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1 

1.- RESUMEN 

Considerando los embriones de la rata Cwistar> como modelos -
apropiados de estudios en el área de reproducción1 se planteó 
el obJetivo de observar si la temperatura de refrigeración -­
C42C) alteraba la viabilidad de éstos. 

Los estadios embrionarios estudiados fueron el de morula y -­
blastocisto1 los cuales se obtuvieron perfundiendo el oviduc­
to del animal en el cuarto y Quinto dfa de la gestación res-­
pecti vamente. El medio de conservación utilizado para la re­
frigeración de los embriones1 fué la solución de Fosfato - -­
CPBS> suplementado con: Glucosa1 Piruvato de Sodio, Antibiót1 
cos y Suero de Rata. 

Los tiempos de refrigeración fueron: 12 hrs.1 24 hrs., 48 
hrs.1 72 hrs., y 120 hrs., al término de los cuales los em 
briones se colocaron en el medio de PBS nuevo y se cultivaron 
a 37ºC por 24 horas con la finalidad de observar si continua­
ban su desarrollo. 



LOS PORCENTAJES DE DESARROLLO EMBRIONARIO OBTENIDOS FUERON: 

ESTADIO EMBRIONARIO % DE DESARROLLO 

TIEMPO ( HRS. ) 

12 24 48 72 120 

MOR U LA 72.6 o o o o 

BLASTOCISTO o 90. 6 78 1 8 57. 6 36 1 6 

De los resultados obtenidos se puede reducir que la temperatg 
ra de refrigeración, por perf odos de entre 24 y 48 horas, - -
afecta poco la viabilidad de los Blastocistos de Rata, en con 
traposiclón al estadio de morula, el cual se ve sumamente - -

.afectado durante este perfodo. 



II.- INTRODUCCION 

Aunque los ovarios de los mamfferos contienen cientos de mi-­
les de ovocitos, el ndmero de la progenie que una hembra pro­
duce es pequeño en relación a dicho ntlmero. En los animales 
domésticos, el ndmero de veces que una hembra puede quedar -­
preñada se ve 11m1tada por el perfodo que dura la gestación. 
Mas adn, solamente uno o dos óvulos se liberan por el ciclo -
estral en las especies que no producen camadas. El ndmero de 
erras que una hembra puede producir durante su vlda, se incr~ 

menta en gran medida por medio de la técnica de transferencia 
ee embrtones (17). · 

El primer trasplante exitoso de embriones lo reportó Heape en 
coneJos, en 1980. 

Hace varias décadas, se reportaron los primeros trasplantes -
exitosos de embriones en animales domésticos, como por eJem-­
plo: borregos, cabras, cerdos Y bovinos (35). 

El trasplante de embriones es una técnica experimental con my 
chas apltcaciones en el área de la producción animal. 

·Desde principios de siglo, se han desarrollado estudios enea-



minados a conocer las caracterlsticas morfológicas del ovoci­
to de mamffero; sin embargo, no ha sido sino hasta las ~lti-­
mas décadas cuando se ha logrado un avance trascendental en -
este campo; debido fundamentalmente a la evolución de las - -
ciencias biológicas en el área de la reproducción. Por otro 
lado, a partir de los 50's, la creación de medios de cultivo 
que han permitido el desarrollo de lo~ embriones de mamffero 
invitro, lo que ha facilitado el avance del conoctmtento Bio­
qufmtco del embrión. 

A.- DESARROLLO EMBRIONARIO . 

Una vez realizada la fertllizactón en el oviducto se inicia -
el transporte del embrión a través de este, siendo caracterr~ 
tica de cada especie la duración que se requiere para que al­
cancen el utero (Cuadro Nº 1) (46), durante el descenso de -­
los embriones se llevan a cabo las primeras etapas de la difg 
renciaclón embrionaria (17), 

La velocidad de progresión del embrión en el oviducto, presen 
ta modificaciones Importantes, las cuales van a depender de -
la zona en que se encuentren, ya que se ha demostrado en el -
coneJo, que en ciertas porciones del tubo de falopio hay re-­
tenclón del embrión, mientras que en otras, la velocidad de -
traslado se ve incrementada considerablemente (8.15) . 

• Entre 1 os factores que se han considerado que intervienen en 



la regulación del transporte de los embrtones1 destacan las -
contracciones musculares Y el movimiento c111ar1 mismos que -
son influfdos por estrógenos y progestinas C32)1 as! como tam 
bién los flufdos tubarlcos y uterinos. 

