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1) RESUMEN"

Una de las etapas esenciales en el estudio del desarrollo
de los mamiferos in vitro es la de establecer una técnica,
adecuada para el cultivo embrionario fuera del organismo

materno.

El propdésito del presente trabajo fué la de comparar di-
versos medios de cultivo para poder determinar cual o cua-
les son los més apropiados para el desarrollo en el labora-
torio de los embriones de rata Wistar en la etapa de 8 célu-
las, ya que el cultivo de las dltimas etapas de la preimplan
tacién embrionaria es indispensable para los estudios de
transferencia y manipulacién de embriones.

Los medios estudiados son: a) Ligquido uterino (LU), b) Sue-
ro de rata (SR), c) Medio basal de Eagle modificado (MEE),
d) Medio basal de Eagle modificado y suplementado (MBES),
e) Solucidn salina con base en Larle modificada (SSE) Y

£) Solugién‘salina con base en Earle modificada y suplemen-—

tada (SSES).

Fueron cultivados un total de cincuenta embriones en la eta-
pa de 8 células en cada uno de los medios escogidos. En el
transcurso de 24 horas de cultivo, los embriones se desarro-
llaron en blastocistos, obteniéndose los siguientes resulta-
dos: LU, O %; SR, O %; MBE, 73.7 %; MBES, 61.7 %; SSE, 0 % .
y SSES, 64.3 %.

De lo anterior se deduce que solamente una solucidn salina
fisiolbgica puede ser utilizada como medio de cultivo para



los embriones de rata, siempre y cuando se encuentre con-
venientemente suplementada con los nutrientes apropiados.



II1) INTRODUCCION

il cultivo de los embriones de mamifero fuera del ambiente
materho durante las etapas de preimplantacidn, constituye
una herramienta muy importante para conocer los factores ne
cesarios del desarrollo embrionario,

Alrededor de los dltimos cincuenta afios se han logrado gran
des avances en esta 4rea, gracias a los conocimientos esta-
blecidos ya en las técnicas de cultivo de tejidos; sin embar
£O, no se han obtenido grandes logros en el cultivo y desa-
rrollo en el laboratorio de los embriones de muchas especies
de mamiferos, ya que los embriones son mucho més sensibles
a las variaciones del medio que cualquier otro tipo de linea

celular (35).

4) Desarrollo Embrionario.

liomentos después de que la fecundacién del ovocito se lleva
& cabo a la altura del primer tercio del oviducto, el em-
brién comienza a descender hacia la regién uterina. Durante
este trayecto el embrién sufre una serie de divisiones mi-
téticas 1llamadas segmentaciones, las cuales son relativamen
te lentas y dan progresivamente como resultado células lla-

madas blastdmeros de menor tamaiio (28).

t

Jas células o blastémeros que conforman a un embrién, con-
forme se van dividiendo no incrementan su volumen citoplas-
matico que es lo que generalmente se observa en otras estir

pes.,



Un aspecto importante de esta reduccibn citoplasmética,

es el hecho de que la relacién nucleo-citoplasma va de pe-
quefia a normal lo cual es importante para la regulacién de
la actividad genética del embrién (12).

Las divisiones celulares en el embridn suelen ser sincréni-
cas por lo menos hasta el estadio de 8 células, a partir del
cual es posible encontrar en el interior de la zona pellcida

cualquier ndmero de blastémeros (20). |

Al principio del desarrollo embrionario, los blastdémeros po
seen una forma esférica o redondeada cubierta por la zona
pelicida, la cuél es una membrana que cubre y protege al em
brién. Sin embargo conforme va aumentando el nimero de celu
las, estas van adquiriendo una nueva apariencia, como resul
tado de la compactacidén que ee comienza a desarrollar. Este
proceso es independiente de la presién que ejerce la zona
pelicida sobre todo el embrién (20).

Algunos autores consideran que el estadio de morila, es cuan
do el embrién posee en su interior aproximadamente unas 32
células o més, sin observarsele aln ninguna cavidad o espacio
en su interior. Sin embargo en la mayorfa de las especies

es dificil cuantificar la cantidad de células que conforman

a un embrién después de la etapa de 8 células, mas aun, en
egpecies que desarrollan blastocistos pequefios, como es el
caso del rétén, rata y hamster, se ha observado que el inicio
de la cavidad o espacio blastocélico comienza a desarrollar
sc en embriones que poseen menos de 16 células; por lo que

es més conveniente denominar al estado de mérula como aquella



ctapa en que un embrién posee mis de 8 células sin contener
en su interior espacio alguno (12 20 29).

