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I) RESUMEN' 

Jna de las etapas esenciales en el estudio del desarrollo 
de los mamíferos in vitre es la de establecer una técnica, 
adecuada para el cultivo embrionario fuera del organismo 
materno. 

El prop6sito del presente trabajo fué la de comparar di­
versos medios de cultivo para poder determinar cual o cua­
les son los más 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 ~ltimas etapas de la preimplag 
taci6n embrionaria es indispensable para los estUdios de 

transferencia y manipulaci6n de embriones. 

Los medios estudiados son: a) Líquido uterino (LU), b) Sue­
ro de rata (SR), e) Medio basal de Eagle modificado (MEE), 
d) Medio basal de Eaele modificado y suplementado (MBES), 
e) Soluci6n salina con base en Earle modificada (SSE) y, 

f) Soluci6n 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 96; SR, O%; MEE, 73.7 %; MEES, 61.7 %; SSE, O%. 
y SSES, 64.3 %. 

De lo anterior se deduce que solamente una soluci6n salina 
fisio16gica puede ser utilizada como medio de cultivo para 
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los embriones de rata, siempre y cuando se encuentre con­
venientemente suplementada con los nutrientes apropiados, 
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II) INTRODUCCION 

i·;l cultivo de los embriones de mamífero fuera del ambiente 
materho durante las etapas de preimplantaci6n, constituye 
una herramienta muy importante para conocer los factores ne 
cesarios del desarrollo embrionario. 

Alrededor de loo Últimos cincuenta años se han logrado gra.!! 
des avances en esta área, gracias a los conocimiento.s csta­
l1lecidos ya en las técnicas de cultivo de tejidos; sin emba!. 
go, no se han obtenido grandes logros en el cultivo y desa­
rrollo en el laboratorio de los embriones de muchas especies 
de mwniferos, ya que los embriones son mucho más sensibles 
a las variaciones del medio que cualquier otro tipo de linea 
celular (35). 

A) Desarrollo Embrionario. 

Momentos despu~s de que la fecundaci6n del ovocito se lleva 
a cabo a la altura del primer tercio del oviducto, el em­
bri6n comienza a descender hacia la regi6n uterina. Durante 
este trayecto el embri6n sufre una serie de divisiones mi­
t6ticas llamadas segmentaciones, las cuales son relati vamen 
te lentas y dan progresivamente como resultado células.lla­
rna.da.s blaot6meros de menor trunaño (28). 

ki.s células o blast6meros que con.forman a un embri6n, con­
forme se van dividiendo no incrementan su volumen citoplas­
matico que es lo que generalmente se observa en otras estir 
pes. 
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Un aspecto importante de esta reducci6n citoplasmática, 
es el hecho de que la relaci6n nucleo-citoplasma va de pe­
queña a normal lo cual es importante para la reeulaci6n de 
la actividad genética del embri6n (12). 

Las divisiones celulares en el embri6n suelen ser sincr6ni­
cas por lo menos hasta el estadio de 8 células, a partir del 
cual es posible encontrar en el interior de la zona pelúcida 
cualquier número de blast6rneros (20) •. 

Al principio del desarrollo embrionario, los blast6meros p~ 
seen una forma esférica o redondeada cubierta por la zona 
pelúcida, la cuál es una membrana que cubre y protege al e~ 
bri6n. Sin embargo conforme va aumentando el número de celu 
las, estas van adquiriendo una nueva apariencia, como resu! 
tado de la compactaci6n que se comienza a desarrollar. Este 
proceso es independiente de la presi6n que ejerce la zona 
pelúcida sobre todo el embri6n (20). 

Algunos autores consideran que el estadio de rnorúla, es cuan 
do el ernbri6n posee en su interior aproximadamente unas 32 
células o más, sin observarsele aún ninguna cavidad o espacio 
en su interior. Sin embargo en la mayoría de las especies 
es dificil cuantificar la cantidad de células que conforman 
a un embri6n después de la etapa de 8 células, mas aún, en 
especies que desarrollan blastocistos pequeños, como es el 
caso del rat6n, rata y hamster, se ha observado que el inicio 
de la cavidad o espacio blastocélico comienza a cleso.rrollar 
se en embrioneo que poseen menos de 16 células; por lo que 
es más conveniente denominar al estado de m6rula como aquella 
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etapa en que un embri6n posee más de 8 células sin contener 
en su interior espacio alguno (12 20 29). 

1) Formaci6n de Blastocisto. 

