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T RESUMEN

Dantre de las técnicas desarrolladas pasra el trang
pnrte de embricnes de animales dnmésticos, ae encuentra
el almacenaje de estns en el interior del aparato repro
ducter del :nnejo. Sin embarpo, actuslmente este tipo
de animales no resulta muy econdmico para poderlos em-

plear en esta clase de investipaciones.

De esta manera, el objetivn del presente trabajo
fue el de estudiar si la rata blanca de laboratorio (ra
za Wistar) es capaz de preservar en buen estado pnf va~-

rios dias los embrinnes que le hayan gsido transferidos.

Los animales fuereon ovariectomizadoa en el segundo
dia de pseudoprefiez, con la finalidad de suprimir la pro
duccidn de hormonas ovaricas {estrdrenos ), recibiendo
posteriormente un tratamients hormonal con progesterona.
En el quinto dfa se les transfirieron embrincnes que pro-

cedian de otrog animales de la misma empecie.

Fstos embriones huespedes permanecieron en el lu-

men uterinn de la receptnra prr un lapso de 3, 5 y 10



dias, para pnateriormente ser recuperados y evaluados.

Rl aspecto morfoldgicn de los embrinnes huespedes
recnlectadns al final del tratamiento hormonal (3, 5 y
10 dias), es el mismo que el observado en los hlastocig
tos elonpados de manera natural en el sexto dfa de emba
razo. Sin embargo, el porcenteje de recoleccidn se vio
gumamente disminuido conforme se prolnngaba el tiempo
de estancia de los embricnes en el interior de las re-
ceptoras. Los porcentajes de recoleccion fueron: 68.0%,
31.04 y 9.4% para los embriones almacenados 3, 5 y 10

dias respectivamente.

¢on los resultados nbtenidons en el presente traba-
jo ¥y con los de investigaciones proximas, en donde se
emplearan embrirnes interespecificns, nos ayudaran para
determinar si la rata puede emplearse como un vehiculo

de almacenaje y transporte de embriones de mamfiferos.



IT INTRODUCCION

A.- ANTECEDENTES E IMPORTANCIA DE LA TRANSFEREN( TA DE
EMBRIONES

En términos generales la transferencia de embrio-
nes consiste en la extraccidn de un embridn en las pri-
meras fases de su desarrolle (blastocisto), del aparato
reproductor de la madre y este es transferido al apara-
tn revroductor de otra hembra, donde el embridn comple-

tard su desarrnllo hasta el nacimiento (8).

La higtoria de la transferencia de embriones se re
monta al afio de 1890, en el cual, Heape logrd tranafe-
rir un embridn del tracte reproductor de una coneja gl
de otra, obteniendo resultadns satisfactorios (10). Cin
cuenta afios mds tarde otrns investigadores como Warwick
¥ Col, experimentaron con embriones de ovejas, pero no
comp una investigacidn de laboratnrio simplemente, sine

dandnle un enfoque mds prdctice a su trabajo (20).

Desde finales de la decada de los cuarentas, hasta

la fecha, esta téchica ha deapertado gran interéds dentro



de las versonas dedicadas a la cliencia animal, como un
instrum~nto de reproduccion y utilizandola como un pro

ducto comercial.

Actualmente, mds del 90% de la actividad comercial
de la transferencia de embriones, ha sidn enfocada hacis
el ganado bovino. Sin embargo esta técnica puede ser -
aplicada g ntras esvecies y muy adecuadamente a agquellas

especies que estan en peligro de extincion (22).

Las ventajas que la transferencia de embriones ofre
ce & los ganaderos son muchas y entre ellas tenemons (20,

22):

1.- Aumenta la capacidad reproductiva de una ternera o

vaca valiraa,

2.- Permite aprovechar el pntencial genético de hembras
que sufren lesiones o que por cualquier razdn no

pueden gestar o parir pero que 8nn fértiles.,



Se acorta el intervaln entre generaciones, median

te la hiperovulacicn de hembras adultas.

El transplante de embrirnes de razas finas a recep
trras nativas de baja productividad, permite utili
zar el votencial zendtico de aquellas en un ambien

te comnletaments diferente.

Permite la incorperacidn de nuevas razas y lineas

a regicnes donde las leyes prohiben la importacidn

de animales.

ALMACENAJE DE FMBRIONES

£l desarrolle de métodos de almacenamiento de em-

brinnes es un requerimiento primariec antes de que la

técnica de transferencia de embriones sea aplicada, ya

que el*mina 1a necesidad de transferir los embriones in

mediatamente y de tener gran ndmero de receptoras en sin

cronia el mismo dfa de la recnleccidn.(12).