1) Tormacién de Blastocisto.

Cuando la segmentacién del embrién da comienzo, existe un
espacio pequefio entre la zona pellicida y el embribn el cuél
se denomina espacio perivitelino., Durénte las primeras o

més divisiones cualquier espacio que se desarrolle entre los
tlastémeros pasa al espacio anterior. Lo es sino hasta que
una pequeila abertura comienza a delimitarse en el interior
del embridn cuando se considera que la formacidn de la eta-
pa de blastocisto se ha iniciado (12).

La delimitacién de la cavidad o espacio en el interior del
embrién se denomina blastocele y, ésta va acompafiada con la
formacién de uniones o enlaces intercelulares, 1o que trae
como consecuencia un aumgntd en la compactacién celular.

Los primeros signos de compactacién entre las células del
embrién se presentan durante la etapa de 8 células en el em
brién de rata, sin embargo, en la mayoria de los demds mamf
feros, el estadio de blastocisto temprano se desarrolla
cuando en embribn posee una mayor cantidad de células (12).

¥ixisten diversas opiniones con respecto al proceso de forma
cién del espacio blastocélico, Tarkowski y Wroblewska (30)
escriben que la secrecién del 1lfquido blastocélico parece
ser una actividad citoplasmética de la célula que ésta de-



carrolla después de un cierto perfodo definido de tiempo y,
es ademds independiente del ndmero de divisiones celulares.

Otros autores parecen estar de acuerdo con la idea anterior,
como por ejemplo Dicibella y Anderson (15) quienes opinan
que la formacidén del blastocele parece ser un evento progra
mado en el tiempo y no en el nilmero celular que compone al

embrién.,

Sranholm y Brenner (17) sugieren que en la regulacién de los
procesos morfogenéticos embrionarios en el ratén, la crono-
log{a parece ser més importante que el ndmero celular.

Con la formacién del blastocisto se presenta el primer sig-
no de diferenciacidén celular en el embrién, distinguiéndose
de esta manera dos.tipos celulares diferentes: las células
de .la masa celular interna y las células del trofoblasto.

Copp (14) hace una distincién en las células trofoblésticas
ya que las divide en polares y murales. Las primeras son
aguellas que se encuentran sobre las células de la masa ce-
lular interna y las segundas son las que se localizan rodean
do al espacio blastocélico.

Las divisiones celulares en el interior del blastocisto no
son sincrénicas, ya que las células del trofoblasto se ca-'
racterizan por poseer un indice mitético més elevado que
las células de la masa celular interna. De esta manera un
embrién de ratdén que posea por ejemplo 32 células, sélo 3 6
4 pertenecerén a la masa celular interna y el resto a las



células del trofoblasto (12).

En los marsupiales existe una excepcidn al arreglo celular
anterior, ya que los embriones no poseen masa celular inter
na, probablemente las células embrionarias se encuentran

formando parte de una capa celular que no se puede distin-
puir de las células trofoblésticas sino hasta una etapa muy

avanzada (20).

Una caracteristica muy importante que se presenta con la
formacidn de la cavidad del blastpncisto, es la facultad del
embrién de acumular liquidos en su interior. Analizando la
composicién de estos liquidos, Borland y col. (3) han encon
trado la presencia de diversos iones como son: Na, Cl, K,
Ca, Mg, Sy P.

El proceso de acumulacién de sustancias en el embribn, pro-
bablemente se desarrolla al mismo tiempo en que se diferent’
cfan las células de la masa celular interna de las trofo-
blésticas, ademés, este proceso podfia ser asociado con el
fenémeno de diferenciacién celular (25), aunque esto dltimo

no na sido demostrado.

La capacidad del embridn en acumular l{quidos en su interior
se encuentra asociada principalmente a dos funciones o pro-
cesos celulares, la permeabilidad selectiva y el transpor-

te de sustancias (3).