Durante el transporte a través del oviducto se lnlclan las dl 
visiones mltótlcas en el embrlón1 las cuales producen la for­
mación progresiva de células de menor tamaño. 

Los embriones de 21 4 y 8 células as! como la morula y el - -
Blastocisto <estadio acompañado de una cavidad) (6)1 son en -
tamaño practicamente Iguales al óvulo original1 siendo sólo -
en algunas ocasiones un poco más grande pero en todos los ca­
sos teniendo menos masa. La formación de embriones de 4 y 8 
células se lleva a cabo por medio de divisiones sincronizadas. 
En otras palabras1 los blastómeros (24)1 se dividen practica­
mente al mismo tiempo. 

Las caracterfstlcas Clnlclo1 duraclón1 etc.> de las dlvisio-­
nes celulares en el embrión varlan entre las diferentes espe­
cies. Asf por eJemplo1 en la Rata la primera mitosis se pre­
senta aproximadamente un dfa después de la fertillzaclón1 la 
segunda división se lleva a cabo en un per!odo de tiempo más 
corto. 

0 Por otro lado en el ratón se forma la morula en la mañana del 



tercer dfa después de la fertilización, mientras que en la mª 
yorra de los mamrferos, alcanzan el estadio de morula aproxi­
madamente en el quinto dfa y el de Blastocisto, al final de -
la primera semana de gestación <Cuadro Nº 1). 

La mayorfa de los investigadores coin~iden en considerar el -
estadio de morula cuando hay 32 células o más sin que exista 
una cavidad en el interior del embrión. Sin embargo, esta -­
observación es poco práctica, ya que en la mayorra de las es­
pecies es diffcil contar baJo el microscópio el ndmero de cé­
lulas que conforman el embrión, teniendo como complicación -­
adicional que en algunas especies se presentan Blastocistos -
muy pequeños <rata, ratón hamster), además que al principio -
de la formación de la cavidad del Blastocisto (6), puede pre­
sentarse incluso en el estadio de las 16 células. De esta mª 
nera se recomienda denominar nEstadio Preblastocrstlcon al em 
brión que posea más de 8 células y que no cuente con espacio 
alguno en su Interior. 

Durante el transporte en la mayorra de las especies el em- -­
brión se encuentra rodeado por la zona pelucida, la cual le -
da una apariencia esférica de distribución uniforme (14,31,36) 

En un polo del Blastoctsto hay un grupo de células que sobre­
salen hacia la cavidad <masa interna, masa embrionaria), de -
estas células se formará postertormente el embrión (13). 



B.- CULTIVO DE EMBRIONES DE ANIMALES DE LABORATORIO 

EL Principal obJettvo de las técnicas modernas es aprovechar 
de un modo más flexible el potencial reproductivo de los ani­
males domésticos, tanto en términos de aprovechamiento para -
manipular en el laboratorio los gametos y los embriones no ifil 
plantados. 

Los primeros estudios con embriones de coneJo, demostraron -­
que era posible cultivarlos desde el estadio de una célula -­
hasta el de Blastoclsto, siempre que el medio de cultivo con­
tuviera una gran proporción <más del 50%) de suero homólogo o 
herérologo tratado al calor (10), oero no se logra observar -
el desarrollo más allá de la fase citada. 

En experimentos más recientes, se han estudiado los requeri-­
mlentos nutritivos necesarios para el cultivo apropiado de cª 
da una de las etapas de la pretmplantactón (29), y se ha en-­
contrado la necesidad de tnclufr cierto tipo de amtnoactdos -
al medio (11,21). 

Generalmente resulta muy d1ffc1l cultivar el ovoctto de mu- -
chos animales de laboratorio, mientras que los embriones obtª 
nidos en el estadio de 4-8 células suelen desarrollarse tn vi 
tro hasta el estado de Blastoctsto, especialmente s1 en el mª 
dio de cultivo se incluye las fracciones proteicas adecuadas 
<.40). 



Sin embargo, los embriones de ratón de dos células si se pue­
den cultivar bien totalmente in vitro (7,41) en el interior -
de las trompas de falopio (42), dando lugar a erras viables -
después de ser transferidos a hembras receptoras (28). 

De hecho el cultivo de embriones de r~tón se ha empleado como 
modelo para estudiar las actividades y necesidades metabóli-­
cas de los embriones antes de su implantación y sobre la base 
de estos trabajos se identificaron las necesidades de Piruva­
to, lactato y algunas fuentes de nitrógeno en los medios cul­
tivo. 

