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Resumen y Abstract IX

Resumen

Ante la falta de material histoldgico en Embriologia de propiedad de la Universidad Nacional
de Colombia, el departamento de Morfologia de la Facultad de Medicina plantea un método de
elaboracion de este por medio del trabajo de grado de una de sus maestrantes. Dicho trabajo se
enfoco en la produccion de material didactico, de utilidad para estudiantes y docentes del
departamento o de otros departamentos o instituciones; es por esta razon, que el material
resultante del trabajo estad disponible de manera digital y en fisico. Como recurso bioldgico se
emplearon embriones de rata, para lo cual se solicitd la colaboracién del personal del bioterio
para la programacion de la fecha de copula y adquisicion de los especimenes. Se utilizaron 12
especimenes fertilizados en diferente tiempo de gestacion, con previa anestesia; se sacrificaron
por medio del aclaramiento intracardiaco con solucion salina y, por la misma via, se fijaron con
paraformaldehido al 4% y se sumergieron por 48 horas en el fijador, para luego extraer
satisfactoriamente el Utero y los embriones. Una vez disecadas las piezas, se procesaron en
parafina para la elaboracion de laminas histologicas de embriologia, material de analisis
didactico y digitalizable de este trabajo de investigacion. Se obtuvieron ldminas con evidencia
de tejido embrionario desde el dia séptimo de gestacion, con resultados variables, 6ptimamente
didécticos.

Palabras clave: Biologia del desarrollo, embriones, estadios de Carnegie, rata,
histotecnologia, didactica.
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Abstract

In the absence of embryologic histological material, the morphology department of the National
University of Colombia, raises a histologic material production methodology by the work of
research of one of its Grandee. This work focuses on producing educational material to make it
available for students and teachers of the department or other departments or institutions, it’s
because of that, that, the resulting material of this work will be available, both, digitally and
physically. As biological resource, rat embryos are used, the date of copula is programmed with
the collaboration of the vivarium to acquire specimens; we requested 12 specimens fertilized
with different gestation time; then, they are anesthetized with approved drugs the National
Association of Veterinary and following national ethical guidelines for euthanasia, intracardiac
clearance is performed with saline solution and, by the same way, the rat embryo are fixed and
then extracted to be processed for preparation of histological slides of embryos, material for
didactic analysis and digitization of this research.

Keywords: Developmental biology, embryo, Carnegie stages, rat, histotechnology, didactics.
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Introduccion

Como parte de la formacion en carreras de la Salud de la Universidad Nacional, la Biologia
del Desarrollo y la Embriologia Humana son disciplinas indispensables dentro de los
curriculos académicos; esto se explica porque el profesional en formacién debe estudiar y
aprender el desarrollo intrauterino del humano para comprender posteriormente conceptos de
la morfologia y de la evolucion humana, sobre alteraciones congénitas y genéticas de la
formacion, entre otros.

Los elementos didacticos, disponibles en Embriologia para pregrado de Medicina y en Biologia
del Desarrollo para la maestria de Morfologia Humana, se basan principalmente en esquemas e
ilustraciones y, en segunda instancia, se emplean imagenes histoldgicas que tienen un amplio
potencial didactico.

Las laminas histoldgicas son herramientas -en un principio, fisicas-, que se adquieren de
tejidos biolégicos, que son procesados, para ser visualizados de manera méas precisa al
microscopio. Actualmente se dispone de tecnologias de informacion y comunicacién, como
estrategias didacticas innovadoras, que complementan la ensefianza y el aprendizaje de la
embriologia; gracias a estas, los docentes y estudiantes favorecen su ensefianza y aprendizaje
en embriologia. Las laminas histoldgicas, por ser una herramienta visual, son féacilmente
adaptables a las TIC, siendo utilizadas también como contenidos digitales.






Capitulo 1: PLANTEAMIENTO

El presente trabajo propone dar soluciéon a la falta de material didactico histoldgico de
embriologia en la Facultad de Medicina de la Universidad Nacional de Colombia. Las
herramientas actuales consisten en modelos digitales y representaciones conceptuadas, sin la
disponibilidad de ldminas histoldgicas y tampoco de contenidos digitales en Embriologia,
como recursos didacticos propios de la universidad.

La idea original es del Médico Morfélogo Julio César Franco Castillo, quien manifest6 que en
otras instituciones latinoamericanas si se encuentra disponible este material didactico y
propuso la elaboracién de las laminas como trabajo de investigacion del departamento de
Morfologia de la Facultad.

El laboratorio de Histologia de la Universidad si cuenta con material de Biologia del Desarrollo,
pero este material basicamente muestra organogénesis, mas no procesos embrionarios
pluripotenciales previos propios de la blastulacion y de la gastrulacion.