En penearal existen tres métodos para el almacena-
mientn y transonrte de embrinnes los cuales son: Refri
geracisn, Congelacidn y un tercero que es dentro del
aparato reoroductor de animales de laboratorio {Biold-

rico).
l.~ REFRIGFRACION

Este métndo se puede considerar como una variante
de 1la cnnegelacidn, puestn gque los embrinnes se conser-
van a temperaturas bajas (o-1o°c). Soln se recomienda
cuando les embriones requieran ser almacenados por un
corte perindo de tiempn (algunas horas) o que se vayan
g transportar a distancias crrtas, ya que se ha demos-
tradn que la vigbilidad de los embriones disminuye mu-~

cho cuando €stos se almacenan a bajas temperaturas,(?2,14).

Trowsnon y Cnl (21), almacenaron veinte blastociatos
de vaca, previamente cultivados, durunte 48 horas a 4%
¥y luego ae trananiantaron a diez receptoras, colacdandnles
unn en cada cuernn uterinn y snlo se desarrollaron oche

fetons normales en seis recentoras.



2.~ CONGELACION

Fste métrdo pnsee actualmente mds ventajas sobre

la refrigeracidn como s~n (22):

a.~ las celulas congeladas no pueden sufrir mutaciones
Fenéticas ni estan expuestas a la contaminacidn

bacteriana.

b.- Sa pueden transportar, en fnrma barata y rapida em
bricnes de animales valirsns a largas distancias y
lugares poco accesibles, minimizando el riesro de
intrnducir enfermedades y eliminando la necesidad

de hacer cuarentenas.

¢c.- Con le congelacidn se pueden almacenar los embrio-
nes haste que las pruebas de progenie esten dispo-

nibles.

Sin embaren, a pesar de estas ventajas y muchas mds
que nuede ofrecer la crneelacicn embricnaria, la gran
desventuja que tiene es que aun con las mejores técnicas

que se tensan disponibles se nbtiene snlamente un 509,



maximn de gestacienes comparadn & cuando no se congela,
aunado al alte costn que tiene el equipo que se requie-
re para la congelacicn de embriones (14). FEsto se pue-~
de comprobar con algunos reportes que se tienen en los

que nog indican que un porcentaje muy bajo de embriones
continuaron au desarrollo después que se congelaron (2,

4, 24).

3.- BIOLOGICO

Un tercer método para almmcenar embriones y ser
transportados a largas distancias, el cual precedio a
la refrigeracidn y congelacidn es el de transferir los
embriones al tracto revrnductor de animales de labora-~
torin como puede ser la coneja, donde estos dependien-~
dn de la etapa en que se transfieran, continuardn su

desarrollo (1, 11, 12, 13).

Un estudio realizado por Lawson y Col (12), nos
muestra como al transferir un alto numero de mdrulas a
1ns ovidugtos de coneja estas ae desarrollaron hasta
blastocistrs. Se recnbraron un total de 48 huevos de

vaca fertilizados (mdrulas) y se tranafirieron a los



oviductos de coneje adulta gue no tenian ningun trata-
miento. Estas conejas se sacrificaron después de dos,
tres y cuatro dias pera le recoleccidn de los huevos,
seccionando los oviductos, De los 48 huevos transferi
dos, 41 fueron recuperados y de estos, 34 aparecieron

normales y siete se fregmentaron.

Experimentos gimileres al anterior se han realiza-
do pero con embriones de otras especies, obteniendo el
mismo éxitoe. Allen y Col (1), recolectaron cinco em-
briones normales y uno de ocho células de distintgs ve
guas, estos embrioncs fueron transferidos a los oviduc
tos ligadog de conejas en estro. Las conejas fueron
transportadas de Cambridge hasgta Cracovia, en una jor-
neda de 33 horas, después de que los embriones permane
cieron de cuarents a cuarenta y cuatro horas en el ovi
ducto de la coneja se recupersron los seis embriones por
levado del oviducto, previo sscrificio de los snimales,
vy se retransfirieron auirirgicamente a cuatro yeguas re
ceptoras, Se les reali-d el diagnéstico de gestacién,

a las yeguaé, entre los 35-80 dias por medio de la detec
¢idn inmunolégica de PNSG ( gonadotropina sérica de yegua

preiiada) y s6lo una de las cuatro fallé en concebir,



No snlamente se han almacenado y transportado em-
briones de vaca y yegua en los oviductos de las conejas
gino tambien emhrinnes de ovejas con resultados muy si-
milares a los anteriores como lo demuestran Hunter y

¢nl y Lawsen y col (11, 13).