Una vez gque se haya terminado el proceso de formacién del



blastocele, el embribn se "libera" de la zona peliicida y da
inicio a la etapa de implantacién en el epitelio uterino.
1 tiempo aproximado que dura la gestacibn en ratas es de
21 dfas.

B) Cultivo de Embriones en el Laboratorio.

El cultivo de embriones de mamifero en el laboratorio ha po
dido llevarse a cabo por lapsos cortos, esto es, los embrio
nes s6lo se desarrollan unas cuantas etapas de manera conti

nua fuera del ambiente materno (26).

ksta limitacién probablemente refleja el hecho de que el em
brién es en general y por definicién un sistema cambiante,
el cual es dependiente de manera particular de su medio am-
biente y por lo tanto, sus caracteristicas metabdlicas as{
como sus requerimientos exdégenos van a estar de manera inva
riable modificéndose continuamente.

As{, tomando en cuenta lo anterior, un medio de cultivo ela
borado para embriones debe de suministrar por lo menos algu
nos de los requerimientos nutricionales para una etapa de-
terminada, as{ como deben ser estos compatibles con los si-
guientes estadios embrionarios (26).

Hamond (21) logré desarrollar embriones de ratén de la eta-
pa de 8 células hasta la de blastocisto, empleando como me-
dio de cultivo una combinacién de clara y yema de huevo con



sales inorgénicas.

M&s recientemente Mintz (26) cultivé embriones de ratén de
2 células y éstos se desarrollaron hasta blastocistos utili
zando como medio de cultivo una mezcla de suero fetal de
ternera y solucién salina balanceada. E1 pH del medio fué
ajustado con una atmésfera de biéxido de carbono y aire.

Fl primer medio de cultivo definido elaborado para el desa~-
rrollo in vitro de embriones de mam{fero fué disefiado por
Whitten en 1956 (32), y con el cual se pudo lograr el cre-
cimiento de embriones de 8 células de ratbén., Posteriormente
McLaren y Biggers (24) utilizando los embriones desarrolla-
dos con el medio anterior los transfirieron a hembras recep
toras logrando el nacimiento de crias normales.,

1) Composicién Iénica.

En estudios realizados por diversos autores (18 3%1) se ha
observado que no existe un desarrollo embrionario in vitro
cuando el ién bicarbonato se vé omitido del medio de culti-
vo. As{ mismo, los embriones de ratén se desarrollan un po-
co cuando el medio en gue se encuentran no estid amortigua-
do por el sistema bicarbonato - CO2 (6 11).

Recientemente se ha encontrado la incorporacién de carbén a
partir de bidxido de carbono radiactivo y bicarbonato en to
das las etapas de la preimplantacién embrionaria (18 3%1),
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lo cudl permite inferir que parte del biéxido de carbono es
fijado por medio de la combinacién con el piruvato para, de

esta manera, producir oxaloacetato.

Sin embargo, lo anterior no significa que sea la funcién |,
més importante del bidxido de carbono, ya que se ha visto
que los medios de cultivo que contengan oxaloacetato y no
bibéxido de carbono no permiten el desarrollo embrionario

(35).

La presencia de una alta concentracién de bicarbonato y
bibxido de carbono a lo largo del oviducto y del dtero de
la hembra, as{ como también en el liguido blastocélico del
embridn, puede considerarse como una prueba de la importan-
cia del biéxido de carbono para el desarrollo embrionario

(35).

E1l ién hidrbgeno es uno de los més iﬁportantes en el medio
de cultivo, y su concentracibén se encuentra regulada en to-
das aquellas soluclones gue posean bicarbonato, por medio de
la interaccibn entre los niveles de bibxido de carbono at-
mosférico y la concentracién del hicarbonato del medio.

whitten (32) ha desarrollado embriones de ratén de 8 célu-
las dentro de una gama de pH de 6.9 a 7.7, as{ mismo,
Brinster (6) obtuvo el crecimiento de embriones de 2 célu~
las en la gama de pH de 5.87 a 7.78.

Es dificil determinar el efecto de la concentracién de los
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iones hidrégeno sobre el desarrollo embrionario debido a su
dependencia con las fuentes de energfa presentes en el me-
dio (6 7). 8in embargo un medio con un pH de 7.2 a 7.4 y su
plementado con la concentracidén adecuada de energia, puede
ser utilizado de manera rutinaria para el cultivo de embrio
nes de mamifero en el laboratorio (5 8).