El aporte de la investigacion es esencialmente didactico y los resultados se obtienen de manera
fisica, digital y cognoscitiva y, el medio para llegar a los mismos es tedrico- practico, es decir,
gue después de una fundamentada contextualizacién, basada en referentes tedricos y en el
estado de la cuestion, se consolidan procesos practicos para afianzar aprendizajes y para la
elaboracion de material de conocimiento.

Inicialmente se pensd en la obtencidn de muestras a partir de legrados de abortos espontaneos o
de embarazos ectdpicos, pero esta posibilidad se descartd por mualtiples razones, principalmente
por el estado patoldgico previo con el que vendrian dichas muestras y también por la
inexactitud en la edad gestacional. Se opté entonces, por la planeacion de la copula, el
seguimiento gestacional y la posterior fijacion de embriones obtenidos de ratas, entre otras
razones, porque la implantacion del blastocisto del roedor es equiparable con la del humano.

1.1 Problema

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

Para dar solucion a la carencia de material histolégico para Embriologia se plantean los
siguientes objetivos:

1.2.1 Objetivo principal

Elaborar cortes histolégicos de embrion de rata que ilustren las etapas del desarrollo
embrionario para ser implementados como material didactico -fisico y digital- disponible para
estudiantes y profesores de la Universidad Nacional.

1.2.2 Objetivos especificos

[1 Determinar las ventajas y las oportunidades que el empleo de embriones de rata aportan a
la didactica de la Biologia del Desarrollo.

[ Estandarizar la técnica para la diseccion y extraccion de embriones de rata.

[ Definir la técnica de fijacibn méas adecuada para la preservacion de la histologia del
embridn de rata.

[l Elaborar material didactico fisico y digital para Embriologia, de propiedad de la
Universidad Nacional de Colombia.

[J Describir morfolégicamente las caracteristicas de una parte de los grupos celulares que

participan en el desarrollo embrionario.



Capitulo 2: MARCO DE REFERENCIA

El estudio de la Embriologia Humana se ha realizado desde la antigliedad tomando patrones
embrioldgicos de otras especies. El desarrollo embrionario de la rata en las primeras semanas
de gestacidn es casi equivalente al del humano; esta equivalencia fue demostrada en la década
del 50 por el doctor Robert Edwards, conocido por sus aportes sobre la fertilizacion invitro,
fundamentos cientificos y muestras de innovacion que ensefian que un trabajo de investigacion
debe ser préctico. (Edwards, 1965).

El empleo de embriones de rata se justifica en este trabajo por la facilidad de vigilancia,
cuidado y adquisicién del espécimen en el bioterio dentro de la misma universidad, lo que
aumenta la validez y fiabilidad de las muestras, puesto que es de suma importancia determinar
el estadio de desarrollo embrionario de manera precisa.

La rata es un mamifero que mantiene un perfil de desarrollo embriolégico temprano muy
similar al del humano. Actualmente existen bases de datos digitales que permiten la correlacion
de etapas embrionarias de otras especies con la humana. Otra de las caracteristicas del
desarrollo embrionario del roedor es que al igual que el humano su blastocisto se implanta en el
endometrio, lo que en un estudio histoldgico permite la basqueda del embridn implantado en las
paredes uterinas de manera mas eficiente (Medical Research Council, 2014).

Este trabajo proyecta el mayor provecho didactico de las preparaciones histoldgicas,
principalmente en las primeras semanas del desarrollo embrionario, periodo en el que ocurre el
mayor nimero de cambios morfoldgicos y de determinantes de organogénesis (Bedzhov &
Zernicka-Goetz, 2014).

Las etapas evolutivas que se tienen como referentes comparativos son las propuestas por
Carnegie, ya que las bases de datos y la bibliografia, actualmente disponibles en Embriologia,
toman como referente estas etapas que sirven como punto de conversion de los dias
embrioldgicos en la rata a extrapolar en el humano. (Gasser, Cork, & Noe, 2015) (Tabla 1y 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, se siguen los estadios de Carnegie que comparan los eventos a nivel
embrionario entre los dos grupos. El nombre de "etapas Carnegie” es derivado del Instituto
Carnegie en Washington (Fribourg & Laussane, 2011).
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Los estadios de Carnegie determinan caracteristicas embrionarias clasificadas en 23 etapas que
permiten hacer la equivalencia; otra clasificacion valida, tomada de Emil Witschi, sera
mencionada ocasionalmente. Sin embargo, esta investigacion se basa principalmente en la
clasificacidn de Carnegie, en razon de que es la mas completa y por lo tanto, la més respaldada
bibliogréficamente (Gasser, Cork, & Noe, 2015).