C.- “GENFRALIDADES REPRODUCTIVAS DE LA RATA
l.- ¢ICLO ESTRUAL

Cuando las hembras llegan & alcanzar le madurez
sexual, o pubertad, surge er ellas tipos ritmicos de
ennducta sexual, este cambio de conducta (receptibili-
dad sexual) se 1llama estro. La combinacidn de aconte-
simientos fisinldeicos que comienzan con un periodo es
trual y terminan con el sisuiente; se le llama ciclo es

trual {15}.

Se ¢nnasidera gque la rata es un animal poliesirico
estacional, nues cicla continuamente y su ovulacidn es
fle tipo espontanea ya que el epitelio uterine responde

a la eatimulacidn hormrnal (9),

10



¥l ciclo estrual en 1ns animales domdsticos, nn
excluyendo a la rata de labnratnrio,. se puede dividir
A v
en cuatro fases: Estro, Metaestiro, Diestro y Proestro

8.~ FkASWS

Muchos animales presentan ung periodicidad en su
receptibiiidad sexual y muestran cambios en sus patro-
nes de comvnrtamiento y sus caracteristicas externas,
que pueden ser usadas para definir particularmente la
fase del ciclo en que se encuentren. FEn la rata estas
caracter{sticas estan relacinnadas con la citologfa to-
mada del tracto reproductivoe, especificamente de la va-

gina (8, 9).

l.~ FSTRO: se define comm el periodo de recentibilidad
sexual, es cuando la hembra esta preparada para la acep
tacidn del macho. Fn esta fase ocurre la ovulacidn y

se inicia la fermacidn del cuerno amarille. FEn la rata
esta fase puede durar de 9-1% hrs. y se presentan algu-
nna cambing en sus compnrtamientns como son: la movili-

dad dentro de la jaula aumenta, las orejas se erectan y

11



ae presenta una curvatura ep la c¢olumna vertebral (lor-
dosis), cuando existe otra rata. En la citnlogia toma-
da de la vagina se observan células cornificadas y duran
te 1a dltima parte del estrn estas c¢élules aparecen dege
neradas y en muchos ¢8303 Se Tecuperan masas agregadas
de material célular. En esta fase los niveles de estrd-

genog y LH comienzan a decrecer (9, 15).

2.~ METAESTRO: es la fase prat-ovulatoria, se caructe-
riza por el desarrnllo del cuerno amarillo. Fsta fase
puede durar de 18-24 horas. Fn la citologfa tomada de
la varina observamns la presencia de leucocitos alrede-
dor de las células cornificadas. La produccidn de pro-

gesternna crmienza (9, 15).

3.~ DIWSTRO: ¢z 1la fase mds larga de las cuatro y en

la rata tiene una duracidn de A0-70 horas. En esta fa-
se observamrs gque en la citologfa vaginal la mayor par-
te esta cnmpuesta por leucncitns. En esta fase es
cuando predomina la proresternna lutefnica snbre las

estructuras sexunles accesorias (9, 15).

12



4.- PROESTRO: es una fase preliminar para el préximo
perindo estrual. FRsta fase tiene una duracidn de 10-15
horas. La citologia vaginal que podemos observar con-
aiste en células epiteliales nucleadas. FEn esta fase
los valores de progestercona diasminuyen y la liberacidn
de FSH eatimula el crecimientn folicular y as{ aumentan

las concentracirnes de estrdagenns que cnnducen al estro

(9, 15).

CARACTRRISTTCAS CITOLOGTICAS Y COMPORTAMIENTIO DE LA RATA
DURANTE R ¢cICLO ®STRUAL DE HAFEZ ESE (9).

