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Resumeny Abstract IX

R esume n

Ante la falta de material histologi@n Embriologia de propiedad de la Universidad Nacional

de Colombia, el departamento de Morfologia de la Facultad de Medicina plantegago de
elaboraciérde estgor medio del trabajo dgradode una de sus maestrantes. Dicho trabajo se
enfocd enla producion de material didacticp de utilidadpara estudiantes y docentes del
departamento o de otros departamentos o instituciones; es por esta razéon, que el material
resultante del trabajo esta disponible de manera digital y en fisico. Como recurso biolégico se
emplearon emiiones de rata, para kual sesolicito la colaboracidnlel personatiel bioterio

para laprogranaciéon dela fecha de copula gdquisicién de los especimenes. Se utilizaron 12
especimenes fertilizados en diferente tiempo de gestacion, con previa greessesidficaron

por malio dd aclaramiento intracardiaco con solucion salina y, por la misma via, se fijaron con
paraformaldehido al 4% y se sumergieron por 48 hera®l fijador para luego extraer
satisfactoriamente el Gtero y los embriones. Una vez disecadas las pigaasesaroren
parafina para la elaboracion de laminas histologickes embriologia material de analisis
didactico y digitalizablele este trabajo de investigacién. Se obtuvieron laminas con evidencia
de tejido embrionario desde el dia séptimo de gestam@mesultados variables, 6ptimamente
didacticos.

Palabras clave: Biologia del desarrollo, embrionesstadios de Carnegieata,
histotecnologiaglidactica.



Elaboracion de material histolégico didactico en embriologfeembriones de rata.

Ab satc t

In the absence of embryologic histological material, the morphology department of the National
University of Colombia, raisea histologic materiaproduction methodology bthe work of
research of one of its Grandee.idgtwork focuses on producing educational material to make it
available for students and teachers of the department or ddpartments or institutions, st
because ofhat that, theresulting materiabf this workwill be available both, digitally and
physically. As biological resourceat embryosareused, the date of copula is programmeith

the collaborationof the vivarium to acquire specimeng/e requested 12 specimens fertilize
with different gestation timethen they areanesthetized wittapproved drugs the National
Association of Veterinary and following national ethical guidelines for euthgniasecardiac
clearance is performed with saliselutionand by the samavay, the rat embryo are fixeand
then extracted to be processed foegaration of histological slidesf embryos materialfor
didactic analysis and digitiian of this research.

Keywords: Developmental biology, embry€arnegie stagesgat, histotechnologydidactics.
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|l ntroducci - n

Como parte de la formaciéon en caa® de laSalud de la Universidad Naciondd Biologia

del Desarrollo y laEmbriologia Humana sondisciplinas indispensables dentro de los
curriculosacadémicasesto se explica porqual profesional en formacion debe estudiar
aprendetel desrrollo intrauterino del humangara comprender posteriormer@nceptosie

la morfologia y de laevolucion humanasobre alteraciones congénitas y genéticas de la
formacion,entre otros

Los elementos didacticpdisponiblesen Embriologiaparapregrado déledicina yen Bologia
del Desarrollo parda maestriale MorfologiaHumanase basarprincipalmente en esquemas e
ilustradones y,en segunda instanciae emplean imagenes histolégicae tienen un amplio
potencial didactico

Las laminas histol6gicas son herramiertas un principio, fisicas, que se adquieren de
tejidos biolégicos que son procesadopara ser visualizados de manera méascipa al
microscopio.Actualmente se dispone de tecnologias de informacién y comunicaoido
estrategias didacticas innovadgrgse complementan la ensefianza y el aprendizaje de la
embiologia gracias aestss, los docentes y estudiantEs/orecensu ensefiaa y aprendizaje

en embriologialLas laminas histologicapor ser una herramienta visyaon facilmente
adaptables a las TIC, siendo utilizatianbién como contenidos digitales.






Cap? t:ulPoLAINTEAMI ENTO

El presente trabajproponedar solucién a laalta de material didacticdistologico de
embriologiaen la Facultadde Medicina de la Uhiversidad Nacional de Colombia. Las
herramientagctualesconsisten en modelos digitales y representaciones conceptaadks
disponibilidad de laminas histoldgicas y tampatm contenidos digitales eEmbriologia,
como recursos didacticpsopios de la universidad.

La idea originaks del Médico Morfélogdulio CéarFrancoCastillo, quien manifesté que en
otras instituciones latinoamericanas si se encuentra dispagsbie material didacticy
propuso la elaboracion de las ldminas como trabajo de investigacién del departdenento
Morfologiade laFacultad

El laboratorio deHistologia de ldJniversidadsi cuenta con materide Biologiadel Desarrollq
pero este materialbasicamentemuestra organogénesisnas no procesos embrionarios
pluripotencialegprevios propios de la blastulacién y de la gastrutacié

El aporte de la investigacion esencialmentdidacticoy los resultados sebtienende manera
fisica, digital y cognoscitiva,yel mediopara llegar a los mismastedrico practicq es deciy
que después de una fundamentada contextualizaeé®ada en referentes tedricoeryel
estado de la cuestipse consolidan procesos practicos para afianzar aprendizajpargla
elaboracion denaterial de conocimiento.

Inicialmente se pensoé damobtencion de muestras a partir de legrados de alespasitaneos o

de embarazos ectépicos, pero esta posibilidad se descarté por multiples razones, principalmente
por el estado patolégico previcon el que vendrian dichas muestras y también por la
inexactitud en laedad gestacional.Se opt6 entonces,por la planeacion dda copula, el
seguimiento gestacional la posterior fijacion de embriones obtenidos de ratas, entre otras
razonesporque la implantacion del blastocisto del roedor es equipacabla del humano.

1.1 Problema

Inexistencia dematerial didactico propio de la Facultad de Medicina de la Universidad
Nacional que muestre las etapas embrionarias en cortes histolégicos en fisico y/o digital.
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1.2 Objetivos

Para dar solucion a la carencia de material histolégar@ Enbriologia se plantean los
siguientes objetivos:

1.2.10bjetivo principal

Elaborar cortes histolégicos de embriébn de rata que ilustrenetéamas del desarrollo
embrionario para ser implementadcomo material didacticdisico y digitat disponible para
estudiantes y profesores de la Universidad Nacional.

1.2.2 Objetivos espéificos

Determinaras ventajas ylas oportunidades que el empleo de embricesata aporta a

la didactica de I8iologia delDesarrollo.

Estandarizar la técnica para la disecciéon y extraccion de embriones de rata.

Definir la técnica de fijacion mas adecuada para la preservacién de la histologia del
embrién de rata.

Elaborar material didacticdisico y digital para Embriologia de propiedadde la
Universidad Nacional de Colombia.

Describir morfolégicamentdas caracteristas deuna parte de los gruposelulaes que

participan en el desarrollo embrionario.



Cap?tul o 2: MARCO DE REFERENCI A

El estudio de l&EmbriologiaHumanase ha realizado desde la antigledad tomando patrones
embrioldgicos de otras especi& desarrollo embrionaridela rata en las primeras semanas
de gestacion es casi equivalente al del humestaequivalencia fue demostrada en la década
del 50 por el doctor Robert Edwards, conocido por sus apsstegla fertilizacion invitrg
fundamentos cientificos y muestras de innovagide ensefiargue un trabajo de investigacion
debe sepractico.(Edwards, 1965)

El empleode embriones de rata se justifica en este trabajo por la facilidad de vigilancia,
cuidado yadquisiciondel espécimen en el bioterio dentro de la misma universidague
aumenta la validez y fiabilidad de las muestmgstoque es de suma importandaterminar

el estadio de desarrollo embrionario de manera precisa.