Otra de las razones por las que se opta por la clasificacion de Carnegie es porque comprende
aspectos intraembrionarios y extraembrionarios del desarrollo morfoldgico, Utiles para el
andlisis de las laminas histoldgicas; dichos aspectos no son directamente dependientes de
cualquier edad o tamarfio. Los estadios de Carnegie ilustran los primeros 60 dias de desarrollo;
en el dia 60 el embrion humano pasa a llamarse feto humano (Fribourg & Laussane, 2011).

La correlacién entre la edad, la morfologia y el tamafio embrionarios sirve para caracterizar los
estadios de Carnegie. La secuenciacion en la aparicion de caracteristicas de diferenciacion y
migracién celular es algo que permanece constante y se efectla de manera mas precisa si se
evalllan y comparan sus caracteristicas intrinsecas y superficiales.

El desarrollo embrionario humano se toma en cuenta desde el momento de la fecundacion,
cuando se inicia la primera semana de gestacion que equivale a la tercera semana clinicamente
aceptada, ya que clinicamente la primera semana inicia con el primer dia de ovulacion.

2.1.1 Semana 1

En la primera semana se cuentan los 5 primeros estadios de Carnegie que, como se dijo
previamente, equivale a la tercera semana clinica y se inicia desde el momento de la
fecundacion. Para el humano abarca los 7 primeros dias y para la rata los 6 primeros dias de
gestacion:

(1 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 metafase de la meiosis Il, es penetrado por
un espermatozoide. Este es el primer evento después de la fertilizacion, que finaliza con
la formacion del segundo cuerpo polar. EI embridn de la rata mide aproximadamente
0.07mm y el del humano 0.12mm con un peso de 0.004mg.

La basqueda del embrién durante la etapa procedimental se hace en el oviducto, debido
a que aun no ha ocurrido la implantacion.
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[ Estadio 2: Se inicia con la segmentacién del cigoto en varias células y finaliza con la
aparicion del blastocele, primera cavidad formada dentro de la blastula; en ese
momento, el nimero de células (blastomeras) es de aproximadamente 16, lo que indica
que se estiman 4 momentos de segmentacion celular; no se percibe alin un crecimiento
en el volumen protoplasmatico, pero si existe una efectiva replicacién del material
genético nuclear.

Este proceso ocurre entre los dias 2 y 3 de desarrollo, tanto para la rata como para el
humano; la mdrula -antes cigoto- alun se encuentra en el oviducto y el tamafio se
mantiene constante debido al poco o nulo aumento de volumen intracelular, ya
expuesto (Gasser, Cork, & Noe, 2015). Se calculan al tercer dia, 8 blastomeras
formadas.

Los hallazgos invitro muestran que el clivaje sucede siguiendo el plano del cuerpo
polar, inicialmente dividiéndose el cigoto en una célula posterior y otra anterior, el
plano “coronal” estd determinado por el cuerpo polar; de igual modo la segunda
segmentacién toma un plano perpendicular al anterior y tiene como referencia el
segundo cuerpo polar (Figura 1).

eje polar sagital

cuerpo polar
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|
|
|
|
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|
|
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1

eje polar axial y
perpendicular

Figura 1. Ejes polares (Veeck & Zaninovic”, 2003).



14

Elaboracion de material histolégico didactico en embriologia con embriones de rata.

En el estadio 2 ocurre el proceso de compactacion que consiste en una aproximacion
cada vez mas estrecha entre las blastdbmeras y explica también por qué el tamafio de la
blastula no cambia mucho de un dia para otro. EIl proceso esta descrito en 6 fases:

Iniciacion.

Contacto celular moderado.

Amplio contacto celular.

Yuxtaposicion de membranas celulares.
Aparente desaparicion de membranas celulares.
Aparente invisibilidad de membranas celulares.

A A

Estadio 3: Se calcula en el comienzo del dia 4 y se inicia con la formacion del
blastocele, una cavidad dentro de la blastula (o mérula), la que a partir de este momento
se denomina blastocisto libre, el cual con su implantacién en la pared endometrial y
disolucion de la zona pellcida, finaliza el estadio 3.

La formacion del blastocele se conoce como cavitacion. Las células adyacentes o
blastomeros se diferencian en células trofoblasticas que se dirigen a la periferia y
centralmente queda la masa celular interna o embrioblasto. La cavitacion resulta
inicialmente por la acumulacién de liquido o producto metabodlico de los blastomeros e
implica la formacién de una ranura primordial entre los espacios extracelulares de los
blastémeros que gradualmente se amplia llenandose de liquido blastomérico. Al
principio las diferencias morfoldgicas entre los dos grupos celulares no son evidentes,
pero al final de la cavitacién, las células periféricas, ahora llamadas trofoblasticas, son
aplanadas y estan acopladas entre si por uniones tipo gap. Las células que constituyen
la masa celular interna tienen una forma mas redondeada y de mayor altura.

