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.- RESUMEN

Considerando los embriones de la rata (wistar) como modelos -
apropiados de estudios en el drea de reproduccidén, se planted
el objetivo de observar si la temperatura de refrigeracidén --
(49C) alteraba la viabilidad de éstos.

Los estadios embrionarios estudiados fueron el de morula y --
blastocisto, los cuales se obtuvieron perfundiendo el oviduc-
to del animal en el cuarto y quinto dfa de la gestacidn res--
pectivamente. El medio de conservacion utilizado para la re-
frigeracion de los embriones, fué la solucidn de Fosfato - --
(PBS) suplementado con: Glucosa, Piruvato de Sodio, Antibidti
cos y Suero de Rata.

Los tiempos de refrigeracidn fueron: 12 hrs., 24 hrs,, 48
hrs., 72 hrs., y 120 hrs., al término de los cuales los en
briones se colocaron en el medio de PBS nuevo y se cultivaron
a 379C por 24 horas con la finalidad de observar si continua-
,ban su desarrollo,



LOS PORCENTAJES DE DESARROLLO EMBRIONARIO OBTENIDOS FUERON:

ESTADIO EMBRIONARIO

% DE DESARROLLO

MORULA

TIEMPO  ( HRS. )

12 24 48 72 120

726 0 0 0 0

BLASTOCISTO

0 90.6 78.8 57.6 36.6

De los resultados obtenidos se puede reducir que la temperatu
‘rade refrigeracion, por perfodos de entre 24 y 48 horas, - -
afecta poco la viabilidad de los Blastocistos de Rata, en con
traposicion al estadio de morula, el cual se ve sumamente - -

. afectado durante este perfodo.



I1.- INTRODUCCION

Aunque los ovarios de los mamfferos contienen cientos de mi--
les de ovocitos, el numero de la progenie que una hembra pro-
duce es pequefio en relacién a dicho numero. En los animales
domésticos, el ndmero de veces que una hembra puede quedar --
prefiada se ve limitada por el perfodo que dura la gestacidn.
Mas aun, solamente uno o dos dvulos se liberan por el ciclo -
estral en las especies que no producen camadas. El numero de
crias que una hembra puede producir durante su vida., se incre
menta en gran medida por medio de la técnica de transferencia
de embriones (17). '

El primer trasplante exitoso de embriones lo reportd 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 aplicaciones en el drea de la produccién animal.

+Desde principios de siglo, se han desarrollado estudios enca-



minados a conocer las caracteristicas morfoldgicas del ovoci-
to de mam{fero; sin embargo, no ha sido sino hasta las ulti--
mas décadas cuando se ha logrado un avance trascendental en -
este campo; debido fundamentalmente a la evolucidn de las - -
ciencias bioldgicas en el drea de la reproduccién. Por otro
lado, a partir de los 50's, la creacidn de medios de cultivo
que han permitido el desarrollo de los embriones de mamifero
invitro, lo que ha facilitado el avance del conocimiento Bio-
quimico del embridn.

A.- DESARROLLO EMBRIONARIO

Una vez realizada la fertilizacidn en el oviducto se inicla -
el transporte del embridn a través de este, siendo caracterfs
tica de cada especie la duracidn que se requiere para que al-
cancen el utero (Cuadro N2 1) (46), durante el descenso de --
los embriones se llevan a cabo las primeras etapas de la dife
renciacidén embrionaria (17).

La velocidad de progresidn del embridn 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--
tencidn del embridn, mientras que en otras, la velocidad de -
traslado se ve incrementada considerablemente (8.15).

. Entre los factores que se han considerado que intervienen en



la regulacidn del transporte de los embriones, destacan las -
contracclones musculares y el movimiento ciliar, mismos que -
son influfdos por estrdgenos y progestinas (32), as{ como tam
bién los flufdos tubaricos y uterinos.

Durante el transporte a través del oviducto se iniclan las di
visiones mitdticas en el embridn, las cuales producen la for-
macidén progresiva de células de menor tamafio.

