*

-~ | 25-12-99 -| 17 | Recoleccién embrionaria -
1 26-12-99 |- 18 - | Recoleccién embrionaria ,

.. = “Cuadro 1. Tratamiento superovulatorlo utilizado en los ammal&s para reallzar'
SR la recoleccldn emrbionaria A :

THEMPO. - L NEMEPRO DE ('lf‘ll_!.;\!\,
" 3648horasde |  2céllas
~iniciado el estro . ‘ L
~Dia3 -} 4 a8 células
'Dic;4j R 8a 16 células |
 Dia4as ' Mérulo temprana (mayor a 16 células) .
T Dlasaé " Méruia madura (32 a 64 céluias)
| “Diaéa7 , Blas'rocm‘o femprono (160 células)
| "':Dio 7a 8 | Blcsfocnsfo mcduro (oprox 200 célulos)
: ",Dna 8a9% : BIostoc;sio en eclos:on (moyor de 200 célulcs)

= Cuadro 2. Desarrollo de los embriones después de inciado el estro segt’m Lmdner
'y Wright, 1083 ‘ , .




42 - - 1 1
2 8 3 5 16
4 - 3 - 3
3 3 1 - 4
30 . 1 2 3
9 2 1 1 4
8 - 1 1 2 -

“Cuadro 3.- Numero de‘em_bribnw por vaca, recoleciados y clasificados como
buenos regulares y malos por microscopia estereoscépica al momento del lavado

- 3
1 1
2 6
4 12
- 3
1 1
2. 3.
1 .

[ 1
1 431.4%0) ¥ (HR0%G

‘Cuadro 4. _E&giﬁﬁciég dé los ¢inbrioxm por vaca, en buenoé regulares y malos, después de las evaluaciones
in fresco por microscopia estereoscopica, microscopia de luz, y por microscopfa electrénica
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Observacion en
microscopio
estereoscépico

Observacién
microscopio 4§
‘de luz E

V'E:V?Vz"{;r,dbééi'vacién e
- microscopia
- electrénica Y

Cuadro 7. Camblos enlas claslﬂcadones de buenos regulares y malos, al ir pasando de las
obsewadonesdemlcrosoopiaestereomplca microscop(adeluz, mlawoopiaelechﬁnla
Buenos R= Regulares M- Malos ,

= B




Observacién Observacion Nomero
microscopia microscopin embriones
estereosclpica deluz
Ruenos . Regulares P g 70%
Regulares wonened Malog e 1 10%
; Regulares -3 Buenos w1 10% "
Malos " aeeennp Regulares . 1. 10%
ki Buenos 3 Malos _....? 0 0%
10 28%*
' Observacién - Observacién Némero
_ microscopm . ; microscopia . - embriones
deluz - electrbnica S
1 Buenos = ——}  Regulares =P 3 250%
" Regulares sy Malos . cie) 5 41.6%
el -Regulares rnemesoney - BUENOS i 2 16.6%
o Malost ey "Regulares RN 2 16.6%
~BUENOS e} Malos e 0.0%
12 34%*
" Observacién - Observacién. Nimero
" microscopia - . microscopia embriones
estercoscéplca ) ‘electrénica . o
, .Buen‘os ERIEREY  Regulares =3 6 322% FEY
- Regulares w——=p = Malos ey 317407 C PN SRR
~Regulares  cooew} BueNOS ey 2 1L7%
~ Malos ey Regulares 3 3. 17.6% i R
~Buenos - ooy Malos’ [ 3 17.6% .. C S [
: : 17 48.5%~
A Cuadro 8. Movimiento y porcentaje de los embriones que cambiaron de :
" clasificacion despues de cada observacion
i *Porcentaje que tuvo cambms enla clasxﬁcac:on tomando en cucma el total de
o '}Jos 35 emrbtones .




, _'ﬂGunA i , -
‘f7d397(98 40%)= Se obsewon blostémeros con grondes cantidades de vesiculas
. balncas (hososmos) _
_]Zp— Zonu peluclda B= Blmstémeros I.- I.Isosomas




‘
1
H

“FIGURA 2 .
8d400 (2R, 60x) = Blastomeros separudos enire si, con. muchos detntus celulums.

Zp- Zona Pelicida B= Blosiomeros




FIGURA 8
6d397 {3M, 40x sin filtro) = Se observan los blastémeros con espacios de color sélido

{citoplasma) sin estructuras visibles. También se distinguen dentro de estos vesiculas
pequefias y blancas {lisosomas) en gran cantidad
-Ip= Iona Pellcida B= Blastémeros L= Lisosomas

P R

G




' FIGURA 4 ' ’ : L
214400 (2m, 40x con filtro)= El embiidn tiene una forma iregular, dantro i
se observan gbundantes granulos que son posibles demtus celulares. No f'

sa distinguen los blastémeros.

Ip= Zona PelUcida




FIGURA §
3d397(3R, 40x sin fillro)= En los blastomeros se observan zonas de color sélido
-(citoplasma) sin estructuras aparentes, ain asi los blastdémeros estan definidos
- Ip= Zona pelicida B= Biastémeros '




FIGURAG :
- 4d397 (?M, 4%x con filtro)= Se observan algunos detritus celulares en el
~aspacio previtelino y dentro de los blastémaeros se distinguen pequefias
- vesfculas blancas (lisosomas), sobre todo alrededor de los nicleos.
Ip= Zona Peliicida B= Blasiémeros L= Lisosomas




. FIGURA 7
84397 (98, 40x con filiro) = Los blastomeros se observan blen definidos y

se distinguen los nicleos de casi todos.
Ip= Iona Pellcida B= Blastémeros




FIGURAS®. .