Cuando la segmentaci6n del embri6n da comienzo, existe un 
espacio pequefio entre la zona pelúcida y el embri6n el cuál 
se denomina espacio perivitelino. Durante las primeras o 
más divisiones cualquier espacio que se desarrolle entre los 
t,last6meros pasa al espacio anterior. Ho es sino hasta que 
una pequeña abertura comienza a delimitarse en el interior 
del embri6n cuando se considera que la formaci6n de la eta­
pa de blas tocisto se ha iniciado ( 12). 

La delimi taci6n de ta cavidad o espacio en el interior del 
embri6n se denomina blastocele y, ésta va acompañada con la 
i'ormaci6n de, uniones o enlaces intercelulares, lo que trae 
como consecuencia un aum~ntó en la compactaci6n celular. 

Los primeros signos de compactaci6n entre las células del 
embri6n se presentan durante la etapa de 8 células en el e!!! 
bri6n de rata, sin embargo, 'en la mayoría de los demás mamí 
feros, el estadio de blastocisto temprano se desarrolla 
cuando en embri6n posee una mayor cantidad de células (12). 

1~xisten diversas opiniones con respecto al proceso de forma 
ción del espacio blastocélico, Tarkowski y Wroblewoka (30) 
escriben que la secreci6n del líquido blastocélico parece 
ser una actividad citoplasm,tica de la c~lula que ésta de-
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carrolla después de un cierto período definido de tiempo y, 

co adem&s independiente del número de divisiones celulares. 

Otros autores parecen estar de acuerdo con la idea anterior, 
corno por ejemplo Dicibella y Anderson (15) quienes opinan 
que la formaci6n del blastocelc parece ser un evento progr~ 
mado en el tiempo y no en el número celular que compone al 
embri6n. 

Granholm y Brenner (17) sugieren que en la regulaci6n de los 
procesos morfogenéticos embrionarios en el rat6n, la crono­
logía parece ser más importante que el número celular. 

Con la formaci6n del blastocisto se presenta el primer sig­
no de diferenciaci6n celurar en el embri6n,. distinguiéndose 
de esta manera dos tipos celulares diferentes: las células 
de.la masa celular interna y las células del trofoblasto. 

Copp (14) hace una distinci6n en las células trofoblásticas 
ya que las divide en polares y murales. Las primeras son 
aquellas 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 sincr6nicas, ya que las células del trofoblasto se ca-· 
racterizan por poseer un índice mit6tico más elevado que 
las células de la masa celular interna. De esta manera un 
embri6n de rat6n que posea por ejemplo 32 células, s6lo 3 6 
4 pertenecerán a la masa celular interna y el resto a las 
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células del trofoblasto (12). 

En los marsupiales existe una excepci6n al arreglo celular 
anterior, ya que los embriones no pos~en masa celular inte! 
na, probablemente las células embrionarias se encuentran 
formando parte e.le una capa celular que no se puede distin­
cuir de las células trofobl,sticas sino hasta una etapa muy 
avanzada ( 20). 

Una característica muy importante que se presenta con la 
formaci6n de la cavidad del blastocisto, es la facultad del 
embri6n de acumular líquidos en su interior. Anali ~ando la 
composici6n de estos líquidos, Borland y col. (3) han encOQ 
trado la presencia de diversos iones como son: Na, Cl, K, 
Ca, Me, s y P. 

El proceso de acumulaci6n de sustancias en el embri6n, pro­
bablemente se desarrolla al mismo tiempo en que se diferenc' 
cían las células de la masa celular interna de las trofo­
blásticas, además, este proceso podría ser asociado con el 
fen6meno de diferenciación celular (25), aunque esto último 
no ha sido demostrado. 

La capacidad del embri6n en acumular líquidos 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 que se haya terminado el proceso de formaci.6n del 



1 

1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 

- 8 -

blastocele, el embri6n se "libera" de la zona pelúcida y da 
inicio a la etapa de implantaci6n en el epitelio uterino. 
~l tie~ro aproximado que dura la gestaci6n en ratas es de 
21 días. 

E) Cultivo de :Embriones en el Laboratorio. 

El cultivo de embriones de mamífero en el laboratorio ha P2 
dido llevarse a cabo por lapsos cortos, esto es, los embri2 
nes s6lo se desarrollan unas cuantas etapas de manera conti 
nua fuera del ambiente materno (26). 

Esta limitaci6n probablemente refleja el hecho de que el e~ 
bri6n es en general y por definici6n un sis.tema cambiante, 
el cual es dependiente de manera particular de su medio am­
biente y por lo tanto, sus características metab6licas así 
corno sus requerimientos ex6genos van a estar de manera inva 
riable modificándose continuamente. 