Los embriones de 2, 4 y 8 células as{ como la morula y el - -
Blastocisto (estadio acompafiado de una cavidad) (6), son en -
tamafio practicamente iguales al évulo original, siendo sdlo -
en algunas ocasiones un poco mds grande pero en todos los ca-
s0s teniendo menos masa. La formacidn de embriones de 4 y 8
células se lleva a cabo por medio de divisiones sincronizadas.
En otras palabras, los blastdmeros (24), se dividen practica-
mente al mismo tiempo.

Las caracteristicas (inicio, duracidn., etc.) de las divisio--
nes celulares en el embridén varian entre las diferentes espe-
cies. Asf por ejemplo, en la Rata la primera mitosis se pre-
senta aproximadamente un dfa después de la fertilizacidn, la
segunda divisidén se lleva a cabo en un perfodo de tiempo mds
corto.

«Por otro lado en el ratdén se forma la morula en la mafana del



tercer dfa después de la fertilizacidn, mientras que en la ma
yorfa de los mam{feros, alcanzan el estadio de morula aproxi-
madamente en el quinto dia y el de Blastocisto, al final de -
la primera semana de gestacién (Cuadro N2 1),

La mayorfa de los investigadores coinciden en considerar el -
estadio de morula cuando hay 32 células o mds sin que exista
una cavidad en el interior del embrién. Sin embargo, esta --
observacion es poco prdctica, ya que en la mayoria de las es-
pecies es diffcil contar bajo el microscdpio el numero de cé-
lulas que conforman el embridén, teniendo como complicacidn --
adicional que en algunas especies se presentan Blastocistos -
muy pequefios (rata, ratdén hamster), ademds que al principio -
de la formacidn de la cavidad del Blastocisto (6), puede pre-
sentarse incluso en el estadio de las 16 células. De esta ma
nera se recomienda denominar “Estadio Preblastocistico” al em
bridén que posea mds de 8 células y que no cuente con espacio
alguno en su intertior.

Durante el transporte en ia mayoria de las especies el em- --
brién se encuentra rodeado por 1a zona pelucida, la cual le -
da una apariencia esférica de distribucidn uniforme (14,31,36)

En un polo del Blastocisto hay un grupo de células que sobre-
salen hacia la cavidad (masa interna, masa embrionaria), de -
estas células se formara posteriormente el embridn (13),



B.~ CULTIVO DE EMBRIONES DE ANIMALES DE LABORATORIO

EL principal objetivo de las técnicas modernas es aprovechar
de un modo mds flexible el potencial reproductivo de los ani-
males domésticos., tanto en términos de aprovechamiento para -
manipular en el laboratorio los gametos v los embriones no im
plantados.

Los primeros estudios con embriones de conejo, demostraron --
que era posible cultivarlos desde el estadio de una célula --
hasta el de Blastocisto, siempre que el medio de cultivo con-
tuviera una gran proporcion (mds del 50%) de suero homdlogo o
herérologo tratado al calor (10), pero no se logra observar -
el desarrollo mds alld de la fase citada.

En experimentos mds recientes, se han estudiado los requeri--
mientos nutritivos necesarios para el cultivo apropiado de ca
da una de las etapas de la preimplantacién (29), y se ha en--
contrado la necesidad de inclufr cierto tipo de aminoacidos -
al medio (11,21).

Generalmente resulta muy diffcil cultivar el ovocito de mu- -
chos animales de laboratorio, mientras que los embriones obte
nidos en el estadio de 4-8 células suelen desarrollarse in vi
tro hasta el estado de Blastocisto, especialmente si en el me
dio de cultivo se Incluye las fracciones protelcas adecuadas
40) .



Sin embargo, los embriones de ratdn -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 crias viables -
después de ser transferidos a hembras receptoras (28).

De hecho el cultivo de embriones de ratén se ha empleado como
modelo para estudiar las actividades y necesidades metabdli--
cas de los embriones antes de su Implantacidén y sobre la base
de estos trabalos se identificaron 1as necesidades de Piruva-
to. lactato v algunas fuentes de nitrdégeno en los medios cul-
tivo.