FASE DEL SECRECION NURACION %OMPORTAMIENTO
cICLO VAGINAL
CELULAS Lordosis y
TSPRO Cornificadas 12 Hrs. aceptacicn del
macho
Leucocitos y No mcepta
METAESTRO (dlulas 21 Hrs.
Cornificadas al macho
No acepta
NTRSTRO Leucfcitoa 57 Hra.
al macho
cédlulasg Acepta a8l ma-
PRORSTRO Epnitelialeg 12 Hrs. cho al iniciar
Nucleadas esta etapa

13



Las cambing cfclicrs en 1a citolegia vaginal estan
bajn el control de los estrdzenns ovdricos y la produc-
cidn de estos estd contrnlada por la secrecidn de gona-
dotropinas pituitarias, las cuales son FSH y LH. La 1i
beracidn de estas ennadotropinas esta controlada por la
concentracidn de estrdsenns y progesterona circulantes
en la sangre. Una baja concentracidn de estrigenns es-
timulan a la pituitaria para que se libere FSH. (uando
los foliculos ovdricos estan completamente desarrnlla-
dog y la concentracidn de eatrdeenos aumenta en la san-
gre, hay un mensaje que se manda a la pituitaria para
que se oromueva la formacidn de LH. La ovulacinn ocu-
rre mientras las cantidades de LH aumentan y msnciado
cnhn este evento, las concentraciones de estrdgenns cir-
culantes bajan inmediatamente después de la ovulacidn.
Siguiendo a la ruptura del folfculo, este se transfor-
ma en un cuerno liten que viene a ser funcional bajo la
influencia de la prnlactina pituitaria y la produccidn
de LH es aparentemente inhibida por las altas cantida-
des de progesternna producidas por el cuerpo ldten (3,

9, 15).

14



2.~ GRSTACION -

Cuandn el cervix y la vagina son estimuladns duran_
te 8l esirn, nor medio del ¢nitn, 1a produccién de pro-
lactina por la adennhipnfisis -hnbilita al cuerpo liuten
para que se gecrete progesternna. Esta secrecidn conti
nua prr 10-14 dias aproximadamente y al ocurrir la fer-
tilizacidn se desarrolla 1a nlacenta y ésta asume la

produccidn de profesternna (8, 9).

Bl perindo de cestacidn en la rata de laboratorio

tiene ung duracifn prrmedin de 21-23 dias (9).

Nurante este tiempo no maduran nuevos fnlfculns,
no se presenta el calor y el udtero exverimenta algunoes
cambing comn pueden ser que el endometrio se sensibili-
za para la implantacidn y las gldndulas uterinas aumen-

tan de tamafio para la produccidn de leche uterina.

A causa de la secrecidn de orogesternona la secre-
cidn varinal exhibe un tfvice diestrs con invasidn de
leucocitog y el ciclo es abolidn. La gldndula mamaria
v el pezdn se desarrorllan pronuncindamente por el cator

ceavo dia (9).
1%



3,=  PSHUDOGRSTACION

La pseudogeatacicn es caracterizade por el alarga-
mientn del diestro durante trece dias o mds, entre caln
res sucesivos. Fatn se puede prnducir nor estimulacidn
mecenica o eléctrica del cervix o 1la vagina, durante el
estro. Fn esta pseudorastacicn el endometrio producird
una célula desidual exagerada que reaccionard a varios
traumas no especificons del cusrto al séptimo dia de
pseuvdogestacicon en la rata. La cual estd relacionada a
1a secrecidn de progestarnna nprr un cuerno luten persis

tente (8, 9).
D.=~ TIMPLANTACTION RETARDADA

Fn alrunas especieg ¢nmn 1o son el venado, los roe-
dores y ulrunos carnfvoros, se ha nbservade que despuds
de que el blastncisto pass al lumen uterine, existe una
prolenpacicn del tiempo, antes de jue llerue a implantur
se y la actividad mitdtica v el desarrollo del blastocis
to cesa relativamente. Fata extengidn del tiempo en el
perindo de preimplantacidn ae Lonnce ¢omo Implantacidn

Retardada (3, 5, 9).

16



Fn la rata normalmente, 1nskembrinhes’tarﬁan en pa
gar a traves del oviducto tres'diés‘yfént51 cﬁéf§o dia
de vrefiez entran al dtero, ‘Del dfﬁyéﬁétféféi'dfa'cincn
1ns embriecnes descansan libres eﬁ ia'c;§idad uterina y
en eete tiemnn sufren una trunsformacidn de mdérula a
blastneistn. En la tarde del dfa cingo comienza la ad-
herencia de los blastocistos al epitelio uterino y esto
se considera comn el inicio de la implantacidn. Se to-
ma como dia unn el dfa de deteccidn del tapdn vaginal

(bl 7n 9) 181 23)-

Si una rata se aparra durante el primer estro
post-parto y estd amamaniando seis o mda ¢rims, los
blastoclistos generalmente ﬁn ae implantan el din c¢inco
8ino que vienen a implantarse de dos a catorce dias des
pués, este es un ejemplo de Tmplantacidn Retardada en

forma natural (7, 16).