Así, tomando en cuenta lo anterior, un medio de cultivo el§; 
borado pera embriones debe de suministrar por lo menos alg~ 
nos de los requerimientos nutricionales para una eta1Ja de­
terminada, así como deben ser eotos compatibles con los si­
guientes estadios embrionarios (26). 

l-lamond ( 21) logr6 desarrollar embriones de rat6n de la eta­
pa de 8 células hasta la de blastocisto, empleando como me­
dio de cultivo una combinaci6n de clara y yema de huevo con 
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sales inorgánicas. 

Mis recientemente Mintz (26) cultiv6 embriones de rat6n de 
2 células y éstos se desarrollaron htlsta blastocistos utili 
zando como medio de cultivo una mezcla de suer6·fetal de 
ternera y solución salina balanceada. El pH del medio fué 
ajustado con una atm6sfera de bi6xido de carbono y aire. 

El primer medio de cultivo definido elaborado para el desa­
rrollo in vitre de embriones de mamífero fué diseiíado por 
;·,'hi tten en 1956 (32), y con el cual se pudo lograr el cre­
cimiento de embriones de 8 células de rat6n, Posteriormente 
IfoLaren y Biggers (24) utilizando los embriones desarrolla­
dos con el medio anterior los transfirieron a h"embras rece.E. 
toras logrando el nacimiento de crias norma~es. 

1) Composici~n I6nica. 

En estudios realizados por diversos autores (18 31) se ha 
observado que no existe un desarrollo embrionario in vitre 
cuando el i6n bicarbonato se vé omitido del medio de culti­
vo. Así mismo, los embriones de ratón se desarrollan un po~ 
co cuando el medio en que se encuentran no está runortigua­
do por el sistema bicarbonato - C02 (6 11). 

l\ocientemente se ha encontrado la incorporaci6n de carb6n a 
partir de bi6xido de carbono radiactivo y bicarbonato en t.2_ 
das las etapas de la preimplantaci6n embrionaria ( 1.8 31), 
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lo cuál permite inferir que parte del bi6xido de carbono es 
fijado por medio de la combinaci6n con el piruvato para, de 
esta manera, producir oxaloacetato. 

Sin embargo, lo anterior no significa que sea la funci6n . 
más importante del bi6xido de carbono, ya que se ha visto 
que los medios de cultivo que contengan oxaloacetato y no 
bi6xido de carbono no permiten el desarrollo embrion.ario 
(35). 

La presencia de una alta concentraci6n de bicarbonato y 

bi6xido de carbono a lo largo del oviducto y dei útero de 
la hembra, así como también en el líquido blastocélico del 
cmbri6n, ·puede considerarse como una prueba de la importan­
cia del bi6xido de carbono para el desarrollo embrionario 

(35). 

El i6n hidr6geno es uno de los más importantes en el medio 
de cultivo, y su concentración se encuentra regulada en to­
das aquellas soluciones que posean bicarbonato, por medio de 
la interacci6n entre los niveles de bi6xido de carbono at­
mosférico y la concentraci6n del bicarbonato del medio. 

';111i tten (32) ha desarrollado embriones de rat6n de 8 célu­
las dentro de una gama de pH de 6.9 a?.?, así mismo, 
Brinster (6) obtuvo el crecimiento de embriones de 2 célu-
1 as en 1 a gama de p H de 5 • 8 7 a 7 • 7 8 • 

Es dificil determinar el efecto de la concentraci6n de los 
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iones hidr6geno sobre el desarrollo embrionario debido a su 
dependencia con las fuentes de energía presentes en el me­
dio (6 7). Sin embargo un medio con un pH de 7.2 a 7.4 y s~ 

plementado con la concentraci6n adecuada de energía, puede 
ser utilizado de manera rutinaria para el cultivo de embrio 
nes de mamífero en el laboratorio (5 8). 

2) Requerimientos Energéticos. 

Los requerimientos energéticos de los embriones de mamífe­
ro cultivados in vitro han sido amplirunente 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 específi­
cas de energía. 

De esta manera el desarrollo in vitro de embriones de una 
célula s6lo 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, pir~ 
vato o fosfofenolpiruvato (7 8). 

Los estudios sobre desarrollo embrionario despu~s del esta­
dio de 8 células, han revelado que los embriones pueden me­
tabolizar además de los compuestos arriba mencionados gluc2 
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:~a, o<.-Cetoglutarato y malato. 