En este punto es relevante mencionar que la localizaciéon de la masa celular interna
establece el polo embrionario, es decir, donde se forma el embrién y por lo tanto el polo
gue se va orientar hacia el endometrio; es por esta razén que al final del estadio esta
masa celular interna se denomina embrioblasto.

Dentro de los eventos que ocurren en el estadio 3 se encuentra la eclosién o salida del
blastocisto de la zona peltcida, que hace posible posteriormente que el blastocisto entre
en contacto con el endometrio y se expanda aumentando de tamafio. El blastocisto en el
humano mide aproximadamente 0.2mm y en la rata 0.08mm de didmetro.
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[J Estadio 4: En el caso del humano abarca el inicio del dia 6 y en la rata el dia 5, 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 implantacion endometrial del blastocisto, que se inicia
con el primer contacto de las células trofoblésticas con las células endometriales.

La capa trofoblastica tiene mdltiples areas de union al epitelio endometrial. Y se
diferencia progresivamente en sincitotrofoblasto y citotrofoblasto, quedando zonas de
contacto del primero que disuelven el epitelio endometrial, siendo el sincitotrofoblasto
la estructura mas periférica.

Se crean células amniogénicas para separar el trofoblasto y se distinguen de la masa
celular interna o embrioblasto que a su vez sufre una diferenciacién en una capa
superior o epiblastica y una capa inferior o hipoblastica.

2.1.2 Semana 2

En la segunda semana ocurren los eventos de trasformacion del disco embrionario
bilaminar y comprende los estadios 5y 6 de Carnegie.

(1 Estadio 5: Comienza el dia 7 en el humano, el dia 6 en la rata y finaliza al concluir el
dia 12 en el humano y a mediados del séptimo dia en la rata. En este estadio se aprecia
gue, como consecuencia de la implantacion, el blastocele tiende a colapsarse y el mayor
diametro que alcanza es 0.5 mm en el humano y 0.25 mm en el embridn de la rata.

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

A nivel endometrial, se forman capilares maternos que se fusionan con parte del
sincitotrofoblasto; de igual manera, se encuentran lagunas dentro del citoplasma de las
células del sincitotrofoblasto que entran en contacto con las lagunas de células
adyacentes. Al finalizar el estadio estas lagunas parecen formar circulos sanguineos
discontinuos en la superficie endometrial.

Llegando el dia 8 la cavidad amnidtica es mas notoria. En 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 volumen estd en su mayoria
ocupado por el ndcleo.
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A partir del epiblasto se forman las tres hojas embrionarias. Del hipoblasto se forma
una capa celular migratoria Ilamada endodermo extraembrionario que tapiza la cara
interna del citotrofoblasto, dejando circunscrita una cavidad exocelémica que
posteriormente se denomina saco vitelino primario. Entre los dias 9 y 10 esa membrana
formada por endodermo extraembrionario Ilamada membrana exocelomica, se
desprende del citotrofoblasto dejando un tejido conectivo laxo entre ambas capas
Ilamado mesodermo extraembrionario, el cual por su localizacion se va a dividir en dos
porciones, una, el mesodermo somatico, que estd en contacto con el trofoblasto y el
amnios; y otra, el mesodermo esplacnico que estd en contacto con el saco vitelino.

Al final del dia 12 la totalidad del contenido blastocistico esta inmersa en el endometrio
y tapizada por endometrio regenerado.

[J Estadio 6: Abarca del dia 13 al dia 15 en el humano y en la rata desde la mitad del dia 7
hasta la mitad del dia 8, en este momento, el disco 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 extraembrionario, espacios que se expanden y fusionan formando la cavidad
coridnica y el quiste exocelémico. Hacia un extremo del disco embrionario se desarrolla
un engrosamiento denominado placa procordal que posteriormente forma la membrana
bucofaringea; dicho engrosamiento referencia el polo cefalico del embridn.

2.1.3 Semana 3y 4

La semana 3 se caracteriza por ser facilmente asimilada en la comunidad académica, ya
gue sucede el proceso de gastrulacién o formacién de las tres capas embrionarias, -en
especial de la capa mesodérmica- que daran formacion a los tejidos maduros. Comienza
desde el final del estadio 6:

[J Fin del estadio 6: Incluye el trascurso entre los dias 14 y 15. El disco bilaminar, visto
desde la cavidad amnidtica, muestra el dorso embrionario. Esta superficie, en su
porcion caudal, presenta un engrosamiento longitudinal llamado linea primitiva que
termina hacia el polo ceféalico en el nédulo primitivo.