C.- ALMACENAMIENTO DE EMBRIONES 

Para manejos experimentales y almacenamiento entre la recupe­
ración y el trasplante, los embriones por lo general se man-­
tienen en un medio de cultivo a 37ºC. En la mayorra de los -
estudios, el desarrollo de los embriones in vitro, se vuelve 
más lenta, con frecuencia a dos tercios de la tasa normal .!D. 
vivo. Sin embargo, estos continuan desarrollándose por dos, 
tres o mas dfas, aunque la frecuencia de gestación por lo ge­
neral se reduce si se trasplantan después de más de 24 hrs. -
in vttro c12>. 

~ 

Estudios recientes llevados a cabo en borregos, C37, 47, 48 Y 
49) y cerdos C12, 25, 26 y 47) muestran que el desarrollo de 
los embriones de 4 o más células de estas especies se lleva a 



cabo muy bien in vitro en medios relativamente simples. 

Un embrión rara vez se mantiene con éxito durante varias ho-­
ras hasta un dfa entre su recolección y su trasplante a tempª 
ratura ambiente C15-25ºC>; sin embargo, si se enfrran entre -
0-10 grados centfgrados o se transfieren al oviducto ligado -
de una coneJa pueden almacenarse durante varios dfas con poca 
reducción de la viabilidad (5, 16, 23). El desarrollo de los 
embriones contin~a de manera normal en el oviducto de la conª 
Ja, pero disminuye durante el almacenamiento a o-102c. 

para su almacenamiento a largo plazo y transportación facil, 
los embriones en la etapa final de morula o inicial de BlastQ 
cista puede congelarse a la temperatura de nitrógeno lfquido. 

La principal desventaJa de los embriones congelados es que -­
las frecuencias de gestación son sólo de la mitad de aquellas 
obtenidas cuando se trasplantan embriones frescos <27,39). 
Sin embargo, actualmente la tecnologfa para el congelamiento 
de embriones esta meJorando rapldamente. 

1 .- INFLUENCIA DE LA TEMPERATURA EN LOS PROCESOS METABOLICOS 

Todas las células vivas estan expuestas a ciertos grados de -
variación térmica del medio. Dicha variación es muy limitada 
en algunos casos, sin embargo, cuando la temperatura del lf-­
quido interno que baña las células <sangre o lfquido interstl 



clal}, se regula con mucho culdado,por eJemplo, en los anima­
les de sangre caliente se presentan pequeños cambios de tempg_ 
ratura. 

En vista de sus efectos sobre. los procesos vi tales, y de que 
la mayor parte de las células solo tle.nen lfmltes estrechos -
de adaptación a los cambios térmicos, la temperatura es un -­
factor Importante en la dlstrtbuctón de los seres vivos. 

Una temperatura ambtental, no necesariamente puede ser optima 
para todas las funciones celulares. Además, una temperatura 
favorable para una functón dada durante una expostctón breve 
de la célula puede resultar peltgrosa st la expostctón es PrQ 
longada. Por constgutente, los efectos de la temperatura de­
ben estudtarse con sumo cutdado, cuando se tnvesttga un procg_ 
so btológtco. 

Los estrechos lfmttes de temperatura dentro de las cuales las 
células llevan a cabo sus act1vtdades vitales forman la zona 
B1octnét1ca que va aproximadamente de 10-45ºC. 

Algunos mtcroorgantsmos Ctermoftlos} toleran temperaturas su­
periores a 45ºC en tanto que otros Ccrtoftlos> pueden sopor­
tar temperaturas mucho más baJas que 1DºC. 



casi todos los organismos pueden resistir variaciones de tem­
peratura mucho mayores en estado inactivo que en estado acti­
vo (2). 

A.- RESISTENCIA AL FRIO 

Cuando la temperatura desciende hasta los lfmites inferiores 
tolerables, muchas células se vuelven relativamente inacti- -
vas. Muy pocas conservan su actividad en el punto de conge­
lación del agua a~n cuando pueden sobrevivir. 

La Hipotermia, tanto natural <animales hibernantes) como la -
inducida <otros organismos) se acompaña de descenso de metabQ 
lismo (18>. 

Al exponer progresivamente a un organismo a temperaturas muy 
baJas, el agua se congela fuera de la célula con lo cual se -
concentra la solución que la rodea: por consiguiente, sale -­
agua de las células hacia el lfquido circundante, y el resul­
tado es una mayor concentración de salutes en la célula (3). 