C.- ALMACENAMIENTO DE EMBRIONES

Para manejos experimentales y almacenamiento entre la recupe-
racidn y el trasplante, los embriones por 1o general se man--
tienen en un medio de cultivo a 379C. En la mayoria de los -
estudios, el desarrollo de los embriones in vitro, se vuelve

mads lenta, con frecuencia a dos terclos de la tasa normal in

vivo. Sin embargo, estos continuan desarrollandose por dos,

tres o mas dfas, aunque la frecuencia de gestacidén por 1o ge-
neral se reduce si se trasplantan después de mds de 24 hrs. -
in vitro (12).

Estudios recientes 1levados a cabo ennborregos, (37, 47, 48 y
49) y cerdos (12, 25, 26 v 47) muestran que el desarrollo de
1os embriones de 4 o mds células de estas especies se lleva a



cabo muy bien in vitro en medios relativamente simples.

~ Un embridn rara vez se mantiene con éxito durante varias ho--
ras hasta un dfa entre su recoleccién y su trasplante a tempe
ratura ambiente (15-252C); sin embargo, si se enfrfan entre -
0-10 grados centigrados o se transfieren al oviducto ligado -
de una coneja pueden almacenarse durante varios dfas con poca
reduccién de la viabilidad (5, 16, 23). El desarrollo de los
embriones continda de manera normal en el oviducto de la cone
Ja, pero disminuye durante el almacenamiento a 0-109C.

para su almacenamiento a largo plazo y transportacidn facil,
los embriones en la etapa final de morula o inicial de Blasto
cisto puede congelarse a la temperatura de nitrdgeno 1fquido.

La principal desventaja de los embriones congelados es que --
las frecuencias de gestacidn son sélo 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 rapidamente.

1.- INFLUENCIA DE LA TEMPERATURA EN LOS PROCESOS METABOLICOS

Todas las células vivas estan expuestas a ciertos grados de -
variacidén térmica del medio., Dicha variacidn es muy limitada

en algunos casos, sin embargo, cuando la temperatura del l{--
quido interno que bafa las células (sangre o lfquido intersti



cial), se regula con mucho cuidado,por ejemplo, en los anima-
les de sangre caliente se presentan pequefios cambios de tempe
ratura.

En vista de sus efectos sobre-los procesos vitales, y de que
la mayor parte de las células solo tienen 1Imites estrechos -
de adaptacion a los cambios térmicos, la temperatura es un --
factor importante en la distribucidn de los seres vivos,

Una temperatura ambiental, no necesariamente puede ser optima
para todas las funciones celulares. Ademds, una temperatura
favorable para una funcidn dada durante una exposicidn breve
de la célula puede resultar peligrosa si la exposicidn es pro
longada. Por consigulente, los efectos de la temperatura de-
ben estudiarse con sumo cuidado., cuando se investiga un proce
so bioldgico.

Los estrechos limites de temperatura.dentro de las cuales las
células llevan a cabo sus actividades vitales forman la zona
Biocindtica que va aproximadamente de 10-452C.

Algunos microorganismos (termofilos) toleran temperaturas su-
periores a 452C en tanto que otros (criofilos) pueden sopor-
tar temperaturas mucho mds bajas que 102C,



Casi todos los organismos pueden resistir variaclones de tem-
peratura mucho mayvores en estado inactivo que en estado acti-
vo (2).

A.~- RESISTENCIA AL FRIO

Cuando la temperatura desclende hasta los limites Inferiores
tolerables, muchas células se vuelven relativamente inacti- -
vas. Muy pocas conservan su actividad en el punto de conge-
lacidn del agua atin cuando pueden sobrevivir.

La Hipotermia, tanto natural (animales hibernantes) como la -
fnducida (otros organismos) se acompafia de descenso de metabo
. 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 solucidén que la rodea; por consiguiente, sale —-
agua de las células hacia el lIquido circundante, y el resul-
tado es una mayor concentracién de solutos en la célula (3).