71 Estadio 7: Incluye para el embrion humano los dias 16 y 17 y para la rata desde la
segunda mitad del dia 8 hasta la primera mitad del dia 9. Tanto la linea primitiva como
el nédulo primitivo se deprimen en su centro formando el surco primitivo para la linea
y la fosita primitiva para el nédulo.
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A través del surco primitivo ingresan células provenientes de la periferia del epiblasto
las cuales se ubican entre las células del hipoblasto a las que reemplazan, formando el
endodermo intraembrionario. Luego otras células, también del epiblasto, ingresan por
el surco primitivo y se acomodan entre el epiblasto y el endodermo intraembrionario
formando la capa del mesodermo intraembrionario. El epiblasto restante se queda para
formar el ectodermo, y de esta manera es como se forman las tres capas
intraembrionarias.

Concluyendo este estadio se forma la placa neural y un primordio alantoide., quedando
el embrion levemente dorsalizado. Este disco trilaminar en humanos tiene una
dimension aproximada de 0.6 mm de longitud.

(1 Estadio 8: Se inicia con la formacidon de los somitas occipitales el dia 18 en el humano
y en la segunda mitad del dia 9 en el embridn de la rata. Se continta alargando la linea
primitiva y la placa neural se pliega, anunciando el comienzo del tubo neural primario,
gue es dorsal a la notocorda que se ha formado a partir de la diferenciacion de blastos
que migraron del epiblasto. En este momento existe una primera localizacion cefélica y
caudal embrionaria. EI embridon continda doblandose dorsalmente, permitiendo la
formacidn del primer arco faringeo.

El quiste exocelémico se colapsa y se integra a los futuros elementos placentarios; el
saco vitelino y la membrana exocelémica comienzan una regresion periférica.

(1 Estadio 9: Continta la formacion de somitas a nivel cervicotoraxico. El dia 20 en el
humano se forma el segundo arco faringeo, se reconocen las vesiculas primitivas
proscencéfalo, mesencéfalo y rombencéfalo entre los pliegues neurales Yy aparece la
cavidad pericardica y la aorta dorsal, asi como los vasos del arco aértico y umbilicales;
también se reconocen el intestino anterior, el medio y el posterior y las membranas
bucofaringea y cloacal. Este estadio abarca en el humano los dias 20y 21 y en la rata la
segunda mitad del décimo dia (Hill, 2013).

71 Estadio 10: El embrion humano ya ha alcanzado una longitud aproximada de 2mm;
comprende los dias 22 y 23 y en la rata hasta la mitad del dia 11. El tubo neural tiene
ahora 5 vesiculas entre sus pliegues y en una placa quiasmatica, sobre la linea media,
exhibe el surco Optico y los neuroporos rostral y caudal. También se forma la primera
bolsa faringea, que se orienta cerca de la placoda Otica. La membrana bucofaringea
pasa a formar el estomodeo, de igual manera, se forma un primordio de glandula
tiroides y una placa hepética. Lateral a los somitas se identifica una via nefrogénica, la
gonada primitiva y el mesodermo intermedio.
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2.1.5 Semana 5

(1 Estadio 11: En la rata, es solo unas horas del dia 11; en el humano, comprende el dia
24 post-fertilizacion. Se forman pares de somitas lumbares y esclerotomas ubicados
ventromedialmente. El neuroporo se cierra ventralmente y se establecen los arcos
faringeos restantes. En el surco dptico se forma la vesicula dptica al mismo nivel de la
formacion del diencéfalo, lo que hace que la placoda Otica quede al nivel del
rombencéfalo. En este estadio se crea una adenohipdfisis primitiva. A nivel
gastrointestinal se nota el diverticulo hepatocistico.

(1 Estadio 12: En el humano comprende del dia 25 al 27 y en la rata el resto del dia 11.
Se forma el resto de las somitas en el humano y en la rata la formacién de somitas es
méas prolongada. Se identifican la cresta neural, la configuracion de los 4 arcos
faringeos resultantes, las bolsas y las hendiduras faringeas; se abre el paso
sinoauricular y, a nivel hepatico, se visualizan los futuros sinusoides hepéticos que
estan formados por tejido hematocitopoyético. El conducto mesonéfrico desemboca en
la cloaca.

(1 Estadio 13: Comprende en el humano del dia 28 al 31 y en la rata, % partes del dia 12.
En el humano mide alrededor de 5mm. Se identifica parte de la retina y el disco del
lente Optico, se cierra el neuroporo caudal y comienzan a formarse los esbozos de las
extremidades y los esbozos bronquiales. A nivel gastrointestinal el estémago y la
hernia umbilical se hacen presentes.

2.1.6 Semana6y 7

A partir de esta semana los cambios a nivel de somitas — especialmente en el nimero- son
variables en las dos especies, sin embargo, la organogénesis es estable y equiparable.