La rata es un mamifero que mantiene un perfil de desarrollo embriol6gico temprano muy
similar al del humanoActualmente existen bases de datos digitales que permiten la correlacién
de ebpas embrionaas de otas especies con la humana. Otla las caracteristicas Ide
desarrollo embrionario del roedes que al igual que el humano su blastocisto se implanta en el
endometrio, lo que en un estudio histologico pertaibusqueda del embridémplantado en las
paredes uterinas de manera mas eficifMtalical Research Council, 2014)

Este trabajoproyecta el mayor provecho didactico de las preparaciones histolégicas,
principalmente en las primeras semanasddehrrollo embrionario, perioadm el que ourreel
mayor numero de cambios morfologicosdg determinantes de organogéned@®dzhov &
ZernickaGoetz, 2014)

Las etapas evolutivas que se tieneomo referentes comparativa®n las propuessapor
Carnegie, ya que las bases de datos y la bibliogeaffaalmentalisponibles en Embriologia
toman como referenteestas etapagjue sirven como punto de conversion de los dias
embrioldgicos etarata a extrapolar ezl humano(Gasser, Cork, & Noe, 2015)ablal y 2)

2.1 Estadios de Carnegie

Con el fin de establecer la equivalencia de la edad gestacional de los embriones de rata respecto
a la del humano, sesiguen los estadios de Carnegie que compal@s eventos a nivel
embrionario entre los dos grupds. nombre de "etapas Carnegie$ derivadadel Instituto
CarnegieenWashington(Fribourg & Laussane, 2011)
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Los estadios de Carnegie determianacteristicaembrionariaglasificadasn 23 etpasque
permiten hacerla equivalencia;otra clasificacion vélida tomadade Emil Wtsch, sera
mencionadaocasionalmente. Siembargo,esta investigaciorse basa principalmente en la
clasificacion de Carnegie, @azdnde que es la mas completa y por &mtg la mas respaldada
bibliograficamentéGasser, Cork, & Noe, 2015)

Otra de las razones porslgue seopta porla clasificacion de Carnegie gorque comprende
aspectos intraembrionarios gxtraembrionariosdel desarrollo morfolégicoutiles para el
andlisis de las laminas histolégicas; dichos aspemtoson directamente dependientes de
cualquier edad o tamarfibos estadios de Carnegiastran los primeros 60 dias diesarrollo;
enel dia60 el embrionhumano pasa a llamarse feto humafksibourg & Laussane, 2011)

La correlacion entre la edad, morfologiay el tamafioembrionariossirve para caraetizar los
estadios de Carnegita secuenciacion en la aparicién de caracteristicas de diferenciacion y
migracion celular es algo que permanece constanteejestlade manera mas precisa si se
evallan y comparasuscaracteristicas intrinsecas y superficiales

El desarrolloembrionardo humanose toma en cuenta desde edmento de la fecundacion,
cuandoseinicia la primera semana de gestacién que equivale a la tercera semana clinicamente
aceptada, ya que clinicamente la primera semana inicia con el primer dia de ovulacion.

2.1.1Semanal

En la primera semana se cuentan los 5 primeros estadios de Carnegie que, como se dijo
previamente equivale a la tercera semana clinica se inicia desde el momento d&
fecundacion Parael humanoabarca los 7 primeros dias parala rata los 6 primeros dias de
gestacion:

Estadio 1: Existe un cigoto unicelular que contiene material genético Unico
totipotencial. Es el comienzo de la vida embrionaria y el desarrollo ontogenético que
comienza cuando un ovocito, detenido en la matadada meiosis Il, es penetrado por

un espermatozoid&ste es el pmer eventalespués de fertilizacion, que finaliza con

la formacion delkegundo cuerpo polaEl embrién dda ratamide aproximadamente
0.07mm yel delhumano 0.12mmon un peso de 0.004mg.

La busqueda del embrion duraré etapa procedimental secban el oviducto, debido
a que aun no ha ocurrido la implantacion.
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Estadio2: Se hicia con la segmentacion del cigotoariascélulas y finaliza con la
aparicion del blastele primera cavidad formadadentro de la blastulaen ese
momentg el nimero de célulablastomerasgs deaproximadament&6, lo que indica

gue se estiman 4 momentos de segmentacion celular; no se percibe alin un crecimiento
en el volumen praiplasmatico, pero sxste una efectiva replicacion del material
genético nuclear.

Este proceso ocurtentre los dia® y 3 de desarrolldanto paa la rata como para el
humano; la mérulaantes cigote aun se encuentra en el oviducto y el tamafio se
mantiene constante debidd poco o nulo aumento de volumen intracelulga
expuesto(Gasser, Cork, & Noe, 20155e calcula al tercerdia, 8 blastomeras
formadas.

Los hallazgos invitro muestran que el clivaje sucede siguiendo el plano del cuerpo
polar, inicialmente dividndcse el cigoto en una célula posterior y otra anter@r,

pl ano 0 estrdeterainado por el cuerpo polar; de igual modo la segunda
segmentacién toma un plano perpendicular al anteritiene como referencia el
segundo cerpo polarFigura 1)

eje polar sagital

cuerpo polar
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|
|
|
|
|
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'
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Figura 1. Ejes polares(Veeck & Zaninovic’, 2003)
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En el estadio2 ocurre elproceso de compactacion que consiste en una aproximacion
cada vez mas estrecha entre las blastébmeras y explica también por qué el tamafio de la
blastula no cambia mucho de un dia para otrqprétlescesta descrito en 6 fases:

Iniciacion

Contacto celular moderado

Amplio contacto celular

Yuxtaposicion de membranas celulares
Aparente desaparicion de membranas celulares
Aparente invisibilidad d membranas celulares

oo wDhNRE

Estadio3: Se @lcula en el comienzo del dia y seinicia con la formacion del
blastocele, una cavidad dentro de la blastula (0 motalgyie a partir de este momento
se denomindlastocistolibre, el cual con sumplantacion erla pared endometrial y
disolucién de la zona pelucidinaliza el estadio 3.

La formacion del blasbcele se conoce como cavitacidmas células adyacentes o
blastdmerosse diferencian en células trofolsiticas que se dirigen a la periferia y
centralmerg queda la masa celular interna o embrioblak# cavitacion resulta
inicialmente por la acumulacién de liquidgroducto metabdlico de los blastomeeos
implica la formacién de una ranura primordial entre los espacios extracelulares de los
blastbmeros we gradualmente se amplia llenandose de liquido blastomérico. Al
principio las diferencias morfolégicas entre los dos grupos celulares no son evidentes,
pero al final de la cavitacion, las células perifériedmra llamadas trofoblastigaon
aplanaday estan acopladaentre si por uniones tipo gamdcélulas queconstituyen

la masa celular intea tienen una forma mas redondeada y de mayor .altura

En este punto es relevante mencionar que la localizacion de la masa celular interna
establecel polo embrionario, es decir, dondef@amael embrién y por lo tanto el polo

gue seva orientar hacia el endometries por esta razén que al final dstadioesta

masa celular interna se denomina embrioblasto.

Dentrode los eventos que ocurren erestadio 3e encuentréa eclosion osalida del
blastocisto de la zona pellcjdpehace posibl@osteriormentgueel blastocisto entre
en contacto con el endometrio y se expanda aumentando de t&hbféstocisten el
humano mide aproximadamente Or@m en la rata 0.08mm de diametro.
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Estadio 4: En el caso del humaalmarca el inicio @l dia6 y en la rata eflia5, lo que
indica que comparativamente el estadio 3 dura dos dias en el humano y uno en la rata.

Durante el estadio 4 ocurre la implantacg&mdometrialdel blastocistoque seinicia
con el primercontacto de las células trofobla@sts con las célulandometriales

La capatrofobléstica tiene mdultiples areas de unidén al epitelio endometrial. Y se
diferencia progresivamente en sincitotrofoblasto y citotrofoblagtedandaonas de
contacto deprimeroque disuelven el epitelio endometrialendo el sintotrofoblasto

la estructura meaperiférica

Se crean @ulas amniogédicaspara separael trofoblasto y se distguen de la masa
celular interna o embrioblasto que a su vez sufre una diferenciani@ma capa
superior o0 eftiléstica y una capa inferior o hipoklica.

2.1.2Semana2

En la segunda semana o@mrlos eventos de trasformacién del disco embrionario
bilaminar y comprends estadios 5 y 6 de Carnegie.

Estadio 5: Comienza el dia 7 ehhumanogl dia 6 en la rata y finaliza al concluir el
dia 12 en el humano y a mediados del séptimo dia en l&naéste estadio se aprecia
gue,como consecuencia tkeimplantacion, el blastocele tiende a colapsarse y el mayor
diametro que alcanza es @bn en el humano §.25mmen el embrién d&a rata.

A lo largo de la cara interna del trofoblasto se comieazBormar las primeras células
mesoblasticas; el enmbblasto es ahora un disco embrionario de casi 0.1mm.

A nivel endometrial, se formanapilaresmaternos que se fusionamrc parte del
sincitotrofoblastode igual manera, se encuentran lagunas dentro del citoplasma de las
células del sincitotrofoblasto que emtr@n contacto con las lagunas de células
adyacentesAl finalizar el estadio estas lagunas parecen formar circulos sanguineos
discontinuos en la perficie endometrial.