Esta elevada concentracidn de solutos en la célula aumenta el
punto de congelacidn, pero también es nociva para la célula,
bien sea que se deba a congelacidn o aplicaciones directas a
las células de soluciones de concentracidn equivalente (33,34)



En algunos casos, la célula puede perder hasta 60-90% de agua
libre. Sin embargo, muchas células pueden soportar una casi -
congelacidén a menos 52C. Y volver a tomar agua durante la des
congelacidn sin lesidn demostrable (33,34).

B.- ACTIVIDAD ENZIMATICA EN FUNCION DE LA TEMPERATURA

Una enzima es un biocatalizador de naturaleza protéica, al --
fgual que otros catalizadores, acelera la velocidad de una --
reaccion sin 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 funcion principal de un catalizador consiste en hacer des-
cender la energfa de activacidn (energfa cinética) que necesi
ta una molécula para poder intervenir en una reaccidn particu
lar. En otras palabras el catalizador baja la barrera energé
tica que la molécula ha de franquear. Aumenta asf la veloci-
dad de la reaccidn, porgue a cualquier temperatura dada, es -
probable que las moléculas que tengan poca energfa sean mads -
gue las que tengan mucha.

La temperatura también modifica la actividad de las enzimas.
Los experimentos con enzimas de hidrolisis indican que estas
reacciones son mds rapidas a la temperatura dptima para la hi
drolasa.



La temperatura dptima difiere en las enzimas de distintos or-
ganismos (2).

En forma similar, la temperatura dptima para las actividades
cataliticas de las enzimas hidrolfticas se encuentran muy cer
ca de la temperatura normal de la célula correspondiente (2).

Un aumento de la temperatura hasta la dptima significa hidré-
lisis mds rdpida porque es mayor el numero de moléculas que -
posee la energfa de activacidn necesaria (18).

Si se pasa del punto dptimo, disminuye otra vez la veloclidad
de hidrélisis. Esto se explica de la forma siguiente: S6lo --
tiene actividad catalitica la forma natural o no alterada de
la enzima; por lo tanto, siendo iguales los demds factores, -
la velocidad de hidrélisis depende de la concentracidn de en-
Zima natural. (18,33).

A cualquier temperatura, dentro de los limites caracterf{sti--
cos del organismo, existe un equilibrio entre enzima natural

y desnaturalizada. Este equilibrio puede alterarse en cual- -
quier direccidn. Al aumentar la temperatura, aumenta también

la proporcién de la enzima desnaturalizada, por lo tanto, al

disminuir la cantidad de enzima natural, la velocidad de la -
hidrélisis catalizada hace los mismo.



C.~ TEMPERATURA Y ACTIVIDAD RESPIRATORIA DE LA CELULA,

La actividad respiratoria de una suspensién de células aumen-
ta cuando la temperatura ambiente, dentro de los limites de -
la zona Bloclnétlca también aumenta.

El coeficiente de temperatura (Q10) de la respiracidn, gene--
ralmente se encuentra entre dos y cuatro; esto significa que
un aumento de temperatura de 102C., eleva entre 2 y 4 veces -
la velocidad de las reacciones; sin embargo, la exposicidn a
temperaturas superiores al 6ptimo en la zona biocinética pue-
de producir una lesidn después de la cual vuelve a descender
la respiracidn (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. va aue
esto incrementarfa el tiempo de la estancia de los embriones
entre su obtencién y su transferencia, 1o que permitirfa 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 refrigeracidn 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 refrigeracidn de embriones tanto de animales de laborato--
rio (ratén, conejo) como doméstico (vaca. cerdo) han sido es-
tudiados por diversos autores:; sin embargo, este procedimien-
to ha sido poco trabajado en los embriones de rata (43).

Wales ha encontrado aque la Glicolisis de blastocistos cultiva
dos In vitro a 379C., no se vid afectada cuando esos mismos -
embriones se encontraban en etapa de dos células y fueron re-
frigerados (52C) por perfodos breves (43).

El porcentaje de sobrevivencia tanto en los embriones refrige
rados 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 adicidén de Glicerol o Dimetilsufoxido (DMSO) -
(5%v/v) al medio de refrigeracidn para embriones (sol. Ringer)
de rata de dos células no aumentaba la viabilidad de estos -
.cuando eran refrigerados por un lapso de 24 hrs, a 4-59C,



Asf mismo, estos autores (Whittingham y Cols. 1969), han en--
contrado que la utilizacién de una solucidn de fosfato es mds
conveniente para emplearla en medio de refrigeracidn para em-
briones que una solucidn amortiguada con bicarbonato.