(1 Estadio 14: En la rata se completa el dia 13 y en el humano implica el dia 32. Se
aprecian los procesos maxilares, frontonasales y mandibulares, también, Ila
vascularizacion en procesos de extremidades. Comienza la formacion de la pared
abdominal, los hemisferios cerebrales, la union esdfago-géstrica, el saco pulmonar, los
primordios del hipotdlamo y de la traquea.

] Estadios 15-17: Abarca el dia 13 en la rata y en el humano de los dias 33 al 43. Los
eventos muestran el desarrollo de las prominencias faciales y hendiduras, mayor
proyeccion nasobucal, aumento de la hernia umbilical, formacion del conducto auditivo
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externo y las condensaciones precartilaginosas para los primordios de las manos.

[J Estadios 18-19: Dia 14 y 15 en la rata y en el humano del dia 44 al 50. En el estadio se
cierran las hendiduras faciales y el canal pleuroperitoneal y se completa el diafragma.

2.1.7 Semana 8

Del estadio 19 al 23 la organogénesis de las dos especies difiere lo suficiente como para
disminuir su utilidad didactica. Los eventos principales que suceden son la formacion del
pabellon auricular, el aumento de tamafio de la hernia umbilical y el establecimiento de los
factores parenquimatosos y estromales de la organogénesis.

2.2 Anatomia comparada de la rata

En este apartado se hace mencion de los hallazgos - especialmente los genitales femeninos-
durante la diseccion de la rata, que bien difieren o se asemejan a los del ser humano.

El género animal utilizado es el Rattus, dentro de este género se utiliz6 la cepa Albina y dentro
de esta cepa el grupo Wistar, este animal tiene un peso de 250 a 550 gramos, cuerpo de 15 a
25 cm, una cola de 15 a 20 cm de longitud con 1cm de diametro en su raiz.

Respecto a su capacidad reproductiva, la rata tiene un Utero bicornio, con 2 cuellos uterinos,
uno para cada cuerno, comunicados entre si por una sola vagina; el Gtero puede contener entre 4
y 6 sacos gestacionales por cuerno, lo que significa que cada nidada puede producir hasta 12
crias (Figura2).

La gestacion dura alrededor de 23 dias y una rata en edad reproductiva puede tener de 8 a 12
gestaciones por afio. La placenta es ovalada. Los ovarios se mantienen activos durante la
gestacion, en ausencia de ellos en cualquier momento de la gestacion, se producira un aborto o
la reabsorcion de los fetos ya que la placenta no produce la suficiente progesterona para
mantener la gestacion (Figura3).

El abultamiento abdominal es perceptible en la mitad de la gestacion, los embriones se disponen
de manera uniforme en ambos cuernos uterinos y se separan por una distancia razonable para
permitir el desarrollo individual de cada uno. Cada cuerno uterino tiene una longitud de 4 a 5
cm y un didmetro de mas o menos 3 mm, el oviducto es corto y tiene dos milimetros de
longitud (Liu, Hewett, Braun, Hyde, Jensen , & Lee, 2015).
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Como se describid en la introduccion, el aporte de la investigacion es principalmente académico
y los resultados se obtienen de manera fisica, digital y cognoscitiva. Los medios para llegar a
los mismos son tedrico-practicos, es decir, que después de una rigurosa investigacion
respaldada por referentes tedricos, se siguen procedimientos practicos para afianzar
aprendizajes y elaborar material de conocimiento.

La metodologia que sigue el trabajo es descriptiva, basada en procesos tedrico-préacticos porque
comienza con una revision sistematica de la bibliografia, centrada en la correlacion de la
manera mas precisa de las etapas de desarrollo embrionario en ratas y en humanos vy, se
continta con la produccion y la revision de placas histoldgicas de embriones de rata para
determinar patrones de crecimiento, migracién, apoptosis y diferenciacion celular, entre otros.

3.1 Cronograma de Actividades

El procedimiento fue planeado para llevarse a cabo a lo largo de 5 meses, de la siguiente
manera;

3.1.1 Primer mes

1 Planeacion: Durante el primer mes se proyectaron los procedimientos que se llevarian a
cabo: cronograma de actividades, contacto con personal capacitado o interesado en hacer
parte de la investigacion.

1 Caélculo de gasto y presupuesto: Se elabor6 un documento en el que se estima el gasto en
recursos (humano y material), tiempo y espacio; esto, con el fin de evaluar la viabilidad del
trabajo de investigacion y por lo tanto, de los resultados posiblemente obtenidos; asi como
del célculo del indice costo-beneficio.

