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RESUMEN

La produccioén in vivo de embriones en la especie murina constituye una practica biotecnoldgica influenciada
ampliamente por una serie de variables, como dosis y tipo de hormonas superovulatorias utilizadas, la cepa y
aspectos nutricionales de la donadora, entre otras. Estos factores pueden afectar en gran medida la eficiencia del
sistema. Conocer y controlar la mayor cantidad de estas y otras variables permitira obtener un niumero elevado de
embriones de excelente calidad en corto tiempo y a muy bajo costo. Con la finalidad de evaluar la influencia del
peso de la donadora al inicio del protocolo de superovulacion sobre la tasa de colecta de embriones se utilizaron
54 ratones hembra agrupados de acuerdo a su peso en cinco categorias: 12,2 - 14,9; 15,0 - 17,6; 17,7 - 20,3; 20,4
-23,0y 23,1 -25,8 g. Un total de 940 embriones fueron colectados, en los cuales se demostré el efecto (P<0,05)
del peso de la donadora sobre el nimero de embriones colectados. Aquellas hembras con un rango de peso de
17,7 a 20,3 g presentaron mayor tasa de colecta de embriones de excelente calidad y congelables, con 10,4y 6,0
morulas y blastocitos/donadora, respectivamente. Estos resultados indican la importancia de considerar el peso
de la hembra murina donadora antes de la aplicacion del protocolo hormonal superovulatorio en un sistema de
produccion in vivo de embriones.
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Effect of donor weight on recovery rate of murine embryos (Mus musculus)

ABSTRACT

In vivo production of murine embryos is a biotechnology practice widely influenced by a series of variables such
as dose and type of hormone for superovulation, strain and level of nutrition of the donor, among others. These
factors can affect the efficiency of the system. Therefore, knowing and controlling most of these factors would
allow obtaining a higher number of excellent quality embryos at a very low cost in a shorter period of time.
With the aim to evaluate the effect of the donor weight at the beginning of the superovulation protocol on the
recovery rate, 54 female mice were divided according to their weight in five categories: 12.2 - 14.9, 15.0 - 17.6,
17.7 - 20.3, 20.4 - 23.0, and 23.1 - 25.8 g. A total of 940 embryos were collected, which showed a weight effect
(P<0.05) of the donor on the number of embryos recovered. Female mice with weight between 17.7 to 20.3 g had
the highest recovery rate, with 10.4 and 6.0 morulae and blastocysts/donor, respectively. These results indicate
the importance of considering the weight of the murine donor female before hormonal superovulation protocol in
an in vivo production system of embryos.
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INTRODUCCION

Biotecnologias reproductivas como la produccion
y la criopreservacion de embriones se encuentran en
constante desarrollo (Roberts, 2001). Gran cantidad
de investigaciones basicas y aplicadas sobre estos
procedimientos biotecnoldgicos son realizadas con
embriones de raton Mus musculus, representando un
invaluable modelo animal experimental (Rall, 1992;
Mazur et al., 2008; Taft, 2008).

Los embriones murinos juegan un rol importante
en el desarrollo de nuevas técnicas de reproduccion
asistida, ya que al demostrar que estas técnicas son
seguras y efectivas en el raton pueden ser adaptadas
a embriones de otras especies domésticas de interés
econdmico como el bovino. Debido a que los costos
de mantenimiento de los animales de laboratorio y de
los tratamientos hormonales son considerablemente
inferiores y el abastecimiento de los embriones es
significativamente superior se constituye en una
valiosa herramienta (Prather y First, 1988; Romero,
2001; Taft, 2008).