Llegandoel dia 8 la cavidad amnittica es mas notoEa el embrioblasto, la capa
superior esta formada por un epitelio columnar seudoestratificado y la capa inferior esta
formada por un complejo de células poliédricas cuyo voluest&d en su mayoria
ocupado por el nucleo.
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A partir del epiblasto séorman las tres hojas embrionarid3l hipoblasto se forma

una capa celular migratoria llamada endodermo extraembrionario que tapiza la cara
interna del citotrofoblasto, dejando circunskritna cavidad exocelémica que
posteriormente se denomina saceliiio primario Entrelos dias9 y 10 esa membrana
formada por endodermo extraembrionadiamada membrana exocelomicae
desprende detitotrofoblasto dejando un tejido conectivo laxo entre ambas capas
llamado mesodermo extraembrionario, el cual pdosalizacion se va a dividir en dos
porciones,una, elmesodermo soméaticgue esta en contacto con el trofoblastel y
amnios; yotra,el mesodermo esplacnico que esta en contacto con eVisalow.

Al final del dia 12a totalidad del contenido blasistico estd inmersa en el endometrio
y tapizada por endometrio regenerado.

Estadio 6: Abarca del dia 13 al dia 15 en el humano y en la rata desde la ndiad del
hasta la mitad del dia 8, en este momesitdisco embrionario humano tiene un ancho
de 0.22 mm, 0.25mm de longitud y 0.04mm de grosor

Dentro del mesodermo extraembrionario se forman espacios que reciben el nombre de
celoma extraembrionariespaciogjue se expanden y fusionan formando la cavidad
coriénica y el quiste exoceldbmicBlacia un extremo del disco embrionario se desarrolla

un engrosamientdenominad@laca procordal que posteriormente forl@anembrana
bucofaringeadicho engrosamiento referencia el polo cefalico del embrion.

2.1.3Semana3y 4

La semana 3e caracteriza por ser facilmemtgimiladaen la comunidad académiocm
gue sucede el proceso de gastrulacfiormacion de las tres capas embrionarias
especial de la capa mesodérmigae daran formacion a los tejidos madui@smienza
desdeel final del estadio 6

Fin del estadio 6tncluye el trascurso entre ldsass 14 y 15 H disco bilaminay visto
desde la cavidad amniodticenuestra el dorso embrionari@sta superficie en su
porcidn caudal presenta un engrosamiento longitudinal llaméidea primitiva que
termina hacial polocefalico en el nédulo primitivo.

Estadio 7: Incluye para el embrién humano los dias 16 y fid@rgla rata desde la
segunda mitad del dia 8 hasta la primera mitad del diarflo la linea pmitiva como

el nédulo primitivo se deprimen en su centro formando el surco primitivo para la linea
y la fosita primitiva para el nddulo.
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A través del surco primitivo ingresan células provenientes de la periferia del epiblasto
las cualese ubican entrlas células dl hipoblastoa las quereemplazanformand el
endodermo intraembrionaridLuego otrascélulas también del epiblastongresan por

el surco primitivo y se acomodan engkepiblasto y el endodermo intraembrionario
formando la capdd mesodermo intraembrionari&l epiblasto restante se queda para
formar el ectodermo, y de esta manera es comofosman las tres capas
intraembrionarias.

Concluyendo este eslia se forma la placa neural y un primordio alantgiqaedando
el embrion levemente dorsalizad&ste disco trilaminar en humanos tiene una
dimensién aproximada de 0.6 mm de longitud.

Estado 8: Se nicia con la formacion de los somitas occipitalesliel18 en el humano
y en lasegunda mitad delia9 en el embrién dia rata Se contidga alargando la linea
primitiva y la placa neural se plieganunciado el comienzo del tubo neur@kimaria,
gue edorsal a la notocordgue se ha formada partir de la diferenciacion de blastos
gue migraron del epiblast&n este momento existea primera localizacion cefélica y
caudal embriparia ElI embrién contind doblandosedorsalmentge permitiendo la
formacion del primer arco faringeo.

El quiste exocelédmico se colapsa y se integra dulinsos elementos placentarias;
saco vitelino y la membrana exocelémica comienzan una regresion periférica

Estadio9: Contintia la formacion de somitasnavel cervicotoraxicoEl dia 20en el
humanose forma el segundo arco faringeo, se reconocen las vesfrirasvas
proscenctalo, mesencéfalo y rombencéfalo entos pliegues neuraleg aparece la
cavidad pericardica y la aorta dorsal, asi comwds®s del arco adrtico y umbilicajes
tambiénse reconoae el intestino anteriorgl medio y el posteriory las membranas
bucofaringea y cloacal sk estadio abarca en el humano los dias 20y 21 y en la rata
segunda mitad del décimo dHill, 2013).

Estadio 10:El embrion humano ya ha alcanzado una longéptbximadade 2mm
comprende los dias 22 y ¥3n la ratehastala mitad deldiall. El tubo neural tiene
ahora 5vesiculasentre sus pliegues gn una placaguiasmaticasobrela linea media
exhibe el surco éptico y los neuroporos rostrahydal También se forma la primera
bolsa faringea, quee orientacerca dela placoda oticaLa membrana bucofaringea
pasa a formar el estomodeo, de igual manera, se forma un primordjidndkila
tiroides y una placa hepétidaateral a los somitas se identifica wia nefrogénica, la
gonadh primitiva y el mesodermo intermedio.
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2.1.5Semanab

Estadioll: Enla ratg es séo unas horas del dia 1&n el humanocomprendeel dia

24 pog-fertilizacion. & forman pares de somitas lumbayessclerotomas ubicados
ventromedialmenteEl neuroporo se cierra ventralmentesg establede los arcos
faringeos restantesnel surco éptico se forma la vesicula éptadanismo nivelde la
formaddn del diencéfalo, lo que hace que la placoda dética quede al nivel del
rombencéfalo En este estadio se ea una adenohipdfisis primitivaA nivel
gastrointestinal se nota el diverticulo hepatocistico.

Estadio 12En el humano comprende del dia 25 al 27 y en la rata el restheadEL.

Se formael resto de lasasnitas en el humanoegn la rata la formaén de somitas es
mas prolongadaSe identifican la cresta neuralla configuracién de los 4 arcos
faringeos resultdas, hs bolsa y las hendiduras faringeasse abre el paso
sinoauriculary, a nivel hepaticose visualizan los futurosinusoideshepaticos que
estan formade por tejido hematocitopoyéticBl conducto mesonéfrico desemboca en
la cloaca

Estadio 13Conprendeen el humano del dia 28 al 31 y en la,r#partes del dia 12

En d humano mide alrededor de 5m8e identifica parte de la retina y el disco del

lente Optico, se cierra el neuroporo caudal y comienzan a formarse los esbozos de las
extremidadesy los esbozodronquiales. Anivel gastrointestinal el estbmago y la
hernia umbilical sdacen presentes.

2.1.6 Semana § 7

A partir de esta semana los d#ios a nivel de somitds especialmenten el nimereson
variables en las dos especies, sin agiyda organogénesis es estable y equiparable

Estadio 14:En la rata se completa el dia 13 y en el humano imglicdia 32. Se
aprecim los procesos maxilares, frontonasales y mandibulatesnbién, la
vascularizacion en procesos de extremidad&snienza la formacion de la pared
abdominalJos hemisferios cerebralel union eséfagaastrica,el saco ptmonar,los
primordios déhipotadlamo yde latraquea.

Estadie 15-17: Abarca el dia 13 en la rata y en el humdados dias 33 al 43Los
eventosmuestran el desarrollde las prominencias faciales y hendiduras, mayor
proyeccion nasobucal, aumento de la hernia umbilical, formacion del conducto auditivo
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externo ylascondensaciones precartilaginosas para limsqdios de las manos.

Estadi® 18-19: Dia 14 y 15 en la raty en el humano del dia 44 al.3bn el estadio se
cierran las hendiduraadialesy el canal pleuroperitoneal y se completa el diafragma.

2.1.7 Semana 8

Del estadio 19 al 23 larganogénesisle las dos especies difiere lo suficiente como para
disminuir su utilidad didacticaLos eventos principales quicedenson la formacion del
pabellon auricularel aumentode tamafiade la hernia umbilicaly el establecimiento dks
factores parenquimatosos y estromales de la organogénesis.

2.2 Anatomia comparada de la rata

En este apartado se hace mencion de los hallazgsgecialmente logenitalesfemeninos
durante la diseccion de la ratpebiendifiereno se asemejan a ldgl ser humano

El género animal utilizado es el Rattus, dentro de este género se utilizé la cepa Albina y dentro
de esta cepa el gruplistar, este animal tiene un peso de 250 a 550 gramos, cuerpo de 15 a
25 cm, una cola de 15 a 20 dm longitud coricm de didmetro en su raiz.