3.1.2 Segundo mes

[l Construccion de fundamentos tedricos y estado del arte: Fue necesario una ilustracién y
contextualizacion lo més amplia posible sobre el material de estudio y el &mbito en el que
sucederian los hechos, para lo cual se inicié con una profunda revision bibliogréfica con el
fin de determinar todos los procesos morfolégicos normales, paso por paso, de los periodos
de desarrollo intrauterino desde la fecundacién hasta el nacimiento; en principio para el
humano y luego para la rata.
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Correlacion de los procesos de desarrollo del humano y de la rata, con 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, se procedié a
identificar y apropiar las implicaciones éticas de los procedimientos contemplando
estandares institucionales, nacionales y mundiales. Anexo 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 y reactivos necesarios para el procesamiento de los tejidos: Para el
procesamiento de los embriones fue necesario contar con insumos quirdrgicos, de
laboratorio, de desecho y biolégicos principalmente, asi como de apoyo técnico humano y
tecnoldégico.

Capacitacion: Se hicieron capacitaciones en el bioterio para calcular los dias post-cépula
de los especimenes a disecar, también se aprendieron las normas de anestesia y sacrificio.

Diseccion de especimenes y fijacion: Posterior a la capacitacion en el bioterio, se
estandarizd la técnica de diseccion y corte de la muestra y se fijaron los tejidos en
diferentes medios de fijacion, para luego, en su visualizacion, poder determinar la férmula
mas adecuada de preservacion del tejido embrionario.

3.1.2 Cuarto mes

Corte: Los tejidos fijados se utilizaron para el corte en diferentes planos anatémicos y se
prepararon las laminas histolégicas segin las normas técnicas del laboratorio de Histologia
de la Facultad de Medicina de la Universidad Nacional de Colombia.

Seleccion: Se evalué la totalidad de las placas histologicas para definir el medio de fijacion
mas adecuado, cumpliendo asi uno de los objetivos del proyecto de investigacién. Para la
evaluacion de la calidad se acordaron criterios validados por los docentes de Histologia y
de Embriologia de la Facultad fundamentados en referentes teoricos.
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Elaboracion del material didactico: Los cortes seleccionados son presentados en fisico y de
manera digital; el material queda a disposicién del departamento de Morfologia Humana
para su evaluacién y valoracion didactica en la utilizacion por parte de docentes y
estudiantes de la Facultad.

3.1.3 Quinto mes

Entrega de resultados: Se realiza formalmente un simposio con entrada libre, dentro de las
instalaciones de la Universidad Nacional de Colombia, para presentar los objetivos
propuestos y logros alcanzados y exponer el material didactico correspondiente, dirigido a
continuar y ampliar los procesos de investigacion.

Propuestas de socializacion: A nivel de congresos nacionales e internacionales y
movilizacion.

3.2 Materiales y métodos

La muestra principal consiste en embriones de rata en estadios equiparables 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 la Facultad de Medicina Veterinaria de la Universidad Nacional a
quienes se les comunica la necesidad del recurso biolégico para ser estudiado, en este caso, se
requiere la obtencion de ratas prefiadas siguiendo un cronograma y con criterios de inclusion

como:
[J Rata fisioldgicamente sana.
[1  Sexo femenino.

[J  Post-puberes.

Encontrarse en determinados dias post-cOpula, descritos en detalle a continuacion:

Las ratas se seleccionan por presuncion de dias de gestacion de la siguiente manera: se
selecciona un espécimen gestante por cada etapa de Carnegie del periodo embrionario hasta
completar el embrién antes de la formacion de los somitas de la cola de rata, caracteristica que
marca la diferencia con el embrién humano.

El criterio de exclusion es el 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 mismo es necesaria la
adquisicion de ratas prefiadas con previa copula programada cronoldgicamente:

Observacion: Recordar que las tres primeras ratas solicitadas tienen en comun que sus
embriones se encuentran en el oviducto.

[J Rata 1: Solicitada al primer dia post-copula, formacién del cigoto unicelular y
visualizacion de los restos de cuerpos polares.

[J Rata 2: Con gestacion de 2 dias, cigoto fecundado, con dos blastdmeros (células) que se
encuentra a nivel del oviducto, lo que implica inspeccionar ambas tubas uterinas.

[l Rata 3: Gestacion de 3 dias, continta la segmentacion dependiendo de la hora de la
copula, el cigoto aun se encuentra en la tuba uterina a nivel del istmo, aproximandose al
Gtero a medida que se divide. En este dia también puede haber una mérula ya implantada
en el endometrio.

Busqueda de embriones en Gtero bicornio:

[J Rata 4: Solicitada al dia 4 post-cépula, con el fin de buscar el blastocisto libre en el Gtero.

[J Rata 5: Gestaciéon de 6 dias. La implantacion ya fue llevada a cabo. Con los cortes se
espera obtener estructuras asociadas a implantacion como el citotrofoblasto y el blastocisto
temprano dentro del Gtero.