El niimero y la calidad de los embriones colectados
de una donadora murina esta influenciado por una gran
cantidad de variables (Robinson et al., 2003). Entre
ellas destaca el protocolo de superovulacion, en el
cual se utilizan hormonas exdgenas que sobrestimulan
los ovarios de la hembra donadora para producir un
elevado nimero de ovulaciones y conseguir un mayor
numero de embriones en un solo ciclo estral (De la
Fuente, 2001). La implementaciéon de este manejo
hormonal resulta beneficiosa, tomando en cuenta que
la viabilidad de los embriones colectados en hembras
superovuladasnodifieredelosprovenientesdehembras
sin tratamiento hormonal (Kovacs ef al., 1993). En tal
sentido, Cornejo Cortés et al. (2006) determinaron
la influencia de la dosis hormonal superovulatoria
sobre la tasa de embriones colectados. Ademas, el
tipo de hormona superovulatoria administrada (FSH
0 ¢CQ) influencié la obtencion de diferentes tasas de
embriones colectados por donadora (Mufioz et al.,
1994).

Otra variable que influye sobre la tasa de colecta
de ovocitos y embriones murinos corresponde a la
cepa de la donadora, habiéndose reportado mayor
nimero de embriones por donadora en cepas no
consanguineas que en cepas consanguineas (Corbin
y McCabe, 2002). Asimismo, Byers et al. (2006)
reportaron amplias diferencias al evaluar 10 cepas

74

murinas con grado de consanguinidad similar,
observando una baja tasa de colecta de ovocitos en
donadoras de la cepa A/J, siendo marcadamente
mayor para la cepa 129SI/SvimJ (4,0 vs. 39,5 ovocitos
normales por hembra, respectivamente).

También los aspectos nutricionales pueden afectar
a las donadoras, influyendo negativamente sobre la
produccion in vivo de embriones. En este sentido se
ha reportado que la exposicion de las donadoras a
bajas dosis de aflatoxina Bl (3,6 ppb) en el alimento
concentrado causa una marcada disminucion en la
calidad de los embriones murinos, observandose
el citoplasma degenerado en la totalidad de los
embriones colectados, sin verse afectada la tasa de
colecta por donadora (Cabrera et al., 2006).

Teniendo en cuenta que en un sistema de
produccion in vivo de embriones murinos existe
gran cantidad de variables estudiadas y otras mas
no estudiadas que influyen sobre la eficiencia en la
produccion de grandes cantidades de embriones de
excelente calidad, el objetivo del presente trabajo
es determinar la influencia del peso de la donadora
al inicio del protocolo de superovulacion sobre el
nimero de embriones murinos colectados.

MATERIALES Y METODOS

Se escogieron 80 ratones hembras virgenes de
la cepa NIH (National Institute of Health), con un
rango de edad entre seis a ocho semanas, agrupando
16 animales experimentales por cada una de las
cinco categorias de acuerdo a su peso al inicio del
protocolo de superovulacion: categoria uno, con un
rango de peso entre 12,2 y 14,9 g; categoria dos,
15,0 a 17,6 g; categoria tres, 17,7 a 20,3 g; categoria
cuatro, 20,4 a 23,0 g y la categoria cinco, entre 23,1 y
25,8 g. Ademas, fueron utilizados 8 ratones machos
de la misma cepa, con una edad promedio de ocho
semanas, a los cuales se les comprobo su fertilidad,
mediante exposicion previa a hembras y nacimiento
de crias viables. Se mantuvieron todos los animales
en un ambiente donde se controld tanto la temperatura
(promedio 24°C), como el periodo de iluminacion,
manteniendo la luminosidad entre 06:00 y 18:00 h,
es decir, un periodo de 12 h luz y 12 h oscuridad,
durante un tiempo minimo de 10 d previo al inicio del
protocolo de superovulacion.