Respecta su capacidad reproductiVa,rata tiene un Uterbicornio, con 2 cuellos uterinos,
uno para cadauerno, comunicados entre si por una sola vaginageropuede conteneantre 4
y 6 sacos gestacionales por cuerno, lo que significa que cada nidada puede pastiudi? h
crias (Figura2).

La gestacion dura alrededor de 23 dias y unaematedad reductiva puede tener de 8 a 12
gestaciones por afiha placenta es ovaladd os ovariosse mantienenactivos durantda
gestaciénen ausencia de ellos en cualquier momento de la gestaeipnoducird un aborto o

la reabsorcion de los fetos ya que la placenta no produce la suficiente progesterona para
mantener la gestacidfigura3)

El abultamiento abdominal es perceptible en la mitad dedtacion, los embriones se disponen

de manera uniforme en ambos cuernos uterinos y se separan por una distancia razonable para
permitir el desarrollo individual de cadmo.Cada cuerno uterino tiene una longitud de 4 a 5

cm y undiametrode mas o menos 3m, el oviducto es corty tiene dos milimetros de
longitud(Liu, Hewett, Braun, Hyde, Jensen , & Lee, 2015)
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Figura 2. Esquema de embriones en rativistar (Le Vay, 1993)
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Como se describio en la introduccionapbrte de la investigacion es principalmeatadémico
y los resultados se obtiende manera fisica, digital y cognoscitivaos mediospara llegar a
los mismos son tediico-practics, es decir que después de unagurosa investigacion
respaldada porreferentes tedros, se siguen procealimientos practicos paraafianzar
aprendizajes y elaborar material de conocimiento.

La metodologia que sigue el trabajo es descripti@aadan procecs tedricepracticosporque
comienza con una revision sistematica de la bibliogragatraé en la correlacionde la
manera mas precisde las etapas de desarrollo embrionario ensrgt@&n humanos y se

continla con la produccion ka revision de placas histoldgicas de embriones de rata para
determinar patrones de crecimiento, migracién, apoptosis y diferenciacién celular, entre otros.

3.1 Cronograma de Actividades

El procedimientofue planeado para llevarse a cabo a lo largobdeeses, de la siguiente
manera:

3.1.1 Primer mes

PlaneacionDurante el primer mes se proyectatos procedimientos que se lleiar a

cabo: cronograma de actividades, contacto con personal capacitado o interesado en hacer

parte de la investigacion.

Calculo de gasto y presupuesto: Se elabanédocumento en el que se estieh gasto en
recursos (humano y material), tiempo y espassbo,con el fin de evaluar la viabilidad del
trabajo de investigacion y por lo tante los resultados posiblemente obtenjids$ como
del célculo del indice costoeneficio.

3.1.2 Segundomes

Construccion déundamentogdedricos yestadodel arte:Fue necesario una ilustracion y
contextualizacion lo mas amplia posible sobre el material de estudio y el @mbito en el que
sucedeian los hechos, para lo cual se inicion una profunda revision bibliogréfica con el
fin de determinar todos los procesos morfolégicasnates paso por pasale los periodos
de desarrollo intrauterindesde la fecundacion hasta el nacimiento; en princigia g
humano y luego paia rata.
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Correlaciéon de los procesos desarrio dd humano yde larata, on el fin de una
correcta y proporcionada interpretacion a futuro de los resultados en las placas
histoldgicas.

Consideraciones bioéticas: Una vez definido el marco teérico disciplinar, seifraced
identificar y apropiar las implicaciones éticas de los procedimientos contemplando
estandares institucionales, nacionales y mundiAlesxo a este documento, se encuentra
la aprobacion del Comité de Etica institucional con fecha de 26 de marzo de 2015.

3.1.3 Tercer mes

Solicitud de insumos Yy reactivos necesarios pam@Eaiesamiento de los tejidosarg el
procesamiento de los embrionégse necesario contar con insumos quirdrgicos, de
laboratorio, de desecho yolbgicos principalmenteasi como de apoyo técnico humano y
tecnoldgico.

Capacitacion: &hicieran capacitaciones en el bioterpara calcular los dias pasipula
de los especimenes a disecar, tambiapsendierotias normas danestsia y sacrificio.

Diseccion de especimes y fijacion: Posterior a la capacitacion en el bioterse
estandarizdla técnica de diseccion gorte de la muestra y se fijardos tejidos en
diferentes medios de fijacigpara luegpen su visualizacigrpoderdeterminada formula
mas adecuada geeservaciomel tejido embrionario.

3.1.2 Cuarto mes

Corte: Los tejidos fijados se utilizargoara el coe en diferentes planos anaténsgpse
preparaon las laminas histoldgicas segun las normas técnicas del laboratétistalegia
de la Facultad d&ledicinade la Universidad Nacional de Colombia

SeleccionSe evaluda totalidad de las plac#sstolégicagpara definir el medio de fijacion

mas adecuado, cumpliendo asi uno de los objetivos del proyecto de investigacion. Para la
evaluzion de la calidd se acordarocriterios validados por los docentesHistologia y

de Embriologia de ld&acultad fundameatiosen referentes tedricos.
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Elaboracion del material didacticoos cortes seleccionadosrspresentadaosn fisico y de
manera digitalel materialquedaa disposicién del departamento de Morfologia Humana
para su evaluagn y valoracion didactica en la utilizaciggor parte de docentes y
estudiantes de Bacultad

3.1.3 Quinto mes

Entrega de resultados: Se realiaemalmenteun simposio con entrada lihrdentro de las
instalaciones de la Universidad Nacional de Colombiasa presentar los objetivos
propuestos y logroalcanzados y exponer el material didactico correspondidinigido a
continuary ampliar losprocesos de investigacion.

Propuestas de eializacion A nivel de congresos nacionales e internacionales y
movilizacion.

3.2 Materiales y métodos

La muestra principal consiste en embriones de rata en estadiparafiés con el desarrollo
embrionario humano. Se utilizan principalmente embriones en las primeras etapas de desarrollo
por su semejanza y pautas evolutivas.

Para el acceso a la muestra es fundamental la colaboracion del equipo de profesionales y
tecndlogos del bioterio de kacultadde Medicina Veterinariale laUniversidad Nacionah

guienes se les comunica la necesidad del recurso biolégico para sedestrdiaste caso, se
requiere la obtencion de ratas prefiadas siguiendo un cronograma y con criterios de inclusion
como:

Ratafisiologicamentesana

Sexofemenino

Postpuberes.

Encontrarse en determinados dias {g0giula, descritos en detalleantinuacion:

Las ratas se seleccionan por presuncion de diasestacgn de la siguiente manese
selecciona un espécimen gestante por cada etafardegiedel periodo embrionario hasta
completar el embrion antes de la formacion de los somitasatdalale rata, caracteristica que
marca la diferencia con el embriébn humano.

El criterio de exclusion es no cumplimiento de los criterios de inclusion.
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3.2.1 Material biologico

El material principal de estudio es el embrion de rata, pero para llegar al misexesarida
adquisicidonde ratas prefiadas con pigeedpula programadaonolégicamente:

Observacion: Recordar qukas tres primeras ratas solicitadas tienen en comudn que sus
embriones se encuentran en el oviducto

Rata 1: Solicitada al primer dia posbtpula, formacién del cigoto unicelular y
visualizacion de los restale cuerpos polares.

Rata 2: Con gestacion de 2 dias, cigoto fecundadm dos blastomeros (células) que se
encuentra a nivel del oviducto, lo que implica inspeccionar ambas tubas uterinas.

Rata 3: Gestacion de 3 diagontintala segmentacién dependiendo de la hora de la
cOpula, el cigoto aln se encuentra en la tuba uterina a nivel de) &gimaimandosela
Utero a medida que se dividén este dia también puede haber una mérula ya implantada
en el endometrio.

BuUsqueda deembriones en Utero bicornio:

Rata 4: Solicitadaal dia 4postcépula, con el fin de buscar el blastocisto libre ditezia
Rata 5: Gestacion de @lias.La implantacién yafue llevada a cabdCon los cortese
espera obtenastructuras asociadas a implantacion cehwitotrofoblasto yel blastocisto
temprano dentro del Gtero.