A pesar de la gran importancia del piruvato como principal 
fuente de energía para el embri6n durante sus primeros tres 
días de desarrollo, la glucosa ha sido considerada como un 
sustrato clave. Inicialmente existe una pequeña oxidación 
de la glucosa en piruvato en los embriones de rat6n, la 
cuál se ve ligeramente incrementada en los de conejo. Sin 
embargo, conforme las divisiones celulares en el embri6n 
van progresando, la utilizaci6n de la glucosa se va incre­
mentando de una manera importante hasta llegar .el momento de 
la implantación, cuando el consumo de este azúcar es de i­
gual medida que la del piruvato (9 10). 

3) Requerimientos Protéicos. 

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

El suero es una mezcla compleja de muchos compuestos, los 
cuales se encuentran aún pobremente caracterizados, además 
las concentraciones de algunos de sus componentes varían 
enormemente entre las diversas fracciones del mis~o 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-

1 cimiento celular. De esta manera es posible sustituir es­

tas funciones por medio ele la adición de ciertas hormonas 
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adecuadas. 

Otra de las características del suero es la de proveer si­

tios prot~icos de unión los cuales reconocen tanto a vi­

tétminas, lípidos y algunas hormonas. Estos sitios pueden 

estabilizar y modular la acción de algunas sustancias a 

las cuales se unen y en algunos ·casos uueden además actuar 

desintoxicando el medio cantando iones metálicos. 

Cuando el suero se omite de un medio de cultivo, se deben 

encontrar substitutos para todas las funciones importantes 

anteriormente mencionadas (1). 

Fishel (16) ha encontrado un incremento en la incor~ora­

cidn de la uridina tritiada en embriones de 8 cdlulas de 

ratón cultivados en presencia de suero fetal de ternera, 

este incremento se presenta en el momento en que existen 

grandes cambios morfológicos dentro del embrión. 

El significado del' incremento de la l:lÍntesis de ARN en el 

blastocisto temprano cuando es cultivado en presencia de 
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suero, podría asociarse con los ca;nbios funcionales en los 

sistemas de transporte de membrana así corno con otras pro­

piedades de la sunerficie celular. Esto podría indicar que 

los embriones de rat6n en sus etapas tardías de preimplan­

taci6n responden a los factores a~bientales y en este ca­

so oarticular al suero. 

Así mismo, se ha encontrado que la etana de blastocisto se 

ve e8timulada nor el suero. Este incremento en las resnues 

tas embrionarias hacia su medio ambiente puede ser una ca­

racterística importante del control metab6lico del blasto­

cisto al momento de la implantaci6n. 

.81 suero es indispensable -para el crecimiento de los em­

briones del estadio de blástula al de blastocisto. De 

hecho Konwinski (23) comenta que el suero fetal de bovi­

no es necesario para la diferenciaci6n de la masa celular 

interna del embri6n. 

Sin embargo, no ha sido posible obtener el crecimiento y 

diferenciación del embrión bajo ningÚn medio después de 

las 96 horas de cultivo, que corresponde a la etapa de 

blastocisto debido.a que se presenta el momento de la im­

~Jlantaci6n de este en la mucosa uterina (27). 
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Al emple:.i.r el suero de e .:me ja solamente CJJllO Único ¡¡.e dio 

de cultivo para e.;lbriones de la. misma esnecie, :Purshottam 

(27) observ6 aue estos se desarrollaban bien a uartir del 

estado de 8 células al de blastocisto. 

4) Requerimientos Nitrogenados. 

Whitten (32) en 1956 encontró que los embriones de ratón 

nodfo.n desarrollarse en medios de cultivo definidos, lo 

cual indujo a casi todos los estudios posteriores comen­

zaran a emplear este tino de medios. 

. .-ic ha observado que un medio de cultivo compuesto de una 

soluci6n salina suplementada con albúmina, uermite el de­

sarrollo de los embriones de ratón mientras que la solu­

c i6n sin su~lementar no lo hace (36). 

!.Vhi tten (33) encontr6 que la glicina es un a:ninoácido ne­

cesario aaí como la glucosa para el desarrollo de los em­

briones de 8 células de rat6n. 

La adición de albúmina sérica bovina o sus aminoácidos 

1 constituyentes al medio de cultivo son indispensables para 

1 
1 
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el desarrollo de embriones en la etapa de 2 células (7). 

Jin embargo, Cholewa y Whitten (13) han demostrado que un 

embrión de 2 c~lulas de ratón nuede desarrollarse hasta el 

estadio de blastocisto en un medio de cultivo que carezca 

de cualquier fuente de nitrógeno. 