Linder y Cols. (1982), comentan que lgs porcentajes de viabi-
lidad de los embriones, después de su refrigeracién 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 tifien a las
células muertas, han encontrado aque el deterioro del 25% de -
los blastomcios de l1a masa celular interna de un blastocisto
no impide su desarrollo in vitre; sin embargo, si afecta su -
crecimiento in vivo.

El porcentaje del suplemento serico del medio de refrigera- -
cion, no influye de manera significativa en el desarrollo in
vitro de los embriones cuando es fncrementado de un 10 a un -
25% (26).

Un enfoque importante de investigacidn que se ha dado a la --
transferencia de embriones de bovinos ha sido el desarroilo -
de sistemas de almacenaje de embriones, para todas aquellas -
ocasiones en donde estos sobrepasan el numero 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 fisioldgicas (47,49) y la congela- -



cidn en nitrégeno liquido (27).

El cultivo de embriones a temperaturas fisioldgicas (30) 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 metabdlico embrionario (47,48); 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 recep
tora disponible.

No asf el congelamiento de embriones en nitrdgeno 1fquido que
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
cipalmente 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 -
bdsicamente en refrigerar los embriones a temperaturas que ~-
van de 0 a 102C., por perfodos de uno a quince dfas (1,9,20,-
22,38,45).



CUADRO 1

RELACION ENTRE EL TRANSPORTE Y ESTADIO DE DIFERENCIACION

DEL EMBRION
e —— ]

(u6)

DURACION ESTADIO
DEL TRANS QUE EN-
PORTE A BLAS- TRA EN DIA DE
TRAVES DEL TOCIS |CAVIDAD | IMPLAN
ESPECIES OVIDUCTO (HRS)| 2cel | 4cel | Hcel |TO. UTERINA { TACION
HUMAND 60-70 morula
temprana 6-7
MON~RHESUS 96 48 60 84 20 { morula
tardia 9
CERDD 24-48 tel. 11-20
CONEJD 56-62 48 60 72 84 | morula
tardia 7
DVEJA 77-96 morula
tard{a 15- 17
VACA g6 morula
temprana
CABRA a8 morula
temprana
PERRD 192~ %68 morula
tardia 1112
GATO b 68 72 ay 96 {120~ 16 | morula
' tardia 112
RATA 95. 100 48-72 ay 8 20 | morula
tardia 6
RATON 72 48 72 84 96 | morula
tardia 5
GERAD 48 72 a4 96 6
HURON 72 84 96~ 120] 14~ 168 morula
tempranaj 1+=12
CONEJILLO 72 96 120 136 |{8cel. 6
DE INDIAS
HAMSTER 48 72 96 18 | 4-8 cel. 5
Z0ORRO 72 96 120- 14} Hb- 16




I111.- OBJETIVOS

El objetivo del presente trabajo es el de estudiar si la tem-
peratura de refrigeracidn (49C) altera el desarrollo in vitro
de los embriones de rata, as! como observar que estadio em~ -
brionario (morula o blastocisto) resulta mds adecuado para di
cho tratamiento.

IV.- HIPOTESIS

Si la temperatura de refrigeracién (42C) disminuye los proce-
sos metabdlicos celulares, entonces un embridn de rata en el
estadio de preimplantacidén 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 utilizé en el presente trabajo fué: Estu--
che de diseccidn, microscopio invertido (Olympus), microsco--
pio de contraste de fases (Olympus), caja de petri, vidrio de
reloj, 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 dia del embara
zo respectivamente (considerandose como dfa I, el dfa de la -
deteccidn del tapdn vaginal.

Para la obtencién de los embriones se procedid de la siguien-
te manera: Se sacrifica el animal por medio de la dislocacidn
cervical, su regidn ventral se esteriliza utilizando una solu
cidén de benzal dilufda al 0.1%, para posteriormente efectuar
en esta regidn una incisidén en forma de “V” con la finalidad
de poner al descubierto el aparato reproductor.