2) Requerimientos Energéticos.

Los requerimientos energéticos de los embriones de mamf{fe-
ro cultivados in vitro han sido ampliamente estudiados por

diversos autores (2 4 22 24),

Se ha encontrado que para cada una de las etapas del desa-
rrollo embrionario se necesitan diversas fuentes especifi-

cas de energfa.

De esta manera el desarrollo in vitro de embriones de una
célula sblo es permitido cuando el medio de cultivo se ve
enriquecido ya sea con oxaloacetato o con piruvato (9), pa-
ra el progreso de los embriones de 2 células el medio debe
de encontrarse suplementado con lactato, oxaloacetato, piru
vato o fosfofenolpiruvato (7 8).

Los estudios sobre desarrollo embrionario después del esta-
dio de 8 células, han revelado que los embriones pueden me-
tabolizar ademAs de los compuestos arriba mencionados gluco
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58, £-Cetoglutarato y malato.

A pesar de la gran importancia del piruvato como principal
fuente de energia para el embrién durante sus primeros tres
dfas de desarrollo, la glucosa ha sido considerada como un
sustrato clave. Inicialmente existe una pequefia oxidacidn
de la glucosa en piruvato en los embriones de ratén, la
cuédl se ve ligeramente incrementada en los de conejo. Sin
embargo, conforme las divisiones celulares en el embridn
van progresando, la utilizacidén de la glucosa se va incre-
mentando de una manera importante hasta llegar el momento de
la implantacidn, cuando el consumo de este azdcar es de i-
gual medida que la del piruvato (9 10).

3) Requerimientos Protéicos.

La mayorfia de las células animales requieren de la presen-
cia de proteinas en el medio de cultivo, las cuales son ge-
neralmente suministradas por la adicién de un suero ya sea
completo o dializado (36).

El sueroc es una mezcla compleja de muchos compuestos, los
cuales se encuentran ain pobremente caracterizados, ademés
las concentraciones de algunos de sus componentes varian

.

enormemente entre las diversas fracciones del mismo suero

(1).

Una de las principales funciones del suero es la de proveer
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cierto tipo de hormonas las cuales van a estimular el cre-
cimiento celular. De esta manera es posible sustituir es-
tas funciones por medio de la adicidn de ciertas hormonas

adecuadas.

Otra de las caracteristicas del suero es la de proveer si-
tios protéicos de unidn los cuales reconocen tanto a vi-
taminas, lipidos y algunas hormonas. Estos sitios pueden
estabilizar y modular la accidn de algunas sustancias a
las cuales se unen y en algunos casos pueden ademds actuar

desintoxicando el medio captando iones metdlicos.

Cuzndo el suero se omite de un medio de cultivo, se deben
encontrar substitutos para todas las funciones importantes

enteriormente mencionadas (1).

Fishel (16) ha encontrado un incremento en la incorpora-
cidén de la uridina tritiada en embriones de 8 células de
raton cultivados en presencia de suero fetal de ternera,
este incremento se presenta en el momento en que existen

¢rundes cambios morfoldgicos dentro del embridn.

£l significado déiiincremento de la sintesis de ARN en el

blastocistd»temprand cuando es cultivado en presencia de
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suero, podria asociarse con los cainbios funcionales en los
sisteinas de transporte de membrana asi como con otras pro-
piedades de la superficie celular. isto podria indicar que
los embriones de ratdn en sus etapas tardias de preimplan-
tacidn responden & los factores ambientales y en este ca-

so particular al suero.

Asi mismo, se ha encontrado que la etaba de blastocisto se
ve estimuladz vpor el suero. Este incremento en las resoues
tas embrionarias hacia su medio ambiente vpuede ser una ca-
racteristica importante del control metabdlico del blasto-

cisto al momento de la implantacidn.,

&l suero es indispensable vara el crecimiento de los em-
briones del estadio de bldstula al de blastocisto. De
hecho Konwinski (23) comenta que el suero fetal de bovi-
no es necesario para la diferenciacidén de la masa celular

interna del embridn.

Sin embargo, no ha sido posible obtener el crecimiento y
diferenciacidn del embrién‘bajd ningin medio después de
las 96 horas de cultivo, qué'corresponde a la etapa de
blagtocisto debido. a Que se presenta el momento de la im-

nlantacidn de este en la mucosa uterina (27).