Esta elevada concentración de solutos en la célula aumenta el 
punto de congelación, pero también es nociva para la célula, 
bien sea que se deba a congelación o aplicaciones directas a 
las células de soluciones de concentración equivalente C33,34) 



En algunos casos1 la célula puede perder hasta 60-90% de agua 
libre. Sin embargo, muchas células pueden soportar una casi -
congelación a menos 52c. Y volver a tomar agua durante la de~ 
congelación sin leslón demostrable C33,34l. 

B.- ACTIVIDAD ENZIMATICA EN FUNCION DE LA TEMPERATURA 

Una enzima es un biocatalizador de naturaleza protélca, al 
Igual que otros catalizadores, acelera la velocidad de una -­
reacción sln consumirse salvo en forma incidental en algunas 
reacciones colaterales. Podemos aceptar que en la célula la 
mayor parte de las reacciones son catalizadas por enzimas. 

La función principal de un catalizador consiste en hacer des­
cender la energfa de activación <energfa cinética> que neces1 
ta una molécula para poder intervenir en una reacción partlcg 
lar. En otras palabras el catalizador baJa la barrera energ~ 
tica que la molécula ha de franquear. Aumenta asf la veloci­
dad de la reacción, porque a cualqul~r temperatura dada, es -
probable que las moléculas que tengan poca energfa sean más -
que las que tengan mucha. 

La temperatura también modifica la actividad de las enzimas. 
Los experimentos con enzimas de hldrollsls Indican que estas 
reacciones son más rapldas a la temperatura óptima para la hl 
drolasa. 



La temperatura óPttma d1f1ere en las enzimas de dtsttntos or­
ganismos <2>. 

En forma stmtlar, la temperatura óptima para las acttvtdades 
cataltttcas de las enzimas hidrolfttcas se encuentran muy cec 
ca de la temperatura normal de la célula correspondiente (2). 

Un aumento de la temperatura hasta la óptima stgniflca hidró­
lisis más rápida porque es mayor el n~mero de moléculas que -
posee la energfa de activación necesaria C18). 

Si se pasa del punto ópttmo, dtsmtnuye otra vez la velocidad 
de htdrólists. Esto se explica de la forma stguiente: Sólo -­
tiene acttvtdad catalitlca la forma natural o no alterada de 
la enzima; por lo tanto, siendo Iguales los demás factores, -
la velocidad de hidrólisis depende de la concentración de en­
zima natural. (18,33). · 

A cualquter temperatura, dentro de los límites caracterrstl-­
cos del organismo, existe un equilibrio entre enzima natural 
y desnaturalizada. Este equilibrio puede alterarse en cual- -
quter dtrecctón. Al aumentar la temperatura, aumenta también 
la proporción de la enztma desnaturaltzada, por lo tanto, al 
dtsmtnutr la cantidad de enztma natural, la velocidad de la -
htdróllsls cataltzada hace los mtsmo. 



C.- TEMPERATURA Y ACTIVIDAD RESPIRATORIA DE LA CELULA. 

La actividad respiratoria de una suspensión de células aumen­
ta cuando la temperatura ambiente, dentro de los límites de -
la zona Biocinética también aumenta. 

El coeficiente de temperatura CQ10) de la respiración, gene-­
ralmente se encuentra entre dos y cuatro; esto significa que 
un aumento de temperatura de 10ºC., eleva entre 2 y 4 veces -
la velocidad de las reacciones; sin embargo, la exposición a 
temperaturas superiores al óptimo en la zona biocinétlca pue­
de producir una lesión después de la cual vuelve a descender 
la respiración (33). 

2.- REFRIGERACION DE EMBRIONES. 

La posibilidad de detener, el desarrollo de embriones In vi-­
tro puede contribuir a elevar el éxito en los programas de -­
transferencia de embriones en los animales domésticos, ya que 
esto incrementaría el tiempo de la estancia de los embriones 
entre su obtención y su transferencia, lo que permltlrfa que 
estos puedan ser trasladados hasta donde se encuentran las -­
hembras receptoras (4,19). 