Se disecan los oviductos asf como el dtero y se sumergen en -
una solucién salina esteril. Para la obtencidn de los embrio-
nes se perfunden los oviductos en su regidn fimbrica utilizan
do una aguja del # 27 y pinzas de relojero.

Aproximadamente se requiere de I-2 ml. de solucidn salina es-
teril para lograr perfundir completamente el drgano. El 1fqui
do de perfunsidn se colecta en vidrios de reloj jpara su poste
rior observacidn.

Todos los embriones colectados y clasificados como morfologi-
camente normales se lavan por 1o menos una vez en medio fres-
€0 (PBS) antes de ser transferidos al medio de refrigeracidn.



Las operaciones de colecta y traslado de los embriones se rea
11zan con una pipeta Pasteur cuya punta posee un didmetro de
150 micras aproximadamente.

B.- MEDIO Y METODO DE REFRIGERACION.

El medio utilizado tanto para la colecta, refrigeracidén y cul
tivo de los embriones fue la solucién de fosfato de Dulbecco
(PBS) suplementada con Glucosa (1g/1t). Piruvato de sodio - -
(0.0289/1t) Penicilina (100-UI/ml) y suero de rata (20%).

Una vez clasificado los embriones se colocaron en un tubo de
ensayo que contenfa 1 ml. de medlo de refrigeracién. Los tu-
bos se cerraron herméticamente y se depositaron en un vaso --
precipitado que posefa 200 ml. de agua a temperatura ambiente.
con la finalidad de que este sistema regulara la disminucidn
de la temperatura cuando se coloque en el interior del refri-
gerador.

El tiempo aproximado que se lleva en alcanzar la temperatura
de 42C es de 4-5.5 hrs. Durante todo el tiempo que los em- -
briones permanecieron almacenados se encontraron en completa
obscuridad, la cual se logré cubriendo cuidadosamente el reci
piente que las contenfa con papel aluminio,

kos tiempos de refrigeracidn estudiados fueron de: 12 hrs., -



24 brs., 48 nrs., 72 hrs., y 120 hrs. Al término de estos pe
rfodos se colocaron los tubos de ensaye que contenfan a los -
embriones, a temperatura ambiente para dejar que estos alcan-
zaran dicha temperatura, lo cual llevaba media hora aproxima-
damente.

Posteriormente, .10s embriones se evaluaron nuevamente y se co
locaron en medio fresco para su cultivo a 379C 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 refrigeracidn embrionaria se =
encuentran en la tabla uno, como en las siguientes ldminas fo
togréficas. De esto se puede hacer notar lo siguiente:

A.,- Los embriones en el estadio de morula son mds sensibles
a la temperatura de refrigeracion que los blastocistos.,
ya que solo pueden ser almacenados bajo estas condicio--
nes por 12 hrs.

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



C.-

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

La viabilidad de los embriones almacenados a 42C disminu
ye con el tiempo; sin embargo, la velocidad de la dismi-
nucidn de la temperatura no la afecta. El porcentaje de
desarrollo de blastocistos cultivados in vitro fue de -

90.6%, 78.8%, 57.6% y 26.6% después de que fueron almace
nados a 49C por 24 hrs., 48 hrs., 72 hrs,, 120 hrs. res-
pectivamente.

Los blastocistos refrigerados por un perfodo de 48 hrs.,
o0 mds sufren en un gran porcentaje una colapsacién - - -
(70-80%) (ver ldminas fotograficas).

Cuando los blastocistos colapsados son colocados a tempe
raturas fisioldgicas de cultivo (372C) recuperan su espa
cio blastocelico (ver ldminas fotograficas), lo cual su-
giere que los blastdmeros embrionarios reestablecieron -
su metabolismo celular,

Los blastocistos desarrollados después del perfodo de --
cultivo a 372C, adquieren un aspecto granuloso visible -
posiblemente debido al tratamiento de refrigeracidn. Una
posible explicacién de que los embriones en el estadio -
de morula resultaron menos tolerantes al almacenamiento



a 49C, puede ser el hecho de que las células que lo con-
forman son de tamafio superior a las de los blastocistos,
por 10 que esta superficie celular mayor puede ser mds -
sensible al dafio por temperatura.