- 15 -

Al empleur el suero de coneja solamente como unico nedio
de cultivo para ecubriones de la misma esvpecie, Purshottam
(27) observd aue estos se desarrollaban bien a vartir del

estado de 8 cédlulas al de blastocisto.

4) Requerimientos Nitrogenados.

Whitten (32) en 1956 encontrd que los embriones de ratdn
vodiun desarrollarse en medios de cultivo definidos, lo
cual indujo a casi todos los estudios posteriores comen-

zaran & emplear este tivo de medios.

3e ha observado que un medio de cultivo compuesto de una
solucidn szlina suplementada con alblmina, vermite el de-
sarrollo de los embriones de ratdn mientras que la solu-

cidén sin suplementar no 1o hace (36).

Whitten (33) encontrd que la glicina es un amninodcido ne-
cesario asi como la glucosa para el desarrollo de los em-

briones de 8 células de ratdn.

fa adicidén de albumina sérica bovina o sus aminodcidos

constituyentes al medio de cultivo son indispensables para



¢l desarrollo de embriones en la etapa de 2 células (7).
sin embargo, Cholewa y Whitten (13) han demostrado que un
embridn de 2 células de ratdn nuede desarrollarse hasta el

estadio de blastocisto en un medio de cultivo que carezca

de cualquier fuente de nitrdgeno.

+0 obstante, cuando a estos embriones cultivados en ausen
cia de fuentes de nitrdgeno se les eliminaba su zona relud
cide previamente al cultivo, el porcentaje de desarrollo

embrionario se veia sumamente reducido, lo cuel hace pen-
sar en la posibilidad de que el embridn obtenga la fuente
de nitrdgeno a partir de su zdéna peldcida, de espermato-

zoides degenerados encontrados en su interior en el espa-~

cio perivitelino, de corpiusculos polares o de algin otro

tipo de resto celular (13).

Actualmente se ha establecido, que las fuentes de nitrd-
geno son necesarias para el desarrollo de embriones de
1 célula (13), sin embargo esto no significa que dichas

tuentes sean indispensables para el resto de las etapas

emorionarias.

#hitten (35) ha observado‘que la adicidn de aminodcidos,

péptidos o albumina sérica bovina a un medio de cultivo
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nue contuviera niveles tdxicos de iones metdlicos ayudaba

al desarrollo embrionario (13 19).

Lo anterior fue confirmado por Bunim (35) cuando con éxi-
to sustituyd el verceno por glicina en el medio de culti-
vo, observando que este aminodcido funcionaba c¢oi0 un aque
lador de iones metdlicos, tales como el cobre y el.zinc,

los cuales son tdxicos para el desarrollo embrionario.

Gwatkin (13) comenta gue los aminodcidos regueridos para
el desarrollo de los embriones tanto de conejo como de
hamster son una necesidad real de nutricidn de estos y no
para una simple guelacidn de iones metdlicos del medio,
aunoue esta Ultime funcidn obviamente favorece al desarro

Llo de los embriones.

Parece no existir una relacidn entre los aminodcidos esen
ciales para Los cultivos de células y los aminodcidos esen
ciales para el desarrollo de los embriones de ratdn de 2

células, excepto para el caso del aminoZcido cistina (7).



ITI) WATERIALHS Y WuTODOS
4) Obtencidn de Embriones.

Los embriones utilizados son de rata VWistar y el estadio
embrionario aque se probd con Los diversos medios de cul-
tivo fue el de 8 cé€luias, el cual se obtiene en el cuarto
aiz de embarazo del animal, considerando como dia uno el

afie de la deteccidn del tapdn vaginal.

Para la obtencidn de los embriones se procedid de la si-
guiente manera.,Se‘sacrifica el animnal por medio de una
dilecacién ¢erica1. Su regidn ventral se esteriliza em
pleando uﬁajéblucién diluida de benzal, psra Disteriormen
te efectuar en esta regidn una incisidén en forma de "V"
coﬁ la finalidad de poner al descubierto completamente el

aparato reproductor.