:.o obstante, cuando a estos embriones cultivados en ausen 

cia de fuentes de nitr6geno se les eliminaba su zona ~el~ 

cida previamente al cultivo, el porcentaje de desarrollo 

e:ilbrionario se veía sumamente reducido, lo cual hace pen­

sar en la posibilidad de que el embrión obtenga la fuente 

de nitrógeno a -partir de su zóna pelúcida, de espermato­

zoides degenerados encontrados en su interior en el espa­

cio nerivitelino, de corpúsculos polares o de algún otro 

tipo de resto celular (13). 

Actualmente se ha establecido, que las fuentes de nitró­

geno son necesarias para el desarrollo de embriones de 

l célula (13), sin embargo el:!to no significa g_ue dichas 

fuentes sean indispensables para el resto de las etapas 

em·ori .:marias. 

Jhitten (35) ha observado que la adicidn de aminoácidos, 

péptidos o albúmina sérica bovina a un medio de cultivo 
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•iue contuviera nivele::; t6x.icos de iones metálicos ayudaba 

nl desarrollo embrionario (13 19). 

Lo anterior fue confirmado por Bunim (35) cuando con éxi-

1 to sustituyó el verceno por glicina en el medio de culti­

vo, observando que e~tc aminJácitlo funcionaba co~o un aue 
·• -

1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
l. 
1 
1 

lador de io~es metálicos, tales como el cobre y el.zinc, 

los cuales son t6xicos para el desarrollo embrionario. 

Gwatkin (13) comenta que los aminoácidos requeridos para 

el desarrollo de los embriones tanto de conejo como de 

ham:::;ter ~on una necesidad real de nutrici6n de estos y no 

para una si;nple quelación de iones metálicos del medio, 

aunque esta Últiina función obviamente favorece al desarro 

.Llo de los embriones. 

Parece na existir una relación entre los amino~cidos esen 

ciales para .Los cultivoi;.de células y los aminoácidos ese!!_ 

ciales para el desarrollo de los embriones de rat6n de 2 

células, excepto para el ca:::; o del aminoácido cistina. (7). 
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JI I ) liiAT BRI A .L!~8 Y i•1:c;T .JDOS 

A) Obtención de &nbriones. 

Los embriones utilizados son de rata Wistar y el estadio 

E:iílbrion::i.rio que ::>e probó con .Los diversos medios de cul­

tivo fue el de 8 c6lulas, el cual se obtiene en el cuarto 

aía de embarazo del animal, consid~rando como día uno el 

aí~ de l~ detección del tapón vaginal. 

.l?ara la obtención de los embriones se procedió de· la. si­

guiente ifü?.nera. Se. sacrifica el aniinal por medio de una 

dislccaci6n cervical. Su región ventral se e~teriliza em 

pleo.ndO una .SOlUci.Jn diluida de benzal 1 p:=,ra p:)Sttffiorrnen 

"te efectuar en eota región una incisión en forma de "V" 

con la finalidad de p.1ner al descubierto completamente el 

aparato reproductor. 

Se diseca el oviducto junto con una pequeria porción del 

útero y ~e ::;umerge en una solución salina e;:;teril. Para 

la obtención de los embriones en el estado de 8 células, 

;:;e perfunde el oviducto en su región fÍmbrica utilizando 

una ag,ujc.. del núu1ero 27 y pinza¡;; de reloj~ro. 

Aprox.iH.c.damen-lie i:ie re1uiere de 1 a 2 mi.lili tros de medio 
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J c.ie soluci:..Ín saiinu. p:J.I'h 1Jt~·1·ar perí'u:•<lir complütt;.mtlr.te 

1 , ·1 1 , . d d • . , l ... 'd ' ~ Jrgano. b iau1 o a µer1u~1on ~e cu ec~a en v1 r1os 

<i0 r·eloj 11::.rd su p0i:;terior o~servaci .Jn al microscopio. 

•J•no~ lo;:; eu1briones cJlect1.1dos y cla::>ificados cJmo 11:orfo 

~1)gicl:lmente nar;uale::i :;;e lavan por lo menos un:.:. ve:¿ en rne 

.Ji,) fresco aü'i..es de cer u·~.ni;;feriuos al medio de cultivJ • . 

.:.; .• d 09lH':·toio;•es de col12(Jta y traf=llaü.o de embrioúe8 se rea 

_.i.:_.r_in c.:.11 "...'.t1::.i. pipGtél. J:\,steur· c·J.yci. p11L1t<::i. ;;oo:;ae un diámetro 

"•:·1·,)xL111H'io de 150/ttm, c.:m. L. finalifü1d dd cJleotar en mí­

.i.~1110 11i6dio .Posible junto 00~1 los c:w1ln·Lmes cuando estos 

~ou tran~furidos •. 

B) Medios de Cultivo. 