Bon Durdn (1981) reporta lo siguiente sobre la colapsacidn de
los Blastocistos durante los tratamientos de refrigeracidn --
(4),

La colapsacidn de los blastocistos durante el tratamiento de

refrigeracidn parece ser fendmeno frecuente después de los --
primeros dos dias de almacenaje vy podria ser debido probable-
mente a la deteccidn 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 1os embriones co
lapsados restablecen su cavidad blastocelica después de que -
son colocados a 379C,

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



Para poder determipar la viabllidad defintiva de estos embrig
nes de rata refrigerados. es necesario gue sean transferidos
a hembras pseudoembarazadas, va que, ni el cultivo In vitro -
ni las tinciones fluorescentes las podrfan determinar con - -
exactitud.

Linder 1983 comentd que al haber tefiido los embriones almace-
nados en refrigeracion, con técnicas fluorescentes se colorea
ba el nucleo de las células muertas, observd una mayor propor
cidn de blastdmeros danados en la masa celular interna que en
las trofoblasticas de los blastocistos almacenados por tres -
dfas (26).

Debido a que en el estadio de blastocisto la célula de la ma-
sa celular interna representan una proporcién menor que las -
trofoblasticas, blastocisto que posea una actividad metaboli-
ca activa de estas ultimas pero con la masa celular destrulda
podr{a desarrollarse in vitro, sin embargo., no podrfa conti--
nuar su crecimiento en el interior de una hembra receptora --
(26, 43),



TABLA 1

DESARROLLO IN VITRO DE EMBRIONES DE RATA EN EL ESTADIO DE MO-
RULA Y BLASTOCISTO DESPUES QUE FUERON MANTENIDOS A 42C POR DI
FERENTES LAPSQOS DE TIEMPO.

ESTADIO EMBRIONARIO | % DESARROLLO
TIEMPO  (HRS) '
12 2 48 72 120

{62/45)*(61/0)*
MORULA 726 0 0 0 0

(64/58)*(66/52)*(66/38)*(60/22)*
BLASTOCISTO 0 0.6 78.8 57.6 36.6

* EMBRIONES ALMACENADOS / EMBRIONES DESARROLLADOS.
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LAMINA 11: REFRIGERACION DE MORULAS DE RATA

F1e. 4. BLASTOCISTOS DESARROLLADOS A PARTIR DE
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VADAS POSTERIORMENTE IN VITRO, '
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LAMINA 2: REFRIGERACION DE BLASTOCISTOS DE RATA

‘109/<u"

Fi6. 3. BLASTOCISTOS REEXPANDIDOS DESPUES DE 6
HORAS DE cuLTivo [N VITRO.

~F16. 4. BLASTOCISTOS REEXPANDIDOS DESPUES DE 24
HORAS DE cuLTivo IN VITRO,



VII.- CONCLUSIONES

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

[.- Que los embriones en el estadio de morula son mds sensi-
bles que los blastocistos a los daiios producidos por el
almacenaje a 49C,

Il.- Que la viabilidad in _vitro de los blastocistos refrigera
dos por un lapso de 48 hrs. no se ve considerablemente -
afectada.

.- Que los embriones en estadio de blastocistos sufren una
colapsacidn (pérdida del espacio blastocelico) a conce--
cuencia de la temperatura de refrigeracidn, sin embargo,
estos pueden restablecer dicho espacio cuando son coloca
dos a temperatura fisioldgica.



RECOMENDACION DEL AUTOR:

Con los conoclﬁlentos que se adquieren en futuras investiga--
clonés sobre los requerimientos de los embriones de mamiferos
en el laboratorio, serd posible desarrollar medios de refrige-
racion mas eficientes que perhltan el almacenamiento de los -
embriones Dorloerfodos prolongados, sin que su viabilidad se
vea afectada, lo cual beneficlard los niveles reproductivos -

de los animales domésticos.
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