- 5d397 (B8R, 40x con fitlro) = Los blastémeros se observan bien definidos y
se distinguen los nicleos de casitodos..
Zp= Zona Pelicida B= Blastémeros




FIGURA 9

8d397 (HM3307, 2500X)= Los blastémeros astén bisn delimitados, sus
nucleos tienen la cromatina densa y bien ‘localizodo. Se pueden
observar las mitocondrias de forma circular cerca del nicleo. Se
observan vesiculas tipidicas y alguno que ofro lisosoma, Las
microellosidades son abundantes. ;

EPV= Espacio Previteling . MIC= Microveliosidades ‘N= Nicleo Cr=
Cromatina Lps.Vesicua lipidica L= Usosomas M= Mifocondrdas
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FIGURA 10
8d397 (HM330?, 2500X)= Se observan fres blastémeros bien definidos,
con algunas vesiculas lipidicas pero no abundantes. Estos estan bien
unidos sntre s

B= Blastémero N» Nicleo Cre Cromatina Lip= Vesicula lipidica L=

e, Ao Miamanddn.




D= Desmesoma R= Ribosomas Lip= Vesicula Hipidica (= lisosomas M=

Miocondras
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FIGURA 12
-1d397(HM3380X20K)= Cortées sagitales y longitudinales de las
microvellocidades de un embrién de buena calidad.
EPVsEspacio Previtelino MIC= Microvellocidades



FIGURA 13

cuboidal pueden ser debido a que elias tamblén se dividen al momento en que una
célula se esta reproduciendo. Estrechamente asociodos se pusden observar los

14397 (HM3377, x12k)= Diferentes formas de mitocondrias, aquelias de forma
ribosomas o poli nbosomas

M= Milocondrias R= Ribosomas L= Lisosomas




HGURA 14
. 4d397 (HM3325, 2500X)= Esta imagen as confinuacién de lo anterior.
Obsérvese como se tiene un blostémero sin niicleo, con abundantes
lisosomas ( casi un fagosoma) y esta rodeado de blastémeros
aparentemente en buanas condiciones.
F= Fagosoma Ns Nicleo Lin= Vesicula linidica
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FIGURA 15

4437 (hn3327, 2500x)* Muchos de los blastdmeros aun estan an buan
astado. oun que aumenta la cantidad y 8l tamaio de las vesiculos
lipidicas y de los lisosomes. Se obsetvan defritus celulares.

EPV= Espacio Previtelino - MIC= Microvellosidades N= NGciso Cr=
Cromatina Lip= Vasfeula finidica (= Lisosomas Deds Dahihie calilas




FIGURA 15
44397 (hm3327, 2500x)= Muchos de los biastdmeros aun estan en buen
estado, oun que aumenta la canfidad y el tamafio de las vesiculos
lipfdicas y de log lisosomas. Se observan detritus celulares.

EPVE Espacio Previtelind MIC= Microvellosidades Nx NGeleo Cr=
Cromadlina Lp= Vasfcula lipidica L= Lisosomas Deds Dehitie cahilras




FIGURA 14
$d397 (HM3343, 2500x)e Obsérvase como el nicieo empieza a perder sy

membrana por acelén de los lisosomas (fla b,
N= Niclao L= Litosomas M= Mitocondros




REGULARES.
FIGURAS 17 o . .

97 (Hm3324, x2500)= Aunque los blastormeros se observan bien
definidos hay un'aumento de los lisosomas y defritus celulares. Las
microvellosidades son menos densas. Se puede observar que se
empieza a perder ias membranas celulares que los dividen {fiecha)
EPV= Espacio Previtelino - MICa Microveliosidades N= Nicleo Cr=
Cromatina -Lips Vesicula lipidica L= Lisosomas: Det= Defritus celulares




FIGURA 18

‘4di397 (HM330, 5000x)= Se observa un nicleo bien definido, pero se

detecta un aumento en los lisosomas

EPVz Erpacio Previtelino  MIC= Microvetiosidodes Ns= Nicleo Cr=
' Cromatina . L= Lisosomas M= Milocondras AG= Aparaio de Golgi




1 HGURA1S. - L

“ 1. 7377 (HM3373, 4000X)= Claramente se puede ver como se inicia una
fagocitosls. Ademds se observan diferantes fagosomas en varios grados
de digestion. - e
., F5=Fagotiiosis .F=Fagosoma.




FIGURA 20 ,

7E937 (HM3391, 2500X)= Se aprecian varios blastémeros que en su
interior tienen ofros blasiomeros {fagosomas) en diferentes grados de
digestion. '

N= Nicleo L= lisosomas F= fagosoma
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FIGURA 22 .

7D397( HM3302,2500x) =Se tiene una gran masa de lisosomas con )
algunas mitocondrias y vessicutas lipidicas. &l niclec qun estd en buenas
condiciones.. - : )

EPVa Espacio Previtelino MIC= Microvellosidades N= Nicles Lip=
‘Nesfeula lipfdica i= Lisosomas M=Mitocondrias. '




FIGURA 23
7d397(HM3301,2500X)=Se observa parte de tres blastomeros (1.2 v 3).
En el blastémero N°2, la mayor parte del citoplasma esté ocupado por
abundantes lisosomas

L=Lisosomas MIC=Microvellosidades
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FIGURA 24 .
7d397 (MM 3299, 2500X)= Se pueden observar 2 nicleos pero no hay ya

membrana citoplasmdtica entre elics. Obsérvese el gran espacio sin

“estricturas v los pocas microveliosidades en la periferia.

EPV= Espacio Previtelino: MIC= Microvellosidades N= Nicleo L= e -
Lisosomas M= Mitocondras Citz Cltoplasma E
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