Rata 6: Séptmo dia de gestacionComienza la formacion deblastemas (vasos
rudimentarios) Este periodo coincide con la tercera semana de gestaci@h humano;
idealmente se espera obtener laminas embrionarias del proceso de gastrulacion.
Rata 7: Gestacion de 9 diasofmacion de la eurulapresomita, disién delos pliegues
corioamnidicos con formacion defallo corioamniético yformaciénde laplaca neuralEl

embrién se inclimdorsalmente con el consecuente brote del tallo alant(idgara 4).

Rata 8: Décimo dia de gestacio8e niciala formacion ddos arcos faringeos.
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Rata 9: Dia 11 de gestacion. En este peria@@mbrion mide aproximadamente 3mm. Se
espera obtener laminas en las que se aprecien estructuras en desarrollo como visceras,
primordios de las extremidades, vestig@la cola (neuroporo inferioy)de somitas.

Rata 10: Dia 12 de gestacién. Embrigntre 5 y 7mm de longitud, en el cual son
distinguibles estructuras como los arcos faringeos, procesos (prominencias) faciales, la
linea mamaria, plexo braquial y la diferenciacion de las placas de las manos.

Rata 11: Corresponde al decimotercer dia de gestacion. El embrién (ydesasollado)

mide entre 7 y 8nm. Existe una mayor configuracion de futuros elementos anatonécos,
condensacion de las placas cartilaginosas de las extremidades y el desarrollo del tubo
digestivo.

Rata 12: Se escoge una ratatre los dias 14 y 15 de gestacion; esto con el fin de observar
los procesos finales del desarrollo del embridrelypaso al periodo fetal. Se espera
encontrar el despliegue del cuerpo, el precartilago manditbalabertua del conducto
auditivo extero y el cierre de importantes estructuras como las hendiduraaeaciel
canal pleuroperitoneglel diafragma.

anillos en la cola que indican dias postcopula
(edad gestacional)

Figura 4. Rata Wistar tal como se recibe de bioterio

Para la diseccion se requieren materiales de espacdieng®, de forma y humanos:
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3.2.2 Materiales @& espacio

Bioterio: Lugar donde es llevada a cat® produccion y cuidado de material organico de
origen animal, (til en investigacion para suministro de especimenes condddsse
gestacionales indicadésigura 5)

i

Figura 5. Bioterio Universidad Nacional

Laboratorio dé-isiologia Donde se dispande elementos para eutanasarificiode las ratas
y para la preparacion de solucion fijad{fegura 6).

il

Figura 6. Laboratorio de Fisiologia Facultad de Medicina, Universidad Nacional de Colombia
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Laboratorio deHistotecndogia Para diseccion de piezas anatomicas, elaboracion y analisis de
laslaminas. Este es el principaspaciopues la mayoria de labores practicas se llevan a cabo
en este lugafFigura 7)

Figura 7. Laboratorio de Histotecnologia, Facultad de Medicina, Universidad Nacional de Colombia

El tiempofue descrito en la seccidén de cronograma.
3.2.3 Materiales de forma

En este grupo se incluyen todos los implementos que se utilizan para los procedimientos de la
practica, dentro de estos materialesrsmientran multiples categorias

Insumos de laboratorio: Guantes, equipo de diseccion, paraformaldehido é80M% 1000

cc por espécimex) frascos para guardar el material, cuchillas de bisturi, tabla fijadora, clavos
para extremidades, guillotina, agua a chorro, porta objetos y alipeeos, lugol, xylol,
alcohol en diferentes concentraciones, procesador, microfgemafina para fundir a 60°C.,
pafios secantes, toallas desechablpabtias, batas, canastas yetes, camara fotogréafica y

de video, computador y microscopio triéptico.

Bibliografia: Libros y revistas indexadas especializadas en histologia, ginecologia, veterinaria,
embriologia, anatomia y biologia del desarrollo.

Software:Herramientagligitales para la elaboracion del material didactico, manipulacién de
imagenes yroduccion de material intelectual, entre otros.
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3.3Procedimiento

Se describem continuacion los procedimientos de fijacidén y diseccion, en ese orden y de la
siguiente manera:

3.3.1 Preparacién dela solucién fijadora

Inicialmente se prepara una solucion con PBS (del ingléssphateBufferedSaling o tampon
fosfato salino quse utiliza para neutralizar el pH de la solucion fijadéigura 8)

Para crar un PBS a una concentraciorl OViolar en 1000 cc de solucién se utilizan los
siguientes solutos:

Fosfato de sodio monobasico:uda concentracion de 1 Molar presenta un pasiecular
de 13799 gr/mol, por lo tanto si sequiere una concentracién dd 0Jolar para una solugn
de 1000 cc, se utilizaran 39 gr/Q1 mol.

Fosfato de sodio dibasico: con ymeso molecular de 146 gr/mol que a una
concentraion de 0,1 Molaequivale a 14,90gr/0,1 mol.

Cloruro de sodio (NaCl): para una concegitia de 0,1 Molar se requiererB84 gramos
puesto que su peso a una comiEidn de 1 Molar es de 38l gr/mol.
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Posteriormentese agrega el soluto fijadoParaformaldehido, del cual se espera obtener una
concentracion de 4%, por lo cual, se agregan 40 gramos del soluto a la soluciéon de 1000 cc
(Figura 9)

Figura 9. Preparacion del soluto fijador

A continuacion los solutosanteriores se disuelven en agua destilada que se cakeRGICy
700 revoluciones por minuto hasta disolucion completa del soluto en la sadiec®00 cc (1
litro). Al enfriarse se compruels pH, el cualdebe estar en urango entre 6 y 8.a solugdn
fijadora ahora esta lista para usgiEigural0)

Figura 10. Disolucién
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3.3.2Fijacién
Cada una dias ratas en gestacion se fjguiendo normas lo mas fisiolégicas possble

1. Se selecciona la rata, previamente pesada y desEgun su periodo gestacionainCa
mano no dominante se inmoviliza el animal sosteniegldzuello y el craneo entre el
sggundo y tercer dedo del disecffigurall)

& Y4

Figura 11. Aplicacion de anestesia

2. Se expone edbdomery con la mano dominante se inyectan en una sola puncién ketamina
(70 mg/kg) y xilacing15 mg/kg. 70 mg/kg equivale a 70 mcg/gramo. Cada ml viene con
100 mg, aplicandose entre 0.2ml a 0.5 ml de ketamina. Con la xilacina los 15 mg/kg
equivale a 1%ncg/gramo y viene a la misma concentracién de 100 mg por cada 1 ml, por

lo cual, segun el peso de la rase aplica alrededor de Ol de xilacina(15 mg/kg)

(Figura 12) (Mudarra Fraguas, 2011)

Figura 12. Preparacion de la anestesia
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3. Pasados unos minutos, se comprualsedacion pinzaio el extremo distal de la colen
caso de ser efectiva, el animal no reaccionara ante el(&ajora 13)

Figura 13. Comprobacién de anestesia efectiva

4. Larata se posiciona en decubito supino sobrerejila que drenara el material biolégico
(sangre principalmente) para su posterior desé€igora 14)

Figura 14. Posicion para diseccion

5. Para la exposicion mediastinal, se palpa @raéh como punto de referenc@n tijera
curva ® realizaun corte paraesterna ambos lados hastacin de la punta esternal, se
asciende seccionando costal y lateralmentepisea el esternén y se retraentral y
superiormente para exposicion del mediastamoel cual se encuenteh corazératiendo
del roedor(Figural5 (Avila Martinez, 201Q)
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Figura 15. Exposicion mediastinal

Con la aguja del equipo de goteagegurandaue la llave se encuentre despendiendo
solucion salina se punciona el ventriculo izquierdo y se abre la orejuela auricular derecha
que expulsara el fluido hemati¢biguras 16 y 17)

. . .
.
bt
/ .
{ . [
/ 5 ?,
e

Figura 16. Punciénventriculo izquierdo Figura 17. Ruptura auricula derecha
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El goteo se mantienbastalos hallazgos que indiquen reemplazo ldesangre pora
solucion salina en su tdidad:

a. Decolaacion dé cristalino, pulmones,palmas y plantas de extremidades
tornandose de rojas o rosadas a hialinas.

b. Salida de liquidolaro por la augulilla derecha.
c. Este proceso implica aproximadameuntegasto de 250 cc de solucién salina, por

lo cual dicho proceso se concluira una \aee por el espécimen lya circulado
estacantidad de solucion salina para aclarar tej{ffagura 18)

Figura 18. Perfusion y aclaramiento corsolucion salina

7. Una vez concluido el aclaramiento se procede a la formalizacién, para lo cual es
primordial el cambio de recoleccion de liquido querseuentra inferior a la rejilla, ya que,
el paraformaldehiddebe ser neutralizado con quimicos para su posterior etidima

8. Para la formalizacion se gira la llave del equipo de goteo bloqueando la salida de solucién
salina y permitiendo el flujo d@araformaldehido, para ello sélizan aproximadanente
250ml. El disector comprueba areficiente formalizacién en slomento en quia rata se

pone rigida y presenta fasciculacio(gura 19)

!