Se diseca el oﬁiduoto junto con una pegueria porcidn del
dtero y se sumerge en una solucidn salina esteril., Para
la obtencidn de los embriones en el estado de 8 células,
se perfunde el oviducto en su regidén fimbrica utilizando

una aguja del ndumero 27 y pinzas de relojero.

Aproxiicdamente se requiere de 1 a 2 mililitros de medio
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) de solucidn saline pura lograr periundir completumente
ol Srgano. il liguido de perfuwsidn se colecta en vidrios

de reloj pera su posterior ouvservacidn el microscopio.

10108 los embriones colectudos y clasiricados como morfo
LVgicumente noraales se lavan por lo menos una vez en me.

aio fresco auies de ser irwunsferidos al medio de cultivo.

n.s Operaciones de colectay traslado de embriones e rea
silaanl Coni Ui plpeta Fusteur cuyae punta $osse unl diémetro
wyioximado de 150 4, con la finalidad de colectar en mi-
aein0 medio posible junto coxu Ios embriones cuando estos

coll trancsieridos.,

.

B) Medios de Cultivo.

4058 medios de cultivo nue se proharon fueron los siguientes:

a) ufquido uterino (ILU). E1l cual se ohtuvo directamente del

drgano de una heambra embarzzada en el cusrto dia.

n) suero de ratz (SR). El cual se obtuvo a partir de sangre

extraids: del animal por medio de puncidn cardiaca (36).

¢) edio basal de dagle modificado y wnuplemeniado (wlLs),
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Piravueo Qe woado (0.04C go/2t0) v Teniciline (10C

Sl .

w) redio wasul de gagle modificado sin suplemento ().
weGlo bDasal de degle como el deserito en el iuciso
(e) sia supleaneanto sfrico.

¢ ) solucida szlina con hase en Barle modiricada (331).

Ysta solucidn saline ey l2 que conforwma al medio
buszl de Bagle y se le agregd: Glucosa (1 g./1t.),
Bicarwonszto de sodio (0.35 g./1%.), Piruvato de 8o

dio (0.028 g./Llt.) y Penicilina (100 UI/1t.).

£) solucida salina con base en Jarle modificada ¥y suple
mentada (3383). solucidn salina como la descrita en

el inciso (e) suplementade con 20% de suero de rata.

¢) Sistemas de Cultivo.,

Con la finalidad de obtener una uniformidad en las Obseg

vaciones del desarrollo embrionario, los embriones siem-

”~



pre fueron colectados a las 17.00 horas del cuarto dia del

embarazo,
Los sistemas de cultivo empleados fueron:

a) kn micfbgota. Este gsistema es el descrito por Brinster
(4) v consiste basicamente en colocar pequsfias gotas
de medio (de 0.05 a 0.10 ml.) sobre una caja de Petri
de vidrio siliconizada previamente y cubiertas con

> aceite de parafina liquida. Este sistema fue utiliza

do para los medios SR y ILU.

b) Tubo Leigkton. Este sistema se empled para los medios
B3, WBE, SSE y SSES. La cantidad de medio que se uti

1iz8 en cada tubo Leighton fue de 1.5 mililitros.
oy . s . s 0 : '
21 cultivo de los embriones se realizo a 37 C en una es-
tufa de temperatura regulada.
D) Desarrollo Embrionario.
En cada trata..iento se colocaron diez embriones, repitien

do cada evento cinco veces., La observacidn del desarrollo

embrionaris se efectud al dfa siguiente al jue fueron cul



tivados.

Al considerar los eustudios realizados anteriormente en el
laboratorio, se ha visto jue 1los embfiones‘de rata de 8
células cultivados in vitro, una vez ‘jue han alcanzado
la ctapa de blastocisto si no son transferidos al lumen
uterino de una hembra receptora, sufren una contraccidn
1o que hace que sean facilmente confundibles con es esta

dio de mdrula.

Sin embargo con base en las observaciones constantes lle
vadas a cabo durante el presente trabajo fue posible dis
cernir entre unua mdérula y un blastocisto contraido, es-
tas caracteristicas son la contraccidn del embridn en el
interior de la zona pelicida y la adquisicidn de formas

alargadas de algunas de sus células de la periferia.
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IV) RESULTADOs Y DISCUSION

Lus resultados del desarrollo de los embriones de rata
en el estadio de 8 célulus se encuentran ilustrados en
las siguientes fotografias, asi como resumidos en la
tabla 1, en donde se inéluyen tanto los porcentajes de
los eubriones que progresaron como los que se contraje-

ron durante el cultivo.