Dentro de los métodos empleados para disminuir el metabolismo 
embrionario se encuentran: El congelamiento {para perfodos -­
·prolongados de tiempo) y la refrigeración para perfodos bre--



ves de tiempo, 

Sin embargo, el primer método cuenta con el inconveniente de 
requerir de equipos complicados y caros (4,19), 

La refrigeración de embriones tanto de animales de laborato-­
rio <ratón, conejo) como doméstico <vaca, cerdo> han sido es­
tudiados por diversos autores1 sin embargo, este procedimien­
to ha sido poco trabajado en los embriones de rata C43). 

Wales ha encontrado que la Glicolisis de blastocistos cultivª 
dos tn vttro a 37ºC., no se vió afectada cuando esos mismos -
embriones se encontraban en etapa de dos células y fueron re­
frigerados C5ºC> por perfodos breves C43). 

El porcentaJe de sobrevivencia tanto en los embriones refrig~ 
radas como de los congelados puede ser comparable de manera -
favorable cuando han sido transferidos después de su trata- -
miento a hembras receptoras (4). 

Los estudios realizados por Whittigham y Cols. (1969) han ob­
servado que la adición de Glicerol o Dimetilsufoxido CDMSO> -
C5%v/v) al medio de refrigeración para embriones <sol. Rlnger> 
de rata de dos células no aumentaba la viabilidad de estos -

.cuando eran refrigerados por un lapso de 24 hrs. a 4-5ºC. 



Asf mismo, estos autores CWhittingham y Cols. 1969), han en-­
contrado que la utilización de una solución de fosfato es m~s 
conveniente para emplearla en medio de refrigeración para em­
briones que una solución amortiguada con bicarbonato. 

Linder y Cols. (1982), comentan que lqs porcentaJes de viabi­
lidad de los embriones, después de su refrigeración disminuye 
de cuando son cultivados in vitro a cuando son transferidos a 
hembras receptoras; y esto lo explica de la siguiente manera: 
Empleando tinciones flourescentes especiales que tiñen a las 
células muertas, han encontrado que el deterioro del 25% de -
los blastom01·os de la masa celular interna de un blastocisto 
no impide su desarrollo in vitro; sin embargo, si afecta su -
crecimiento In vivo . 

• 
El porcentaJe del suplemento serico del medio de refrigera- -
ción, no influye de manera significativa en el desarrollo J.n. 
vitro de los embriones cuando es incrementado de un 10 a un -
25% (26). 

Un enfoque Importante de investigación que se ha dado a la -­
transferencia de embriones de bovinos ha sido el desarrollo -
de sistemas de almacenaJe de embriones, para todas aquellas -
ocasiones en donde estos sobrepasan el n~mero de animales re­
ceptores que se tienen disponibles. Con este fin se han desa­
rrollado especialmente dos técnicas como lo son el cultivo de 
·embriones a temperaturas fisiológicas (47,49) y la congela- -



ción en nitrógeno lfquido C27). 

El cultivo de embriones a temperaturas fisiológicas C30) ha -
probado ser una técnica eficiente que mantiene la viabilidad 
de estos fuera del ambiente materno por perfodos cercanos a -
las 24 hrs., sin embargo, posee la desventaja de no Inhibir -
el desarrollo metabólico embrionario C47,48); por lo que este 
método no puede ser utilizado de manera continua para almace­
nar embriones hasta el momento en que se cuente con una receg 
tora disponible. 

No asr el congelamiento de embriones en nitrógeno lfquldo qÜe 
detiene el desarrollo embrionario, por lo que pueden almace-­
nar de manera Indefinida los embriones. 

Sin embargo, cuenta con diversas desventajas como lo son prin 
clpalmente la complejidad de su técnica y el elevado costo -­
del equipo (3,44). 

Diversos autores han comenzado a estudiar una tercera posibi­
lidad para el almacenamiento de embriones; la cual consiste -
básicamente en refrigerar los embriones a temperaturas que -­
van de o a 10ºC., por perfodos de uno a quince dfas (1,9,20,-
22,38,45). 



CUADRO 1 

RELACION ENTRE EL TRANSPORTE V ESTADIO DE DIFERENCIACION 
DEL EMBRION 

DURACION ESTADIO 
DEL TRANS QUE EN-
PORTE A BLAS- TRA EN 
TRAVES DEL TOCIS CAVIDAD 

ESPECIES OVIDUCTO (HRS) 2cel 4cel 1icel TO. - UTERINA 

HUMANO 60-70 morula 
temprana 

MON-RHESUS 96 48 60 84 120 morula 
tardía 

CERDO 24-48 1cel. 