Nurante el oerindo de la demora de la implantacidn
loa blastocistos descansan libres en el lumen uterino
drnde elles lleran a tener un tamafio un vnco mds grande
v su actividad mitAtica y desarrolln cesa relativamente,

ademds se presentan cambios cuantitatives de algunas de

17



las estruptur&s'finaﬁ;‘ﬁantn de la mass de las c¢élulas

1n§eriﬁy¢§fbdmd en las células trofobldsticas (7).

“f:Ehflé.raﬁé;,la impiéﬁtacién puede ser demorada ex-
perimnntalmeﬁte, ai se ovariectnmiza bilateralmente al
animal en el sesundn o tercer dia de pseudopreiiez y se
le administra diariamente inyeccinnes de progesterona

(6, 7, 16, 18, 23).

En el presente trabajo, durante el periodo de Im-
plantacidn Retardada, nos referiremos a los blastocias-
tns gomo blastocistos latentes y al dtero como itero

latente.

Los factores primarios, aparentemente respnnsables
de la transformacion de un utern de una hembra ciclica,
a8 un dtern latente, (Utern de implantacidn retardada en
2l que el blastncisto es mantenidn en condicidn latente),
gnn: induccidn de preflez y vpseudnoreflez, sepuida de la
nvariec tomia bilateral y subsecuentes inyecciones de oro

regterona diariamente (6, 16, 19)

18



ITII OBJETIVOS

4
El objetivo del precente trabajo es el de evaluar

g1 un animal de laboratorio, como lo es la rats blanca
(raza Wistar), es capaz de preserver en su lumen uteri
no, por un periodo de hasta diez dias, embriones que le
han sido trasferidos en el tercer dfe posterior a una
ovariectomia bilaterel y recibiendo un tratamiento ex

terno de progesterona.

19



IV  MATFRIAL Y METODOS

En el nresente trabajo, se utilizaron embrinnes de
rata blanca de laboraterin, como modele, con una posible
extrapolacidn a embriones de ortras especies. Las razo-
nes por las que se utilizaron embriones de rata son las

siFuientaes:

- Lo econdmicn que resulta la obtencidn de los embrio-
nes.

- La corta duracidn del ciclo estrual en la rata.

- La bagta informacidn que se cuenta en cuanteo a la bio
logfa de la reprrducciAn, de la rata, en el laborato-

rin donde se desarrnlld el experimento.

A.- OBTENCION DE EMBRIONES

1.~ DONADORAS

Se utilizarorn hembras adulitaes virgenes de raza
Wistar, vesandn entre 180-240 gramos, a las cusales
ge les reglizd frotis vaginal diariamente por lo menns

durante tres ciclons, para ver la duracidn prrmedio de

20



su ciclo, el cual fue de 4 0 $ dias. Posteriormente,

en la fase de estro, se nusieron con machos fértiles y
la presencia del tapon vaginal n esprermatozoides en la
mafiana siguiente, confirmaba su coito (dfa 1 de gesta-

clen).

Tl dfa 5 de gestacidn fueron sacrificadas por me~
din de dislocacidn cervical y en la zona ventral se les
realizd antisepsia con una anlucidn de benzal al 0.1%
para posteriormente efectuar la incisidn en ferma de
“V" an esta region, con la finalidad de exponer el apa-

rato reproductor.

Posteriormente, se disecan los oviductos as{ como
el dtero y se colocan en una snlucidn salina estéril,
Para obtener los embriones se perfunden los oviductos
en su regidn fibrica utilizands una aguja del numero 27

y pinzas de relojern.

Para loprar perfundir completamenie el drgano, se
requiere aproximadamente de 1-2 ml. de medio. E1 l{qui
do de perfunaidn se (nlecta en vidring de reloj para su

posterior observacidn al micrnscopio.

21



El medin de perfunsidn utilizado fué una snlucidn
de fesfatos de Dulbeco estéril, suplementada cnn gluco~-
sa (1 gr./1t.), viruvato de sodio (28 pr./1t.) penicili

na (100 UI) y suero de rata (20 %).

Todos los embriones cnlectados, se lavan con el me
dio de perfunsidn, nor le menecs una vez antes de ser
transferidos y se clasifican trmando en cuenta las si-

gulentes caracteristicas:

- Regularidad embrincnaria.

- Tamafin del embridn.

- Fafericidad del embridn.

- Fisuras en la zona pelicida.

- Tamafio del espacio perivitelino.