Figura 19. Comprobacion de rigidezsecundariaa formalizacién
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9. Se procede a dejar las extremidades en aduccién sujetas a una superficie dura y
asegurandose que el vientre se estire y se exponga a la solucion fijadora para facilitar su
posterior diseccion.

10. Se sumerge la totalidad del animal en la misma solucién fijadora por minimo 48 horas.

11. Se recolectan los liquidos biolégicos paraeiminacion y el paraformaldetd para su
neutralizacién en recipientes individuales.

3.3.3Diseccion

Una vez concluidel tiempo de fijacion recomendad® procede a la diseccidén @spécimen

1. Con el peritoneo expuesse busca el Gtetoicorniocuyos extremos apendicularesitien
a posterioizarse se desprenden con cuidado y se secciona a partir del cuello uterino
dejando libre la vagina del anim@igura 20)

Figura 20. Utero de RataWistar

2. El aparato reproductor femenino se incl@yesolucion fijadora y se deja minirpor 48
horas para completar su proceso de fija¢kigura 21)

O O

Figura 21. Fijacion



Capitulo 3 35

3.3.4 Preparacion

1. Los Gterosbicorniosya fijados se seccionan delimitando los espacios embrionarios dentro
de cada cuerno uterir{pigura 22)

Figura 22. Seccionamiento previo a procesamiento

2. Las porciones pasaformar bloques de parafiqer medio de urtasetdFigura 23)

S

Figura 23. Bloque de parafina

3. Una vez el bloque quede listo, se procede a cortar con el micrét&@mnucrometrosen
pequefias hofgaque seran puestas en el pabjatos En ese momento se debe quitar el
exceso dearafina para lo cuak lleva a temperatura de 60(fdguras 24 y 25)
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Figura 24. Corte

-

Figura 25. Desparafinacion

4. Lalaminaqueddista para ser coloreada con hematoxilina y ed$titaura 26)
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Figura 26. Coloracion

5. Las laminas tefidas se cubren con laminillanavez se sequen quedéstas para su
visualizacion amicroscopio(Figura 27).
| i 3

Figura 27. Microscopio de luz

3.3.5 Analisis

Cada una de las laminas sera detalladamente analizadagraréa descripcion de cada uno de
los grupos celulares embrioldgicos. Debido a que el analisis se realiza una vez obtenidas las
laminas, existe un capitulo exclusivo para el andlisis de resultados.






Cap2tulo 4. CONSI DERACI ONES £TI

4.1 Bioética

El hecho de trabajar con material bioldégico implica consideraciones éticas que deben estar
explicitas para desarrollar procesos investigativos justificables. Los avances cientificos abren
mas posibilidadesada dig por lo tantgmayores compromisos deslouales el investigadee

hace responsable. En este trabajo estan definidos los propésitos de aydhsistilidad
didactica que el espécimen aporta lo kpgitimael uso de los embriones.

La investigacion se rige éticamente y responde a la nacién seBasdéucion 8430 de 1993

Aipor | a cual se establecen | as normas cient?2f
e n s &l TituodV, Articulo 87 expone las condiciones qet equipo investigador debe

seguir al emplear animales como material de investigacion, y el Articulo 88 del mismo Titulo
contempla la necesidad de una justificacién ante el uso de animales como herramienta didactica

en | as instituci deramirsalexen la neestigaci@n sensefidrizd y ensayos es
aceptado solamente cuando promete contribuir a la comprension y avance del conocimiento de

los principios fundamentales biol6gicos o al desarrollo de mejores medios para la proteccion de
lasaudye bienestar tant o déMinisthrio debSaled, Repibiioa dd e | an
Colombia, 1993)

Institucionalmente existe la normatividad exigida por la Direcciéon de Investigacion de la
Universidad Nacional, que coincide cparte deds decretos y leyes nacionalegue establece
guias, pautas internacionales y principios étipasa la investigacion a nivel mundial
(Vicerrectoria de Investigacion, Universidad Nacional de Colombia, 2014)

Es necsario ejercer un control sobre los niveles de dolor que se producen, asegurando
condiciones 6ptimas de cuidadmda forma de viddeber ser respetada y protegidbrespeto

hacia los animale®n trabajos como esta investigacin es incompatible des@ punto de

vista bio®tico con el val or del conoci mient o,
valorar, comprender y estimar lo que se toca y sobre todo, hacerse responsable de todo lo que se

t o oMoatenegro, Gayol, &arrés, 2011)

Paralograr la anestesigse utilizauna combinacion de sedante, analgésico y relajante muscular,
farmacosaprobados por la Asociacion Colombiana de Veterinarios y Zootecnistas (ACOVEZ)
y cuya eficacia ha sido previamente comprob&daeste trabajo se opta por el uso aprobado de
Xilacina y Ketamina, aplicado de manera intramuscular con dosis calculadagkpgso.
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La comprobaciorde la sedacion y analgesia se reapinzando la punta de la cola deimal,
si No reacciona pero mantiene signos vitales normales, la sedacion y aral¢psiaa.

En cuanto a la eutanasia del animal, una vez anestegiaddado el eggimen, se aborda
intracardiacamente y se deun aclaramiento con solucion salina y posterior fijacion por la
misma \a, lo que inevitablemente causa su decesgpor esta razén que previamente se ha
sedado, relajado y anestesiado amma verificacion sgura del efectode los farmacos
empleados.

Dentro de laResolucion 8430 de 1993 considera lo establecido en el articulo 87, en su
enunciado g que explica que todo tipo de dolor debe ser evitado con una analgesia
comprobada, y en su enunciado ante el fallecimiento inminente del animal, el investigador debe
asegurarse de gque el mismo sea sin dolor.

De igual manera, la ley 84 de 1989 @xingresode Colombia.establecesn su capitulo V,
articulo 17 los casos en los cuales se permite el sacrificio de un animal no destinadd para
consumo humano, para este cesno fines investigativos o cientific¢€ongreso de Colombia,
1989).

En vista de que el proyecto no incluye investigacion sobre seres humanos, recibe una
calificacion tipo A de riesgo inherente a la investigacion, segun lo establecido en el afticulo 1
de la Resolucién 8430 de 1992 fata de una investigaciéim riesgo para el ser humano ya
gue el estudio no incluye la participacién de seres humanos como objeto de estudio.

4.1Bioseguridad y declaracion de impacto ambiental

Una vez se ha hecho uso al maximo del material bioldgico, los desechodlibgioererse en

bolsa roja para su posterior incineracion. En cuanto a los reactivos utilizados, el principal
desecho es el sobrante de la solucién fijadora, compuesta por forloilorssalina y buffer
fosfato;la cantidad estimada para ser neutralizaglaadcula entre 3 a 5 litros que van a ser
cuantificados y envasados en recipientes de plastico para ser neutralizados con agentes
guimicos segun lo establecido por el protocolo de biosegdrd#d laboratorio délistologia de

la Facultad déedicina ded Universidad Nacional de Colombia

Las ratas disecadagran utilizadas para obtencion de mas material Utiistologia y futuros
proyectosUna vezutilizadoeste material bioldgico, se desechara en bolsa roja.



CAPETULO 5: RESULTADOS

La preparacién de las laminas fue realizada por lotes para seledo®maejores métodos de
corte y de fijacion Por sugerencia del patélogo Dima&3ontreras las muestras fueron
deshidraadas en alcohogtilico al 90% para mejorar la calidad geocesamieto; este paso no
fue descrito en metodologia puestoe se realiz6 luego de procesar las primeras muestras.

Como sedescribeen la introduccién previamentese inici6 un trabajo del cuakolo se
obtuvieronembriones del dia 13 que son utiltigacticamente, por lo cual, se deserily
analizan esas laminas histoldgicas.

En este apartades oportuno mencionar el tipo de disecciones hechas. Tal como se observa en
la figura 2, la superficie ventral del embrién queda anclada a la pared mhéémeerno uterino,

por lo cual se optpor disecar segmentos @etrompa uerina en los cuales se obseatanento

del didmetrpo bien, se estimgue pedehaber un embrién en crecimienfestos segmentos se
obtienen haciendo cortes transversales y ésgasca lo largo del cuerno uterino.