Los medios de cultivo que no permitieron el desarrollo
te los embriones de rata fueron el liquido uterino, el
suero de rata y la solucidn salina con base en darle sin

suplemento sérico. -

De las observaciones .realizadas durante el cultivo, em-

vleando los niedios anteriores, cabe resaltar que los em-
briones cultivados en liquido uterino sufrieron una dege-
neracidén completa, no asi los que se encontraban en SR y

Y

Los embriones cultivados en el medio SR adquirieron una
apariencia granulosa y ocasionalmente alguno llegaba a
formar penuefios espacios en su interior de aspecto varia-

ble.



Tabla 1. Cultivo de embriones de rata Wistar en la etapa

de 8 células bajo diferentes medios de cultivo.

inedio de Cultivo

ot e a ete e —— s s 4 S 4 Lateeet R S 4o e i omaas s 08 n

Liguido Uterino
(LU)

Suero de Rata
(SR)

licdio basal de Eagle
qmodificado
(HBE)

itedio basal de Lagle
modificado y suple-
mentado

(11B2S)

solucidn salina con
base en Barle modi-
ficada

(ss8)

s0lucidn salina con
base en Barle modi-
ficada y suplementa-
da

(3SES)

Porcentaje de

blastocistos
desarrollados Observaciones
0 f Degeneracidn
' embrionaria
!
0 % Granulacidn
! embrionaria
73.7 | Porcentaje mds
! alto logrado
61.7
0 Descompactacidn
parcidl
64.3




FOTOGRAFIA: A)
B)

.O)

Embriones de rata en el estadio de 8 célu-
lag,

Embriones degenerados, después de haber

-gido cultivados en liocuido uterino.

ismbriones de aspecto granuloso después de

su cultivo en suero de rata.

D y'E) Desarrollo embrionario logrado en los

F)

medios: medio basal de Eagle modificado,
medio basal de Bagle modificado~y'suple—
mentado y solucidn salina con base en
Barle modificada y suplementada.
Descompactacidn embrionaria posterior al
cultivo en la solucidn salina cbn base en

Barle modificada.
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los embriones cultivados en SSE. adquirieron un aspecto
de semidescompactacidn celular al principio y posterior-
mente la mayoria tendid hacia la degeneracidn.

105 embriones cultivados en iBE, MB35 y B5E3 lograron en
diferentes porcentajes (73.74, 61.7% y 64.3;5 resvectiva-
nente) el desazrrollo de los embriones de rata de 8 célu-

las al estado de blastocisto.

Los resultados obtenidos en el presente trabajo se anali-

sardn de manera independiente.

A) Cultivo en liquido uterino.

i1 estado de 3 células, 'es la ultima etapa de la preim-
nlantacidn embrionaria oue se localiza en el oviducto

(34 35) del animal, y més especificamente en su porcidn
teruinal o regidn uterotubdrica, ya que el siguiente esta-
dio o blastocisto se desarrollsa cuundo el cmbrisn de &
células comienza a ingrasar el el lwaen ubterino, esto en

¢l caso de blastocistos pegueilos coimo el de la rata (12),

Tonzndo en cuenta lo wnterior, se pensd durante el desa-

vrollo del presente trabajo que el Lijquido uterino de wna
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nembra emvarazeda en el cuarto dia voseria los elementos
necesarios para el desarrolleo y diferenciacidn de wn

embridn de 3 células,

Sin embargo, al observar los resultados de degeneracidn
cmbrionaria obhtenidos en este me@io, gs de suponer gue
las condiciones ambientales entre el liquido tubdrico

y el uterino son muy distintas, por 10 que un exbridn de
8 células al no estar en contacto con las sustancias de
la regidn adecuada es incapazde utilizar los elementos
vresentes en esta, no obétante bara que esto sea posihle
debe el embridn ehéontrarse en la etapa de blastocisto

temprano.

B) Cultivo en suero de rata.