1Jos meéiios de Cl.A.l tivo 11ue se probaron fueron los siguientes: 

:J.) .GÍquido uterino (LU). El cual :39 obtuvo directamente del 

6rgano de una he~bra embarazada en el cu~rto día. 

J) Juaro d~ rata (~R). El cual se obtuvo a p~rtir de sangre 

extraía~ del ~nimal pJr illedio de punción cartliaca (36). 
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,:.:I/lL.). 

\:) i·;edio 1Ja::;~ll ó.t::: ~::tgle .nodií'icado ¡;)in dUplemento (:'i;n). 

u.t::úiJ ::,~:.odl de J~ag:le coru0 el d<-:r::icri tJ en el i.uciso 

(c) si.'1 ouple,n0~1to :-:.:frico. 

e) jJluci6n salina con base en Earle rnodi¡icada (~S~). 

l~sta soluci1)n salinr:. ·el:! le. ·:iu~ con:for·;;.a al mcúio 

b~ael de Bagle y se le agrag6: Glucosa (1 g./lt.), 

Bic~rbon~to de ~odio (0.35 g./lt.), Piruvato de So 

dio (0.0~8 g./lt.) y Penicilina (100 UI/lt.). 

. 
f') ..;o.lución salina con baso en Earle modificada y supl~ 

mentadci (G;:>:U:.::>). oolución salina co:no la descrita en 

el incü:;o (e) suplementada con 20;~ de ;:JUero de rata. 

C) Sistemas de Cultivo. 

Con la finalidad de obtener una uniformidad en las obser 

vr:..cione1:1 del dei:iarrollo embrionario, los embriones siem-
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pre fueron colectados a las 17.00 horas del cuarto día del 

embarazo. 

Los sistemas de cultivo empleados fueron: 

a) Bn micloeota. Este si::itema es el descrito por Brinster 

(4) y consiste bá~icamente en colocar pequeñas gotas 

de medio (de 0.05 a 0.10 ml.) oobre una caja de Petri 

de vidrio siliconizada previamente y cubiertas con 

· aceite de parafina líquida. Este ·sistema fue utiliza 

do para los medios SR y LU. 

b) Tubo Leighton. Este sistema se emple6 para los medios 

iftE::i, l@E, .::SE y ::i:.:lE.:l. La cantidad de medio que se uti 

liz6 en cada tubo Leighton fue de 1.5 mililitros. 

o 
El cultivo de loa embri~nes se realiz6 a 37 C en una es-

tufa de temperatura regulada. 

D) Desarro.llo Embrionario. 

En cada tr;;ita ... iento se c.,locaron diez embriones, re:pi tie!!_ 

do cada e~ento cinco veces. La observaci6n del desa~rollo 

cmbrionari-:> ~e efectuó al día ::iiguie .. te al ';ue fueron cu l 
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tivudos. 

Al conoiderur los e~tudios realizados nnteriorm~nte en el 

labJratoriJ, se ha visto 1uc l~~ embriones· de rata de 8 

c&lulas cultivados in vitro, una vez ~ue han alcanzado 
~ ' 

la etapa de blastocisto si no son transferidos al lumen 

uterino de una hembra receptora, sufren una cJntracci6n 

lo que hace que sean facilmente confuridibles con es esta 

dio de mórula • 

8in embargo con base en las obs~rvaciones cJnstantes lle 

vades a cabo durante el presente trabajo fue posible dis 

cernir entre una m6rula y un blastocitito contraidJ, es­

tas características sJn la cJntr&cci5n del e~bri6n en el 

interior de la zona peldcida y la adquisici6n da formas 

alargadas de· alguna$ de sus células de la periferia. 

/ 
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IV) REdULTADOJ Y DISCUJION 

Lus resultados del desarrollo de los embriones de rata 

en el estadio de 8 células se encuentran ilustxados en 

h~s :.:Jiguientes í'otografíac, así como resumidos en la 

tabla 1, en donde se in~luyen tanto los porcentajes de 

1 los ea1briones que progresaron como los que se contraje­

ron durante el cultivo. 

1 
1 

~ 

Los medios de cultivo que no permitieron el desarrollo 

de los embriones de rata fueron el líquido uterino, el 

suero de rata y la soluci6n salina con base en ~arle sin 

suplemento sérico.· 

De las obse~vaciones realizadas durante el cultivo, em­

~leando .los medios ante~iores, cabe resaltar que los em­

briones cultivados en líquido uterino sufrieron una dege­

neración completa, no a1::3Í los que se encontraban en SR y 

dS.lL 

Los embriones cultivados en el medio SR adquirieron una 

apariencia· granulosa y ocasionalmente alguno llegaba a 

formar pe0uefios es~acios en su interior de aspecto varia­

ble. 
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Tabla l. Cultivo de e~briones de rata Wistar en la etapa 

de 8 c~lulas bajo diferentes medios de cultivo. 