Los segmentos disecados a su gen orientados en tres posiciones en el casete previo a su
procesamientopara lograrlos cortes coronal, transversglparasagital de los embriones.
continuacion se explicede marra detallada:

1. Corte coronal: Se orienta el segmento del cuerno uterino de manera que sus superficies
mediales y laterales queden emtaeto con la rejilla del casetdara ubicar la superficie
interna sedebe reconocda artera uterina; de esta mamdas superficieglel segmento,
donde hayorte transversalguedan libres dentro del casete.

2. Corte transversal: Se sigue el mismo sentido de dertasegmentacignlas superficies
de corte transversal quedan en contacto con las rejillas del casete, dejando libres las
superficies uterinas (mediales, laterales, posteriores y anteriores).

3. Corte parasagital: Se coloca el segmento orientando el borde medial, esl detarjad,
libremente dentro del casete, al igual que las superficies de corte transversal para
segmentacion, quedando entonces en contacto con la rejilla la suppotezior y
anteriordel cuerno uterino.

Los resultados concluyentes los cualeseslogra ubicarel tejido embrionaripse describen:
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5. 1.Resultados embrionarios

5.1.1Dia 7

La placa histologicaelograpor medio de un corteansversatiel cuerno uterincobtenido de
la rata erel séptimo dia de gestacidon que equivalesihdio5, en el cual se aprecihdisco

bilaminar En el cortese puede visualizar una capa gruesa de tejido decdeatiometio

gravida abundante en estructuras lacunaresylaformacion de tejido sincitotrofoldéico y
citotrofoblastico.En todo su centro se visualiza en la &rdometrial, el tejido embrionarique
se caracteriza por ser es@mente basofilo

Periféricamente akjido descrito, se encuentra la cavidad del blastocisto o blastgceleg su
vez estad circunscrito por el trofoblasto adherido a la pared enda@imestperficial al

endometrig se visualizaparte del miometriodispuesto en diferente orientaciones @mina
namero J.

Lamina 1. Dia 7, 1&
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En la siguiente ldminase observa un acercamiento deplaca histoldgicaanterior, para
examinarde manera detalita los tejidos embrionarios y tejidos adyacent@emuestrandos
capas de tejido embrionario; ueaternacuboidesimple y eosindfila con gran cantidad de
granulos de contenido hialinoy una capa interna que configura un epiteligorimitivo
seudoestratificado mas basofi®e presumesegun los hallazgos, que la capa epitaiadrna
corresponde laepiblasto y lainterna & hipoblasto, entre ellas ocurraina distribucién y
diferenciacién para formar la capa amnittica y el disco bilaminar,|gpaual, el espacio
comprendidcen el interior se identifica como la cavidad amnidtied saco vitelino primario.

Lamina 2. Dia 7,40x

Periféricamente a este tejido embrionario, se encuentra un espacio identificado como el
blastocelecircunscrito por tejido trofoblastico.

El trofoblasto se forma por dos tipos de grupos celulares: el citotrofoblasto, que tapiza la
superftie interna del blastocele y se caracteriza @sta formado porcélulas aplanadas
formando una monocapa tejido. En su periferia se encuentra un tejido conformado por el
sincitotrofoblasto mucho més grueso que el antgrigue se adentra a la decidi&a. la lamina

3 se sefialan las caracteristicas celulares pertenecientes al disco embriahtaoflylastoen

la transicion que sucede dmtadio4 al5.
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Lamina 3. Dia 7, 40x.Trofoblasto y blastocisto

5.1.2Dia 10

Se obtienenuevamentain embrion en el Gtero de la ratasta Edécimo dia de gestaciosl
cual se puede visualizar ela lamina 4. Gracias aun cortecoronal dé Uterq se observa
abundantediido endometriagravidoy tejidos que van a conformé placentay en el centro,
la estructura embrionaria.

Las estructuras guserepresentaren la imagendel centro a la superfigieson: en todo su

centro um cavidad amniética rodeada pas tres capasmbrionariagpropiosdd periodo de
gastrulaciénEsta estructura embrionaria, a su vez, se encuentra circunscrita por el blastocele
gue esta tapizado por una capa de células del citotrofoblasto y gejidmmas grueso o
sincitotrofoblasto. Briféricamente se encuentra la decidua debltiela rata.Acercadndosea

la pared del mismee encuentra el miometrio y superficialmente el perimetrio.

De manera més detallada se observacercamiento del tep centralen la lamina 5
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Lamina 4. Embriéon inutero 10 dias, 4x.

En la lamina 5 se visualizawon mayor detalldas estucturas propias de la gestaciénnivel
embriorario, intrinsecamente se observaesticapas circunscritagideads por el blastocele y
hacia la periferiagl tejido trofoblastico que se divide eitotrofoblastoy sincitotrofoblasto.
Esta Ultimacapase encuentran contacto intimo con el endometrio.

En el trofoblasto sensefida formacion decapilaresque se caxderizanpor un contenido
hematico;las células que configurael tejido secaracterizan ademas, porque :ddulas

centrales son eosindfilas y las periféricas se tornan mas hialinas.

N -
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Lamina 5. Embrién inutero 10 dias, 10x.
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En la siguiente ldmina se observa un acercamadrgémbrion de la placa anteridfalela pena
resaltar que los tejidos trofoblasticos presentaimayoles cambics respecto a loga descritos
en el dia 7 y que se wvelemodomas detallad en elapartado 5.2

Lamina 6, Dia 10, 40x

En este caso, se&nlas caracteristicas de los grupos celulares de cada una de las tres capas del
disco embmnario -aun no formade. El dia 10, acorde con el marco de referendiebe
coincidir con elestadio 9 de Carnegie. En el interior del embré@&nobserva la cavidad
amniotica-o saco viteliney periféricamente el blastocel&n este estadio se conoce que el
tubo neurala debe estar formagen consideracion con los hallazgos se asume que se trata de
un estadio 7 de Carnegielesto quese visualizdo que pareaeserlas tres capas embrionarias

de la gastrulaciog la formacién del surco neural

La capa mas e@rna corresponde al ectodermo e caracteriza por estar constituigor
células cilindricas conun nucleo basaly granulos apicales eosinéfiloson contenido
amarillenb de caracteristicas glucoprai@s La supeificie apicalde las célulaparece tere
microvellosidades
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La capa intermedia o mesodérmica tiene varias capas a su vez, el tamafo ddulzaés cé
menor queel delas células dekctadermo yson de configuracion poliédricatambién se
caracteriza potenermenor cantidad de contenido intracitoplasm&icie predominio baséfilo

La capamas basal gentral esta formada pana sola hilera deélulas cilindricasdistribuidas

de manera organizad@deandola cavidad centralque se asume es la cavidad amnidtica,
aunque puede tratarse también del saco vitelino secundgtidejido correspondiente al
pediculo de fijacibnesbus@ en los bloquede parafing/ se enaentraen el dia 12.

5.1.3Dia 11

En d diall de gestaciése enoentraun consecuente aplanamiento del tejido embrionario que
previamente seio deforma circular El aplanamiento se distingealas laminagle la7 ala 10

y cada una correspondeaaercamientosada vez maproximos Las caracteristicas celulares
son similares a lasetldia 10, con la diferencia de un aplanamiento visible.

Lamina 7, Dia 11, 4x
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Lamina 9, Dia 11, 40x
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Lamina 10, Dia 11, 40 x

En esta Ultimaldminase visualizeen detalle cada uno de los grupos de hileras celulares que se
definencomo las capas embrionarias de la gastroiaci

La mas periférica, el ectodermo, se caracteriza por ser una monocapa seudoestratificada de
células cilindricasque en su superficie apical tiene pliegues similares a microvellosidades e
intracitoplasméaticaente se observan vesiculas repletas de masasahofiloanaranjado que

como se anuncipreviamente, puede tratarsegtanuloscon contenido glugwoteica

5.1.4Dia 12

En algunos cortes del dia 12 encontro tejido adherido a la pared endometrial por medio de
unascélulas aplanadaimilares al amnigsy nutrido con abundantes vasos sanguineals,
como se puede apreciar en la lamildapor lo cual se optd por profundizar especialmente en
estebloque histoldgico

En las laminas 12 y 13 se hace énfasis en el tejidpue forma el pediculo de fijacion
embrionario.Ademasse evidencia unejido compuesto por células bticas aplanadas yn
grancontenido de islogsanguineodJnade lasestructuras mas evidentes es el amnios.
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Lamina 11, Dia 12, 4x

El amniosse encuentra conformado por una capa simple celular plana con ndcleos elevados y
depoco contenido intracidasmaticogsta capa rodea un espacio que invivo se encuentra llena
deliquido amniético en formaciéih.a membrana amniotica primitiva se encuemtdeada por

un espaciodentificado como ekeloma extraembrionarialonde se encuentra parte lds

células trofoblasticas e islotes sanguinéwes propios dl procedimiento de fijacion.