- Presencia de restns celulares en el espacio perivi-
telino.

- Tntegridad morfoldeica de los blastdmeros.

- Numero de blastdmerrs no integrados.
2.~ RECEPTORAS
En el casn de las hembras receptoras, fueron anima

les con las mismas caracteristicas que las donadnras.

2e



Lo que difiere de estas es que se colocaron con machos
vagsectomizados en lugar de colocarlos (on machos férti
les, estn con la finalidad de obtener animales pseudo-

Festantaes.

A estas, en el sepundo dia de pseudoprefiez, se les
realizd la ovariectom{a de forma bilateral, de la si-
guiente manera; se anestrsiaron con éter y se les rea-
1lizd antisepsia en la residn lateral del abdomen, pos-
terinrmente se les hizeo una incisidn de aproximadamente
1 ¢m. de largo, en forma paralela al fémur, y con unas
pinzas de diseccidn se localizd el cuerno uterine se

exnone este y siruiendolo se localiza el ovario.

Ya expursto el ovario se le realiza una ligadura
en la unidn itero-tubdrica con cetgut de 0000, y se ex-
tirpa el ovarin junto crn el aviducto, después se proce
did a cerrar la pared mbdeminal y piel con seda de 000 y
el otro ovarin se extirpd utilizando la misma técnica.
Se les administre una dosis de penicilina (2000-2500 UI)
y 2 mg de progesterona subcutaneamente, desde el dfa de

la ovariectomia hasta el dfa del sacrificio.



a)

b)

c)

d)

LAMINA FOTOGRAFICA I

Fotngrafia que muestra una hembra sacri-
ficada, con la incisidn en forma de "V

en la regidn ventral.

Fotografia que muestra la exposicidn del

utero y su forma de disecarlo.

Fotograffa que muestra la manera de perfun
dir el organo para la cnlecta de los embrio

nes.
Fotografia gque muestra la manera de identi

ficar los embriones y su clasificacidn en

cuanto a su morfrlogia.
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B.= TECNTCA DR TRANSFERENCTIA DE EMBRIONES

Al tercer dfa de la nvariectomia (52 dfa de pseu-
dnprefiez) se les realizd el transplante de embriones a
las ratas receptoras por medio de una simplificacidn de

la técnica descrita por Noyes y Dickmann (17).

Log embrionrs para ser transferidns se cnlncaron
an una micropipeta con 0.0001-0.0005 ml de medio aproxi
madamente. Las receptoras fuernn aneatesiadas con éter
¥ su cuernn uterino fue expuesato por medio de una ingi-
cidn que se realizé paralelamente a la que se hizo en
la nvariectomfa. Tl cuernn uterine fue sostenidoe con
el dedo fndice y pulgar y la varasd antimesometrinl del
itero fue puncinnada con una seujs fina de cirugia para
crear un nase hasta el lumen uterino. Entonces la micro
pimerta fue insertnda a traves de este rasaje y los blas-
tncistos fuermsn denonsitadeos en el lumen uterino, en un
ndmero de cuntrn blastocistiers por cuerno uterine. Des-
pues que las transferencias fueron hechas, la pared ab-
dominal y la piel fueron cerradas con seda de 000 y se
les continud el tratamientn de progesterona hasta al

d{a del sacrificio.
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En el presente trabmjo se realizaron tres gruposg,
de cinco animales de cada srupo, con la finalidad de ob
gervar 1og onrecentajes de recuveracidn embricnaria y
evaluacidn morfolrdgica de les mismos, cuando lns embrip
nes huesnedes (blmatocistrs latentes) permansciernn en
el lumen uterinn de la rata receptora (dtern de implan-

tacidn retardada) por un lapso de 3, 5 y 10 dias.

C.~ RFECUPERACION DE EMRRIONES

Los embrinnes se recuperaron despuds de haber per-
manecido, en el lumen uterinn de la rats receptnra 3,
5, ¥y 10 dias. TFsta recuperacidn embrionaria se realizd
de la misma manera como se nbtuvieron los embriones de

las ratas donadoras.

Los embricnes recuparados se observaron al micros-
copin para evaluarlos de acuerdo a las caracter{sticas

con que se evaluarnn lna embrinnes de las ratas donado-

Ta3.
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LAMINA FOTOGRAFICA IX

a) Fotografia que muestra el ovario expuesto,

para su nnsterior diseccidn.

b) Fotografia que muestra el itero expuesto,
para su puncidn que facilitard la entrada

de la micropipeta de transterencia.