CONEJO 56-62 48 60 72 84 morula 
tardía 

OVEJA 77-96 morula 
tardía 

Vl\CA 96 morula 
temorana 

CABRA 98 morula 
temprana 

PERRO 192-1i8 morula 
tardía 

GATO 144-1i8 72 84 96 120-146 morula 
tardía 

RATA 95-1JO 48-72 84 1J8 120 morula 
tardía 

RATON 72 48 72 84 96 morula 
tardía 

GERBO 48 72 84 96 

HURON 72 84 96-120 144-16e morula 
temprana 

CONEJILLO 72 96 120 136 8cel. 
DE INDIAS 

HAMSTER 48 72 96 118 4-8 cel. 

ZORRO 72 96 120-144 144-16e 

(46) 

DIA DE 
IMPLAN 
TACIOÑ 

6-7 

9 

11-20 

7 

15- 'í7 

11-12 

11-12 

6 

5 

6 

11-12 

6 

5 



JII.- OBJETIVOS 

El objetivo del presente trabajo es el de estudiar si la tem­
peratura de refrigeración C4ºC> altera el desarrollo in vitro 
de los embriones de rata, as! como observar que estadio em- -
brtonario <morula o blastoctsto> resulta más adecuado para dl 
cho tratamiento. 

IV.- HIPOTESIS 

S1 la temperatura de refrigeración (4QC) disminuye los proce­
sos metabólicos celulares, entonces un embrión de rata en el 
estadto de preimplantactón se podrfa almacenar a dicha tempe­
ratura sin que su viabilidad se vea modificada. 

V.- MATERIAL Y METODOS 

A.- OBTENCION DE EMBRIONES. 

El material que se utilizó en el presente trabajo fué: Estu-­
che de disección, mlcroscopto invertido COlympus), mlcrosco-­
pto de contraste de fases COlympus), caja de petrlJ v1dr1o de 
relojJ tubos de ensayo y pipetas pasteur. 



Los embriones utilizados son de rata Wistar y los estadios em 
brionarios estudiados fueron el de morula y el de blastocisto, 
los cuales se obtuvieron en el cuarto y quinto dfa del embarª 
zo respectivamente <considerándose como dfa l, el dfa de la -
detección del tapón vaginal. 

Para la obtención de los embriones se procedió de la siguien­
te manera: Se sacrifica el animal por medio de la dislocación 
cervical, su reglón ventral se esteriliza utilizando una sol~ 
ción de benzal dllufda al 0.1%, para posteriormente efectuar 
en esta reglón una incisión en forma de "V" con la final ldad 
de poner al descubierto el aparato reproductor. 

Se disecan los oviductos asf como el ~tero y se sumergen en -
una solución salina esteril. Para la obtención de los embrio­
nes se perfunden los oviductos en su región flmbrlca utillzarr 
do una aguja del # 27 y pinzas de relojero. 

Aproximadamente se requiere de I-2 ml. de solución salina es­
terll para lograr perfundtr completamente el órgano. El lfqul 
do de perfunsión se colecta en vidrios de reloj :para su post.e_ 
rior observación. 

Todos los embriones colectados y clasificados como morfologl­
camente normales se lavan por lo menos una vez en medio fres­

·CO CPBS> antes de ser transferidos al medio de refrigeración. 



Las operaciones de colecta y traslado de los embriones se reª-
1 lzan con una pipeta Pasteur cuya punta posee un diámetro de 
150 micras aproximadamente. 

B.- MEDIO Y METODO DE REFRIGERACION. 

El medio utilizado tanto para la colecta, refrigeración y cul 
tivo de los embriones fue la solución de fosfato de Dulbecco 
CPBS> suplementada con Glucosa Clg/lt). Piruvato de sodio - -
(0.028g/lt) Penicilina (100-UI/ml> y suero de rata (20%). 

Una vez clastflcado los embriones se colocaron en un tubo de 
ensayo que contenra 1 mi. de medio de refrigeración. Los tu­
bos se cerraron herméticamente Y se depositaron en un vaso -­
precipitado que posera .200 ml. de agua a temperatura ambiente, 
con la finalidad de que este sistema regulara la disminución 
de la temperatura cuando se coloque en el Interior del refri­
gerador. 