Al azar, indistintamente del peso, fueron
seleccionados grupos de ocho ratones hembras para
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cada jornada de colecta, los cuales simultaneamente
se trataron aplicando el protocolo de superovulacion
descrito por Kuleshova et al. (2001). Se denomin6 dia
ceroaliniciodeltratamientohormonal,indistintamente
de la fase del ciclo estral de la donadora, ya que no
existe diferencia significativa en cuanto al nimero de
embriones colectados en las diferentes fases del ciclo
estral (Mufiozetal.,1992). El protocolo superovulatorio
se inicid con la administracion de una dosis de 10 UI
de gonadotropina corionica equina (eCG; Folligon®,
Intervet), por via intraperitoneal entre las 14:00 y
16:00 h. Cuarenta y ocho horas después se aplico una
dosis de 10 UI de gonadotropina coridonica humana
(hCG; Pregnyl®, Organon), por via intraperitoneal,
colocando las hembras inmediatamente en contacto
con machos enteros en relacion 1:1. Dieciocho horas
después se visualizo la presencia del tapon vaginal
como indicador positivo de monta, siendo solo estas
hembras las que fueron posteriormente colectadas el
dia seis entre las 08:00 y 10:00 h.

Previo a la colecta, considerando las normas de
ética en animales de experimentacion, se sacrificaron
las donadoras por dislocacion cervical. Acto seguido,
através deun abordaje abdominal, se disecaron ambos
cuernos uterinos bajo lupa estereoscopica (Carl Zeiss,
40 X) colocados en una placa de Petri desechable
(Falcon Integrid®; 100 x 100 mm). Cada cuerno fue
separado de su respectivo ovario y oviducto, y lavado
internamente con una canula pléstica (dispuesta en
direccion cérvix-oviducto), adaptada a una jeringa
contentiva de solucién base (SB: 4 mg de albumina
sérica bovina por mL de fosfato buferado salino).
Para el lavado a presion de cada cuerno se utilizd
aproximadamente 1 mL de esta solucion.

Las placas conteniendo la solucion de lavado,
se examinaron bajo un microscopio invertido (Carl
Zeiss, 150 X). Los embriones identificados se
transfirieron a otra placa similar, conteniendo gotas
de aproximadamente 100 uL de SB.

Todos los embriones localizados fueron sometidos
a un proceso de evaluacion y seleccion, tomando en
cuenta los parametros establecidos por Lindner y
Wright (1983) en bovinos, determinando el grado de
calidad como patrén pararealizar su clasificacion. Para
efectos de este trabajo experimental, la poblacién en
estudio estuvo compuesta solamente por embriones
grado uno o de excelente calidad, los cuales son
embriones simétricos, esféricos, con células de
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tamafio, color y textura uniforme (Lindner y Wright,
1983).

Este conjunto de embriones grado uno se
clasificaron en dos sub grupos, no congelables y
congelables. Los embriones no congelables son
aquellos embriones en los cuales el estadio de
desarrollo no se corresponde con el estadio esperado
al momento de la colecta, tomando en cuenta las
horas transcurridas después de la fertilizacion.
Los embriones congelables son aquellos en los que
concuerda su estadio de desarrollo con el esperado el
dia de la colecta (Butler y Biggers, 1989).

Los datos obtenidos fueron analizados tanto
por estadistica descriptiva como por la prueba no
paramétrica de Kruskal Wallis haciendo uso del
Sistema de Analisis Estadistico (SAS, 1998).

RESULTADOS Y DISCUSION

La aplicacion del protocolo hormonal de
superovulacion permitié una tasa de monta positiva
total (visualizacion del tapon vaginal) de 67,5% (54/80),
observandose 62,5; 100; 93,7; 43,7 y 37,5% de monta
positiva para los grupos 1,2, 3,4 y 5, respectivamente.
Durante la ejecucion del experimento se llevaron a
cabo 54 colectas a donadoras de las 5 categorias de
peso, obteniéndose 940 embriones de excelente calidad
en distintos estadios de desarrollo, determinando que
no hubo efecto (P>0,05) del peso de la donadora sobre
el promedio de embriones colectados en los estadios
iniciales de desarrollo (embriones de 2 a 16 células).
Sin embargo, se observd un efecto significativo
(P<0,05) del peso de la donadora sobre el promedio
de embriones colectados en estadios de desarrollo
mas avanzados, morula y blastocito (Cuadro 1).
Es importante destacar que la mayor cantidad de
embriones colectados presentaron un estadio de
desarrollo de moérula y en este sentido las donadoras
de la categoria tres (17,7 a 20,3 g) produjeron el mayor
promedio por colecta de embriones de un mismo
estadio de desarrollo, en este caso moérulas (10,4 +
2,9).