¢) Fotograffa que muestra el mnmentn de la

transferencia de los emhriones en el lumen

uterino.,
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Fige le~ Secuencia del Tratamiento en las Ratas

Receptoras.
A B c D B P
DIA et - ) e 4

61 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

111 1

Ao~ Deteccibn de Proestro.

B.~ Ovariectomia Bilateral.

C.~ Trancsferencia de Blastocistos.

D.~ Recoleccidn de Blastocistos, del Grupo "A%,

B.~ Recoleccidn de Blastocistos, del Grupo "BY,

P.~ Recoleccién de Blestocistos, del Grupo "C",

G.~ Estimidacidn Cervical con lkachos Vasectomizados,

H.~ Tratamiento de Progesterona, 2 mg/dia.
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v RESULTADOS

Los resultados que se obtuvieron en el presente
traba jo, se resumen en la tabla 1 y son los que se des-

criben a continuacidn, para los tres diferentes grupons:

GRUPO 1

Fn este como en los otrns dos grupos, se transplan
taron cuatro embrionas {(en 1la etapas de blastocistos),
por cadae cuerno uterino, dando un total de 40 embriones
transplantados por grupo.

En este grupo,fel tiempn de permanencia de los em-
brienes en el lumen uterino de las ratas receptoras, fué
de tres dias. Al término de estos tres diss, las ratas
fuernn sacrificadas y de los 40 embriones que se trans-
plantaron, se recolectaron 27 embriones, qﬁe tenian la
. misma morfologfa que los blastncistos elonsados de mane
ra natural en el sexto dfa de embarazo. Los 27 embrio-
nes que se colectaron nns representan un 67.5% del to-

tal de los embriones que se transplantaron.

9



GRUPG 2

Fn este grupo, de los 40 blastocistns que se trang
plantarnn se recnlectaron 12, después de que estons perma

necleron 5 dias en el lumen uterino de la rata receptora.

Fgtos 12 blastocistos que se recuperaron, nos repre
sentan un 30% de recuperacidn embrionaria para un tiempo
de cinco dias de permanencia en la rata receptora. Ver

preafica 1.
GRUPO 3

En este grupo, después de que los embriones perma-
necieron 10 dias en el lumen uterino de la rata recepto
ra, 8nlo se lograron recunerar 4 blastocistos, que nos
rapresentan el 9.4% de recuperacidn embrionaria. Ver grd

fica 1.
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ALMACENAMIENTO DE EMBRIONES DE RATA
EN ANIMALES OVARIECTOMIZADOS

€ 7

Fia 1 BLastocistos ¥ ZONA PELUCIDA COLECTADOS
EN EL QUINTO DJA DEL EMBARAZO.

TV ey mgmerrme e v

Fio 2 A) BLASTOCISTOS SIN ZONA PELUCIDA COLECTA-
DOS [N EL QUINTO DiA DEL EMBARAZO,

8) BuasToCisyOs SN ZOwA PELUGIDA COLECTA-
008 dLsrults of 3, 5 ¥ 10 Dias OC cCMba-
aAZO,

Fic 3 Buastocistos sin zowa pEcUCIDA COLECTADOS
ocspufs € 3, 5 v 10 DIAS DE ALMACENAMIENTO S



Grafica 1: Porcentaje de Recuperacion Embrionarie en
Relacidn al Tiempn de BEstancia en el Utern

de Implantacidn Retardada.

4. de Recuperacicdn
Fmbrionaria
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90+
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701
604
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401
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20
101
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Grafica 2: Porcentaje ! nmnarativn de Recuperacidn
Embrinnaria en lna Tres Diferentes
Grupons.
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TABLA 1: SUPRRVIVENCIA DR BLASTO( ISTOS EN UTERC DE
RATAS OVARIW(CTOMIZADAS.,
Nim. de | Num. de Tiempo de Total de | Por ciento de
Grupo Ratag Blastocis- Permanencia | Blastocis—{Recuperacidn
Num. por tos que se en el Utero tos Recu-
Grupo Trangplunta- de la Rata perados
ron por {D1AS)
Grupo
1l 5 40 3 27 67.5%
2 5 40 5 12 304
3 5 40 10 4 9, 4%