El tiempo aproximado que se lleva en alcanzar la temperatura 
de 4ºC es de 4-5.5 hrs. Durante todo el tiempo que los em- -
briones permanecieron almacenados se encontraron en completa 
obscuridad, la cual se logró cubriendo cuidadosamente el rec1 
piente que las contenra con papel aluminio. 

los tiempos de refrigeración estudiados fueron de: 12 hrs., -



24 hrs., 48 hrs., 72 hrs., Y 120 hrs. Al término de estos p~ 
rfodos se colocaron los tubos de ensaye que contenran a los -
embriones, a temperatura ambiente para deJar que estos alcan­
zaran dicha temperatura, lo cual llevaba media hora aproxima­
damente. 

Posteriormente, .los embriones se evaluaron nuevamente y se CQ 

locaron en medio fresco para su cultivo a 37ºC en una estufa 
de temperatura controlada por un perfodo de 24 hrs., con la -
finalidad de observar su viabilidad en forma de desarrollo. 

VI.- RESULTADOS Y DISCUSION 

Los resultados obtenidos sobre refrigeración embrionaria se -
encuentran en la tabla uno, como en las siguientes láminas fQ 
tográficas. De esto se puede hacer notar lo siguiente: 

A.- Los embriones en el estadio de morula son más sensibles 
a la temperatura de refrigeración que los blastoclstos, 
ya que solo pueden ser almacenados baJo estas condicio-­
nes por 12 hrs. 

B.- El desarrollo in vttro de los blastocistos posterior al 
tratamiento de refrigeración, se ve poco afectada cuando 
la duración de este no excede las 24 hrs., ya que se ob-



tuvo un 90.6% de desarrollo embrtonario dentro de este -
perfodo. 

c.- La viabtltdad de los embriones almacenados a 4ºC dismin~ 
ye con el tiempo; sin embargo, la velocidad de la dismi­
nución de la temperatura no la afecta. El porcentaje de 
desarrollo de blastoctstos cultivados in vitro fue de -
90.6%, 78.8%, 57.6% y 36.6% después de que fueron almac~ 
nadas a ªºC por 24 hrs., 48 hrs., 72 hrs,, 120 hrs. res­
pectivamente. 

D.- Los blastocistos refrigerados por un perfodo de 48 hrs., 
o más sufren en un gran porcentaje una colapsación - - -
(70-80%) <ver láminas fotográficas>. 

E.- Cuando los blastoclstos colapsados son colocados a temp~ 
raturas fisiológicas de cultivo C37ºC> recuperan su espª 
cio blastocelico <ver láminas fotográficas), lo cual su­
giere que los blastómeros embrionarios reestablecieron -
su metaboltsmo celular. 

F.- Los blastoclstos desarrollados después del perfodo de -­
cultivo a 372c, adquieren un aspecto granuloso visible -
posiblemente debido al tratamiento de refrigeración. Una 
posible explicación de que los embriones en el estadio -
de morula resultaron menos tolerantes al almacenamiento 



a 4ºC, puede ser el hecho de que las células que lo con­
forman son de tamaño superior a las de los blastocistos, 
por lo que esta superficie celular mayor puede ser más -
sensible al daño por temperatura. 

Bon Durán (1981) reporta lo siguiente sobre la colapsación de 
los Blastocistos durante los tratamientos de refrigeración -­
(4). 

La colapsación de los blastocistos durante el tratamiento de 
refrigeración parece ser fenómeno frecuente después de los -­
primeros dos dfas de almacenaJe y podrfa ser debido probable­
mente a la detección del mecanismo del transporte activo, el 
cual ha sido" reportado como responsable del mantenimiento de 
la cavidad blastocélica. 

Una prueba de lo anterior es el hecho de que los embriones CQ 

lapsados restablecen su cavidad blastocelica ·después de que -
son colocados a 37ºC. 

No existen diferencias significativas, comenta Linder (1983) 
entre los blastocistos colapsados y los que han logrado mant~ 
ner su cavidad blastocelica durante el p~rlodo de refrigera-­
ción, cuando después de ese tratamiento son cultivados in vi­
tro o transferidos a hembras receptoras (26). 



Para poder determinar la viabilidad defintiva de estos embriQ 
nes de rata refrigerados1 es necesario que sean transferidos 
a hembras pseudoembarazadas, ya que, nl el cultivo in vitro -
ni las tinciones fluorescentes las podrían determinar con - -
exactitud. 

Llnder 1983 comentó que al haber teñido los embriones almace­
nados en refrigeración, con técnicas fluorescentes se coloreª 
ba el nucleo de las células muertas, observó una mayor propo[ 
ción de blastómeros dañados en la masa celular interna que en 
las trofoblasticas de los blastocistos almacenados por tres -
dfas <26). 