Al seguirel recorrido de la membrana amniétiepareceun pwto de intersecciopedicular,
donde se encuentra un grupo celular blastemando capaselulares poco organizad&ada
célula presenta un aspecto mesenquimatalgminas formas celulares s@usiformes y otras
poligonales, todas cocontenido hialindntracitopsméatico ycon una orientacién de anclaje
endometrial.
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Lamina 13, Dia 12, 20x
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Con el fin de fortalecer la utilidad didacticel tejido, serealizan cortes mas profundos del
blogue hasta encontrar estructuras cayangrado de diferenciacidisular.

En la lamina 1l4se presentaun embrion con su pediculo de fijacién, rade por la cavidad
amnidtica yestg a su vezpor el ®@loma extraembrionaridGranamplitud del espacio uterino
estaocupadaor el trofoblasto yla decidua.

Lamina 14, Dia 12. 4x, Pediculo de fijacion

Conun acercamiental embrionde la lamina 15ereconocesl modo erel que elamnios rodea
todo el embrién desdegirado en torn@ pediculo de fijacion.

Sepresume que el corte se realifmmanera axiaporquehacia el dorso seota lanotocorda y
el neuroectoderm sin embargo la luz del tubo neural no es visiblpesade queya se haya
formado.
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De manera descendente y lateral @mstituyendos estructuras circularegue por su
localizacion se presume que se trata del celoma intraembrioparitre estey la notocordase
originael somita.La cavidad queesaprecia emodo el centro embrionaricorresponde al saco
vitelino.

Lamina 15, Dia 12, 10x

El saco vitelino queda circunscrito por una capa intrinseca de endodermo y una extrinseca de
ectodermo, entre estas dos se encuentra el mesodermo embriguaiee encuentra
especialmente concentrado a nivel doesedstaetapa dedesarrollo

En la lamina & seidentificanlas estructuras comprendidas ergtérofoblasto yel embrién.
Periféricamentdigura parte de la deciduadel sincitotrofoblastoHaciala luz se encuentra la
capa de citotrofoblastg en contacto con esta, el celoma extraembrionaridissi@guenuna
capa de amnios y finalmente la porcién dorsal del embri@sgupuedédentificar con un
mayoracercamienten la lamina.
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kY : N - P / .
Lamina 16, detalle de amnios y dorso de embdn de 12 dias, 20x

Lamina 17, Dorso de embriéon de 12 ths, 40x
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La lamina 17 muestra un grupo de células ededr que conforman la notocorda;
periféricamente se encuentra el neuroectodeehcualse distingue de los otros tjis por ser
mayormente basofiloLateamentey sobre la superficie se visua una linea de células
similares a las descritas ehepiblasto, linegue mantiene sus caracteristicas fpefarmadon
del ectodermale superficie, descrita en la siguiente lamina.

Con mayor definicion seena lo largo del embridon las capas embrionagiasa lamina 1§ en
la ldmina 19 se observa anercamiental pediculo de fijacibn embrionario:

En la lamina 18 se distinguelos capas celulares, una superficibscrita como edctodermo

de superficie, formadagor células cilindricgscuyo &pice parece tener vellosidades e
intracelularmente granulos con contenido eosindfilo y anaranjaal@segunda capesta en
contacto conla cavidad central del embrién saco viteling caracterizda por sus células
poliédricas y de menor tamafBntre estas dos apas haydos espacios a cada ladjue
conforman el celom intraembrionarioEl grupo celular adyacente es el mesodernmgraworio,
razon por la cuabkus células se ven mas fusiformes que las de las demas capas embrionarias

Tedricamente ssabeque el mesodermo cercano a la notocorda y al celoma intraembrionario se
dispone de medial a lateral en tres grupos celulatesesoderrn paraxial,el intermedio yel
lateral,tomando como eje la localizaciéon @enotocorda;sin embargo n@e reconoceron
exactitud

Anotacion especifica del dia 12

Es necesario explicague las descripcionete las estructurade las ldminagle esterabajose
hacen partiendo ddas referencias bibliogréficagor esto, el espacio bilateral que salbacrito
como el celoma intraembrionariqquede tratarsee la vesiculadtica (Garcia Pelaez, Arteaga
Martinez, & Alegria Bafio015)
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Lamina 18, detalle de capas embrionarias, 12dias, 40x

i -

Lamina 19, pediculo de fijacién, dia 12, 40x
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5.1.5Dia13

Los hallazgos del dia 13 se caracterizan g&r los masprovechosos a nivel didactico;
caracteristicamentese muestrasuficienteshallazgos histologicos y casualmente la literatura
muestra segin datos experimentales de otras entidaplesel dia 13 de gestacion es el dia
embrionarioque mayor doumentacion aporta.

A continuacién se describeorte por corte los elementos embrioldgicos hallados:

Corte 1

Este corte es el mas superior de los multiples cortes del dizod8lementos embriolégicos
visibles senombranen cada laminaSon evidentegrincipalmenteel neuroectodermegl tubo
neural, algunos ganglioslgsvesiculas cerebrales en desarrdiiocorte estimado sepresenta

en la figura nimer@ 8 , adaptaci -n de | a dd&la atistd €onrtar i
Chirila (Chirila) y en la ldmina 20

Figura 28, corte 1, dia 13

n
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En la ldmina20 se presentaun corte transversalld embrion en este nivel seperciben
estructuras derivadas de fdaca neurallas vesiallas neuronales secundariasesencéfalo,

metencéfalo, mielencéfalo y por lo tantd terceo y cuarto ventriculs y los ventricules
laterales

Amnios-— - Ganglio glosofaringeo

Otocisto

Metencéfalo

Telencéfalo

Corion—
IV Ventriculo

Mesencéfalo ‘
Il Ventriculo

Ventriculo Lateral

En las laminas, de la 21a |4, 3edescrile cuidadosamentada tejido de la [amir20.

La lamina 2 es un acercamiento al telerfeéo (del proscéncefajoque rodea uno de los
ventriculos lateralesSeobserva ademas uparte del mesencéfalo y drlartoventriculo,y en
la lamina 2, los mismos ementos del neuroeje, enfoca@osel ventriculo contralateral.
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Lamina 22, Dia 13 detalle de telencéfalo y mesencéfalo
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En la siguiente lamina, laimero23, se amplia el pgorama para ilustrar el cuartotgrcer
ventricules y las vesiculasdel tubo neural que los rodeadiencéfalo, mesencéfalo y
metencéfaloParte de la membrana amnigi-exterior al embriohse presenta en la misma
lamina

Lamina 23, Dia 13, énfasis erlV y lll ventriculo.

Este corte histologico y las laminas etitlas, se caracterizan por su aplicaddatactica al
mostrarla morfologiadel tubo neural y lagesiculas cerebrales derivadademas de reconocer

la disposicion de las células formando una capa estratificada de células cilindricas derivadas del
neuroectodermo, caracteristica que persiste en la vesicularicmina 24.
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En el siguiente acercamientoesgdenciardetalles del otocisto

AP ..'Isv ~ -y
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Lamina 24, Dia 13, otocisto, 20x

El fundamento tedricamagenolégicocomparativose hizo con las laminas del proyecto

embriologico humano de la Universidad de WagGales del Sur de Australlaas laminas se

puedervisitaren el vinculovirtual:

https://embryology.med.unsw.edu.au/embryology/index.php/Carnegie_stage 13
serial_sectionseferenciaden la bibliografia.

Para este cortee utilizaronde vinculg las laminas51, 52 y 53.(Hill, UNSW Embriology,
2014)


https://embryology.med.unsw.edu.au/embryology/index.php/Carnegie_stage_13_-_serial_sections
https://embryology.med.unsw.edu.au/embryology/index.php/Carnegie_stage_13_-_serial_sections
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Corte 2
El marcocomparativo se obtuvoonbase eras laminas del proyecto embriolégico humano de
la Universidad de Nuevas Gales del SurAiestralia Paraeste cortese utilizarondel proyecto
las laminagiela 66 a la 7QHill, UNSW Embriology, 214).

A continuacion, s@resentain esquema que muestra el cet@al del embrion:

Figura 29, corte Dia 13


























































