VI ~ DTSCUSTON

Nurante el desarrolln del presente experimento se
nbservo que el uUtern de la rata de laborutorio (raza Wis
tar), se puede utilizar para almacenar y transportar em-
brinnes demorandn la implantacion de estos. Si se ova-
riectrmiza bilateraimente al animal y nosteriormente se
le da un tratamientn externn de nrregesterrna. Tal como
1o demuestran los resultades jque al permanecer los em-
brirnes durante tres dias en el \dtero de implantacidn
demrrada se abtuvo un 67.57 de recuperacicn embrionaria,
a 1lns ocho dias un 30% de recuperacidn y a los 10 dias

un 9.4%,

Dickmann (1967), nos revorta jue la remocidn de
1ns nvarios, seguida del tratamiente de progesternna,
neutraliza un factor detrimental para los blaustocistos,
ademAs concluye que el tratamiento de progesterona, por
cinco dias antes de que se transplanten los embriones,
es suficiente para suprimir completamente el efecto de
los estrdgenos enddgenos, cuando la ovariectomia se res
1izd el dfa dns de pseudnnrefiez. Cbteniende un 584 de

recuperdcicon embrinnaria despuds que estns permanecie-
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ron tres digs en el udtern de ‘implantacidn demoraasa.

Yoshinage (1966), nos reporta que una ovariectomia
en lLns primerns 4 dias de pseudnprefiez, nos lleva a una
imnlantocidn demnrada en diversos grades. Un retraso en
la implantacidn fué neotado en 58, 6-9, B-8 y 2-7 de lons
ratones nvariectomizados en los dins 1, 2, 3 y 4 de pseu
daoprefiaz respectivamente y la ovariectomia el dfa 5 se~

guida de tratamientn de prongesiernona no interfirio en la

imnlantacidn.

Mc Laren (1971), nns menciona que el tratamiento
diario con una pequefia drnsig de progesterona en el ter-
cer dia de 1la ovariectomfa altera la apariencia del Ute
ro y ne permite la implantacidn hasta gue se administran
estrigenns, (on 2.5 mg de prngesterona diariamente la
ovariectomia en el primer dia de pseudonprefiez resulta
virtualmente en implantacidn demorada, pero una ovariec
tomia en cualquiera de los 3 dias subsecuentes, le did
un norcentaje de imnlantacidn no tan significativo como

en las hembras intactas.

Fate autnr nos suFsisre una pnsibilidad de una reac

3



cidn sinergista entre la progesterona y los estrdgenos
en el sentidn de que una pequeiia dosis de estrdgenos
puede gsustancialmente reducir la cantidad de progeste-

rona requerida para inducir la implantacidn.

Por otrn lado Weitlauf (1968), en su experimento
nos demuestra que un pequefin porcentaje de blastocistos
de ratones, prevenidos de la implantacidn, por medio de
la ovariectomia asimplemente, puede permanecer viable du
rante 10 dias a pesar de la ausencia de las hormonas
ovdricas y demuestra su viabilidad por medio de lugares

de implantacidn o el desarrollo fetal.

36



VIT

CONCLUSTONES

De acuerdv a los resultadns obtenidos en el presen

te trabajo, podemos concluir lo siguiente:

11_

FEl porcentaje de recuneracidn embrionaria que se
tiene se ve disminuidno conforme se alarga el tiem-
po de estancia de lng embrinnes en el utero de im-

plantacidn retardada,

Fs necesaria la ovariectomia bilateral con tres dias
de anticipacidn mfnimn y dar tratamiento de progeste
rona diariamente, desde el dia de la ovariectomia
hasta el dfa de la ¢nlecta de los embriones, para
que estos puedan permanecer en forma latente en el

dtern de Imnlantacidn Retardada.

Fl fallo para encontrar blastocistns uo imnlantados
o alguna reacclidn desidual, puete estar relacionado
c¢on reabsorcidn embrinnaria o alguna implantacidn

ahortiva.

Fstas conclusiones nng sugieren que existen algunas

37



alternativas para la imnlantacidn, sin esirdgenos o que
los animales nvariectomiza’los punden tener algun abuste
cednr de estrdgenos. Una ovariectomfa incompleta la po

demns deshechar en este trabajo.

OCtra poesibilidad nuede ser la presencia de estrdige
nns en el mlimento, o la converaidn de progesterona exd
gena 8 estragenos en aleun lurer del cuerpo y la presen

cia residual de estrdezenos.

(on los presentes regultudns y con los de investi-
gaciones prdximas, en drnde se empleardn embrinnes inter
eapeci{ficns, nos ayudardn pars determinar si la rata de
labaratorio nuede emvlearse como vehfcule de almacenaje

¥y transporte de embricnes de mamiferons.
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