Debido a que en el estadio de blastoclsto la célUla de la ma­
sa celular interna representan una proporción menor que las -
trofoblasttcas, blastoclsto que posea una actividad metaboll­
ca activa de estas Lllttmas pero con la masa celular destrufda 
podrfa desarrollarse in vttro, sin embargo1 no podrfa conti-­
nuar su crecimiento en el Interior de una hembra receptora -­
(26, 43). 



JABLA 1 

DESARROLLO IN VITRO DE EMBRIONES DE RATA EN EL ESTADIO DE MO­
RULA Y BLASTOCISTO DESPUES QUE FUERON MANTENIDOS A 4ºC POR Dl 
FERENTES LAPSOS DE TIEMPO. 

ESTADIO EMBRIONARIO % DESARROLLO 
TIEMPO CHRS) 

12 24 48 72 120 

(62/45)*(61 /0)* 

MORULA 72.6 o o o o 

(64/58)*(66/52)*(66/38)*(60/22}* 

BLASTOCISTO o 90.6 78.8 57.6 36.6 

* EMBRIONES ALMACENADOS / EMBRIONES DESARROLLADOS. 



LAMINA Nº 1 

REFRIGERACION-DE MORULA DE RATA 



LAMINA 1: REFRIGERACION DE r.«lRULA DE RATA 

ria. 1~ Ml)RULAS DE RATAS COLECTADAS EN EL CUARTO 
DIA DEL EMBARAZO. 

ÍIGo 2. MÓRULAS RErRIGIRADAS POR 12 HORAS. 



LAMINA Nº 2. 

REFRIGERACION DE MORULAS DE RATA 



LAMINA 11: REFRIGERACION DE ti#JRULAS DE RATA 

f'tGo 3. M6RULAS REf""'IGERADAS POR 48 HORAS• 

flG. 4. BLASTOCISTOS ~ESARROLLADOS A PARTIR DE 
MÓRULAS REfRIGERADAS 48 HORAS Y CULTI­
VADAS POSTERIORMENTE IN VITRO. 

I t00..)<M l 



LAMINA N2 1 

REFRIGERACION DE BLASTOCISTOS DE RATA 



LAMINA 1: · REFRIGERACION DE BLASTOCISTOS DE RATA 

·F10. 1. BL~STCCISTOS COLECTADOS EN EL QUINTO DIA 
· DEL EMBRAZO. 

, ' 
l;ifu"'-. 
m~·l'-··· 

... 
• 

.. 

'F10. 2. -BLASTOCISTOS COLAPSADOS DESPUES DE 49· 
HORAS DE REfRIGEHACl6N 

- 'I 10<y<M f 



LAMINA Nº. I I 

REFRIGERACION DE BLASTOCISTOS DE RATA 



LAMINA 2: REíRIGERACION DE BLASTOCISTOS DE RATA 

• 

. . 
..... .;i .. ~ 

·. • 
• 

rf' 1 Go 3, Bl.ASTOC 1 STOS REEXPANO 1 DOS Ot:SPUES Dt 6 
HORAS DE CULTIVO IN VITRO • 

• 

flGo 4. 8LASTOCISTOS REEXPANDIDOS DESPUES DE 24 
HORAS DE CULTIVO IN VITRO.. 

1100_J<M i· 



VII.- CONCLUSIONES 

De los resultados obtentdos en el presente trabaJo se puede -
conclufr: 

1.- Que los embriones en el estadto de morula son más sensi­
bles que los blastoctstos a los daños producidos por el 
almacenaje a 4QC, 

11.- Que la vtabll1dad in vltro de los blastoclstos refrlgerª 
dos por un lapso de 48 hrs. no se ve considerablemente -
afectada. 

III.- Que los embriones en estadio de blastocistos sufren una 
colapsación (pérdida del espacio blastocellco> a conce-­
cuencia de la temperatura de refrigeraciónJ sin embargoJ 
estos pueden restablecer dicho espacio cuando son colocª 
dos a temperatura fisiológica. 



RECOMENDACION DEL AUTOR: 

Con los conocimientos que se adquieren en futuras investiga--

clones sobre los requerimientos de los· embriones de mamiferos 

en el laboratorio, será posible desarrollar medios de refrigª· 

ración más eficientes que permitan el almacenamiento de los -

embriones por perfodos prolongados, sin que su viabilidad se 

vea afectada, lo cual beneficiará los niveles reproductivos -

de los animales domésticos. 
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