Al analizar los datos presentados en el Cuadro 2
no se evidencid diferencia significativa (P>0,05) en
el promedio total de embriones colectados, asi como
tampoco en el promedio de embriones congelables
y no congelables colectados entre los grupos de
donadoras, clasificadas por su peso al inicio del
protocolo de superovulacion. Es importante resaltar,
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Cuadro 1. Numero de embriones por colecta (promedio + error estandar) en distintos estadios de
desarrollo obtenidos en 54 colectas y clasificados de acuerdo al peso de la donadora.

Peso 2 y 4 células 8y 16 células Morulas Blastocitos
g Numero

12,22 14,9 2,6 £0,7af 4,2+ 1,5a 9,2+0,8a 1,4 +0,5a
15,0a17,6 1,6 £0,6a 1,5+0,5a 3,9+0,7b 6,9+ 1,3b
17,72 20,3 1,2+0,5a 3,6£0,9a 10,4 + 2,8ab 6,0+ 1,1b
20,4a23,0 0,5+0,4a 2,0+0,9a 8,7 £ 1,6ab 6,5+ 1,4b
23,1 a25,8 33+ 1,4a 1,8 £ 0,6a 7,6 +£2,1ab 3,1 +0,8ab

1 Valores con diferentes letras en la misma columna son significativamente diferentes (P<0,05).

Cuadro 2. Numero (n) y promedio por colecta (+ error estandar) de embriones no
congelables (ENC), embriones congelables (EC) y totales obtenidos en 54
colectas y clasificados de acuerdo al peso de la donadora.

Peso ENC EC Total

g n Promedio n Promedio n Promedio
12,2a 14,9 68 6,8+1,3 106 10,6 £0,7 174 174+1,3
15,0a 17,6 51 3,1£1,0 174  10,8+1,4 225 14,0+2,0
17,7a20,3 73 48+1,0 247 164+25 320 21,3+2.8
20,4 a23,0 18 2,5+£0,8 107 152422 125 17,8 +2,9
23,1 a25,8 31 51+1,9 65 10,8 £2,6 96 16,0 +3,9
Total 241 699 940

que la categoria tres, comprendida entre los pesos
17,7 a 20,3 g, fue la que present6 el mayor promedio
de embriones totales colectados por donadora (21,3),
presentando ademas, el mayor promedio de embriones
congelables por colecta (16,4).

Considerando la proporcion de estructuras
congelables vs. estructuras no congelables por
categorias de peso de las donadoras, se evidencid
que las dos categorias extremas (categorias uno y
cinco) no superaron la relacion 2:1, mientras que
las tres categorias intermedias presentaron una
relacion superior a 3:1. La categoria tres presentd
3,3 estructuras congelables por cada estructura no
congelable y la categoria cuatro presentd la mayor
relacion entre dichas estructuras en el experimento
(5,9:1).

Estos resultados se correlacionan con lo reportado
por Robker (2008), quien resefia que hembras murinas
obesas proporcionaron ovocitos de mala calidad,
y por consiguiente reducida tasa de sobrevivencia
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de blastocitos y anormal diferenciacion celular
del embrion, resaltando el efecto del peso sobre la
produccion de embriones in vivo.

CONCLUSIONES

Los resultados del presente estudio indican que
es necesario tomar en cuenta el peso de la hembra
donadora murina antes de iniciar el protocolo
hormonal superovulatorio para la produccion de
embriones in vivo, ya que el peso corporal influye
sobre la cantidad y calidad de los embriones
preimplantacionales colectados. Utilizando hembras
de aproximadamente 17 a 20 g se obtuvieron mayor
nimero de embriones por hembra colectada de una
manera sencilla, abundante, econéomica y repetible.
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