L:edio de Cultivo 

Porcentaje de 
blastocistos 
desarrollados 

' ' 

Observaciones 

-·-- -····-----·-- . --···--··-· ... ·---···-· -··-·· -··-·---- ---· ---·-·~---·----------------·---------·---

Líquido Uterino 
(LU) 

;:>uero de Rata 
( ::rn) 

medio basal de Eagle 
:nodificado 
(i'<lBE) 

¡,;edio basal de Eagle 
modificado y suple­
::1entado 
( :rnEs) 

0olución salina con 
base en Earle modi­
ficada 
(~sg) 

Golución salina con 
base en Earle modi­
ficada y suplementa­
da 
( ~Jsgs) 

o 

o 

73. 7 

61. 7 

o 

64.3 

Dege_neración 
embrionaria 

Granulación 
embrionaria 

Porcentaje más 
al·Go logrado 

Descompactación 
· parc~ál 



1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 

' 

FOTOGRAFIA: A) Embriones de rata en el estadio de 8 cálu~ 

las. 

B) Embriones degenerados, des~u's de haber 

sido cultivados en líquido uterino. 

C) Bmbriones de aspecto granuloso después de 

su cultivo en suero de rata. 

D y E) Desarrollo embrionario logrado en los 

medios: medio basal de Eagle modificado, 

medio basal de Eagle modificado y suple­

mentado y solución salina con base en 

Earle modificada y suplementada. 

F) Descompactaci6n embrionaria posterior al 

cultivo en la soluci6n salina con base en 

Earle modificada. 

' 
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loG embriones cultivados en ~oE.adq_uirieron un a:.;;pecto 

Je semidescompactaci6n celulur al principio y posterior­

,:11.rnte la mayoría ten<li6 hacia la degeneración. 

~08 embriones cultivados en ~BE, ~BZB y ~~Ed lograron en 

diferentes porcentajes (73.7';,~, 61.7¡·~ y 64.J;~ respectiva­

~Gnte) el de~arrollo de los embrioneH de rata de 8 célu­

laG al estado de blastocisto. 

:,os resultados obtenidos en el presente trabajo se anali­

:~arán de manera independiente. 

A) .Cultivo en líquido uterino. 

¿1 estado de 3 célulá.s, ·es la Última eta:pa de la pre im­

plantación embrionaria oue se localiza en el oviducto 

(34 35) del animal, y m'H específicamente en ou porción 

ter::drnü o regíón uterotub~rica, ya que el 8iguiente es·t;a­

Jio o bla~tocisto ~e desarrollb cuando el CLlbri6n de B 
u6lulus c0~ienza a ingrasar el el lw~en uterino, esto en 

al caso de blastocistob poqueiios coa10 el de la rata (12). 

'L10·1J:::1.ndo en cuenti~ lo i:mtorior, se pen:JÓ rlura.nte el. d.esa­

:~·:co.Llo d~l [)l'i~ocnto trf;1.hajo que el 1L1uiclo uterino de una 
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Le:-:1bra e11ú:;araz,u.da en el cuarto día 1)08ería los elementos 

ni;;0esarios ilara. el desi:l.rTollo y dif er.;nciación ele un 

0:11brión ele 3 células. 

i:lin embargo, al observar los resultados de degeneración 

e:1.i)rionarib. obtenidos en este medio 1 es de suponer que 

las condiciones ambientales entre el lÍquidd tub~rico 

y el uterino son muy distintas," por lo que un e:i:brión de 

8 células al no estar en contacto con las sustancias de 

la región adecuada es iticapazde utilizar los elementos 

~resentes en esta, no obstante para que esto sea posible 

debe el embrión encontrarse en la etapa de blastocisto 

temprano. 

B) Cultivo en suero de rata. 

Purshottam y col. (27) re'!)ortaron haber logrado un alto 

porcentaje de desarrollo embrionario en conejo u·tilizan­

do únicamente como medio de cultivo un suero horaólogo. 

en los resultados obtenidos cuando se cultivó a los em­

briones de rata en un suero homólogo, los e:nbriones ad­

quirieron un aspecto granuloso y sólo ocasionalmente al­

guno llegó a formar un espacio pequeño en su in·l;erior y 
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de apariencia atípica. 