Purshottam y col. (27) reportaron haber logrado un alto
porcentaje de desarrollo embrionario en conejo utilizan~

do uUnicamente como medio de cultivo un suero homdlogo.

en los resultados obtenidos cuzndo se cultivd a los em-
briones de rata en un suero homdlogo, los embriones ad-
quirieron un aspecto granuloso y s0lo ocasionalmente al-

guno llegd a formar un espacio pequefio en su interior y
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de apariencia atipica.

2sto sugiere nue el suero de rata a diferencia del de co-
nejo (27), no poseé todos los eleuwentos apropiados que
vermiten el desarrollo y diferenciacidn de un enmbridn

8 cédlulas.

C) Cultivo en solucidn salina con base en Earle modifi-
cada.
sste medio de cultivo a pesar de que se encuentra enri-

quecido con dos fuéntes importantesrde‘ehgigia[parafel

embridn, como 1o son el piruvatqwgeHSOd ~’la qucosa,

son estas incapaces junto con‘léé éales delfmedio de per-
aitir el desarrollo de los embrlone ; rafa. Mds ain,
los embriones adquieren un aspecto de descomnaota01én

parcial después de un periodo de cult;voren este medio.
istos resultados apoyan a los descritos por willmer (36)

sin embargo son diferentes a los reportados por Cholewa y.

Wuitten (13).

D) Cultivo en solucidn salina con base en Earle modificada .



y suplementada.

#l tomar en cuenta las observa01ones reallz,dab en los
:1edios anteriores, se dbClle combinar la golu01on sali-
na con el suero con la finalidad de formar de esta mane-
ra un solb medio de cultivo suplemen%édo, y asi permitir
~ue los factores de'ambas soluciones que estimulan el
desarrollo embrionario se mezclen y actuen de manera

conjunta.

41 resultado de la combinacidn de la solucidn salina con
¢l suero, fue el desarrollo de los embriones de rata en

¢l estadio de 8 células.
#) Cultivo en solucidn o medio de sasgle modificado y en
uito suplementado.

al utilizar los medios uBE y JIBES para el cultivo de los

abriones de rata, se observd que awbos poseian la capaci-

Q@

lnd de permitir el desarrollo de cstos,

o~

v pesar de gque el medio MEE carece de los elementos géri-

cos, logrd el mds alto porcentaje (73.7%) en el desarrollo

de los embriones de rata, a pesar de que Xonwinski y col.
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(23) reportan gue el sUero esfindispensable vara la di-
ferenciacidn de la nasa celuiarkihterna del blastocisto.
sunado a 1o anteribr, gste medio se encuentra enriqueci-
do wdemds de las fuentes de energia, piruvato y glucosa,
00T une gran variedad de aminodcidos y vitasinas las cua-
Les en conjunto han permitido el desarrollo de los ei-
.riones, sustos resultados concuerdan <con los obtenidos
or Brinster (7), Gholewa y wWaitten (13), Guwaikin y Eai-

ari (19) y Waittinghaa (35).

we diferencia en el porceataje encontrado entre los me-
Jlos WBaEs y WiBs, 6L.THA y T3.7. respectivamente, puede ser
¢xnlicadsa vpor el heécho de que el suero al ser un compues-
to no muy bién caracterizado (1) puede contener de igual
.enera elementos que permitan el desarrollo de los embrio
nes asi cowo otros que limiten tal proceso, de esta mane-
ra, el medio MHE - al no poseer ningun factor sérico no
cuenta con elementos que puedan pddificar ni positiva.o

rogutivanente la wccidn de sus propios componentes.,



V) CONCLUSIONES

De los reéultados”ODtenidos en el presente trabajo se

puede concluir:

1) Que solamente una solucidn salina fisioldgica puede
ser utilizada como medio de cuLtivo para embriones
de rata, siempre y cuando se encuentre conveniente-
mente suplementada con los nutrientes apropiados,

i 4

2) "ue tanto el liquido uterino como el suero de rata

al serx utilizados como medios de cultivo, impiden el

desarrollo in vitro de los embriones de rata.

3) "ue la incorporacidén de aminodcidos o suero a una so
lucidn salina fisioldgica permite el desarrollo en

el laboratorio de los embriones de rata.

Los conocimientos que se adquieran con los métodos de
cultivo de embriones en el laboratorio, asi como con los
ya existentes en las téenicas de micromanipulacidn, serd
posible controlar y dirigir los procesos del desarrollo

embrionario, .
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