~sto sugiere 1ue el suero de rata a diferencia del de co­

nejo (27), no paseé todos los elewentos apropiados que 

permiten el desarrollo y diferenciaci6n de un embrión 

de 8 células. 

C) Cultivo en soluci6n salina con base en Earla modifi­

cada.. 

~ste medio de cultivo a pesar de que se encuentra enri-

1uecido con dos fuéntes importantes de en~~gía para el 

e;nbri6n, como lo son el piruvato cie 13odib./'.y: :1a glucosa, 

son estas incapaces junto con las sélle~a~i medio de per­

mitir el desarrollo de J:os embrion~s dé rata. Más aún, 

los embriones adquieren un aspecto de descompactaci6n 

parcial después de un período de cultivo en este medio. 

~stos resulta~os apoyan a los descritos por Willmer (36) 

sin embargo son diferentes a los reportados por Cholewa. y, 

,'foitten (13). 

D) Cultivo en solución salina con base en Earle modificada . 
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y suplementada. 

Al to~ar en cuenta las observaciones realizadas en los· 

:lcdios anteriores, se dc~idi6 combinar la ~olucidn sali­

na con el suero con la finalidad de formar de esta mane-
\...:.'" 

ra un solo ~edio de cultivo suplementado, y así permitir 

·:ue los factores de ambas soluciona's que estimulan el 

desarrollo embrionario se :nezclen y actuen de manera 

conjunta. 

,;i resultado de la co:nbina.ción de la solución salina con 

d ~rnero, fue el de1:>arrollo de los embriones de rata en 

ol eutkdio de 8 c~lulas. 

E) Cultivo en soluci6~ o medi6 de ~agle modificado y en 

li.;10 suplenentado. 

Al utiliutr los t:1eciios ~.:.lfü y :.:BES para el cultivo ue los 

cubrione.s de rata, se ob:;;erv1) q_ue a:r,bos poseían la capaci­

d.td de -p0rmitir el desurrollo ci.e estos. 

,~ peG~r de gua el medio MEE carece de los ele~entos s6ri­

cos, logr6 el más alto porcentaje (73.7%) en el desarrollo 

Jo loa embriones de rata, a pesar de que Konwinski y col. 
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(23) report~n que el suero es indispensable para la di­

í~renciaci6n de la inasa celular interna del blastocisto. 

·rnnu.uo a :Lo anterior, este medio ::;e encuentro. e11riqueci­

cl0 .;.:.de::i.~s de las fuentes de energÍl:a., piruvato y glucosa, 

:i:.>r un~ grí:"~n variedo.d de arninoúcidos y vi ta.:.i!1as 18.s cua.­

lo;.; en co!1junto han per1lli tido el desarrollo de los· e::i­

_1·io11es. :Ju tos rebulta.dos cvncu¡,rdan .con los obtenidos 

::or Brinsti:r (7), Uholewa y "i'ihitten {13), Gwatkin y Eai-1 uri (19) y ','/hittingha.:1 (35). 

1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 

.1J:,. difercmcia en 'el porce::itaj e encontrado entre los me­

.:::.ius ;,:D~<J y .ii3~, 61.?p .Y 73.'7'1; i•espdctivamente, nuede ser 

~X !ÜiCé.l.d8. ·por el hOCtlO de f'jUEJ el suero al ser un compues­

to no muy bi~n caracterizado (1) ~uede contener de igual 

: .. ~.nera elementos que per:ni tan el desarrollo de los embrio 

nes a~{ co~o otros que limiten tal proceso, de esta mane­

ni, el modio lf1HB· al no poseer ningún factor sérico no 

cu0nta con elementos que puedan podifica.:c ni positiva ó 

·c .. ocati v;:.rnente la ucción de sus uro pi os componentes. 
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V) CONCLU~IONE~ 

De los resultados obtenidos en el presente trabajo se 

puede concluir: 

1) Que solamente una solución salina fisiológica puode 

ser utilizada como medio de cultivo para embriones 

de rata, siempre y cuando se encuentre conveniente­

mente suplementada con los nutrientes apropiados, 

" 2) ~ue tanto ·el líquido uterino como el suero de rata 

al ser utilizados como medios de cultivo, impiden el 

desarrollo in vitro de los embriones de rata. 

3) '"'ue la incorporaci6n de aminoácidos o suero a una so 

lución salini fisiológica permite el desarrollo en 

el laboratorio de los embriones de rata. 

Los conocimientos que se adquieran con los mdtodos de 

cultivo de embriones en el laboratorio, así como con los 

ya existentes en las t~cnicas de micromanipulaci6n, será 

posible controlar y dirigir los proc·esos del desarrollo . 

e111brionario, 
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