[J Rata 6: Séptimo dia de gestacion. Comienza la formacion de blastemas (vasos
rudimentarios). Este periodo coincide con la tercera semana de gestacion en el humano;
idealmente se espera obtener laminas embrionarias del proceso de gastrulacion.

[l Rata 7: Gestacion de 9 dias. Formacion de la neurula presomita, fusion de los pliegues
corioamnidticos con formacion del tallo corioamniético y formacion de la placa neural. El

embridn se inclina dorsalmente con el consecuente brote del tallo alantoideo (Figura 4).

71 Rata 8: Décimo dia de gestacion. Se inicia la formacion de los arcos faringeos.
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[J Rata 9: Dia 11 de gestacion. En este periodo el embridon mide aproximadamente 3mm. Se
espera obtener ldminas en las que se aprecien estructuras en desarrollo como visceras,
primordios de las extremidades, vestigio de la cola (neuroporo inferior) y de somitas.

[J Rata 10: Dia 12 de gestacion. Embrion entre 5 y 7 mm 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.

[1 Rata 11: Corresponde al decimotercer dia de gestacion. EI embrion (ya mas desarrollado)
mide entre 7 y 8 mm. Existe una mayor configuracion de futuros elementos anatémicos, la
condensacion de las placas cartilaginosas de las extremidades y el desarrollo del tubo
digestivo.

[1 Rata 12: Se escoge una rata entre los dias 14 y 15 de gestacion; esto con el fin de observar
los procesos finales del desarrollo del embrién y el paso al periodo fetal. Se espera
encontrar el despliegue del cuerpo, el precartilago mandibular, la abertura del conducto
auditivo externo y el cierre de importantes estructuras como las hendiduras faciales, el
canal pleuroperitoneal y el 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 espacio, de tiempo, de forma y humanos:
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3.2.2 Materiales de espacio

[J Bioterio: Lugar donde es llevada a cabo la produccion y cuidado de material organico de
origen animal, atil en investigacién para suministro de especimenes con las edades
gestacionales indicadas (Figura 5).

Figura 5. Bioterio Universidad Nacional

1 Laboratorio de Fisiologia: Donde se dispone de elementos para eutanasia, sacrificio de las ratas
y para la preparacién de solucion fijadora (Figura 6).

Figura 6. Laboratorio de Fisiologia, Facultad de Medicina, Universidad Nacional de Colombia
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[J Laboratorio de Histotecnologia: Para diseccion de piezas anatdmicas, elaboracién y andlisis de
las laminas. Este es el principal espacio, pues la mayoria de labores practicas se llevan a cabo
en este lugar (Figura 7).

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

El tiempo fue descrito en la seccion 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 materiales se encuentran maltiples categorias:

[J Insumos de laboratorio: Guantes, equipo de diseccion, paraformaldehido al 10% (500 a 1000
cc por espécimen), frascos para guardar el material, cuchillas de bisturi, tabla fijadora, clavos
para extremidades, guillotina, agua a chorro, porta objetos y cubre objetos, lugol, xylol,
alcohol en diferentes concentraciones, procesador, micrétomo, parafina para fundir a 60°C.,
pafios secantes, toallas desechables, tapabocas, batas, canastas y casetes, camara fotografica y
de video, computador y microscopio triéptico.

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

71 Software: Herramientas digitales para la elaboracion del material didactico, manipulacion de
imagenes y produccion de material intelectual, entre otros.
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3.3 Procedimiento

Se describen a continuacion los procedimientos de fijacion y diseccion, en ese orden y de la
siguiente manera:

3.3.1 Preparacion de la solucion fijadora

Inicialmente se prepara una solucion con PBS (del inglés, Phosphate Buffered Saline) o tampon
fosfato salino que se utiliza para neutralizar el pH de la solucion fijadora (Figura 8).

Para crear un PBS a una concentracion 0,1 Molar en 1000 cc de solucion se utilizan los
siguientes solutos:

[J  Fosfato de sodio monobasico: A una concentracién de 1 Molar presenta un peso molecular
de 137,99 gr/mol, por lo tanto si se requiere una concentracién de 0,1 Molar para una solucién
de 1000 cc, se utilizaran 13,799 gr/0,1 mol.

[J Fosfato de sodio dibasico: con un peso molecular de 141,96 gr/mol que a una
concentracién de 0,1 Molar equivale a 14,190 gr/0,1 mol.

[J  Cloruro de sodio (NaCl): para una concentracion de 0,1 Molar se requieren 5,844 gramos
puesto que su peso a una concentracion de 1 Molar es de 58,44 gr/mol.
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Posteriormente, se agrega el soluto fijador: Paraformaldehido, del cual se espera obtener una
concentracién de 4%, por lo cual, se agregan 40 gramos del soluto a la solucién de 1000 cc
(Figura 9).

Figura 9. Preparacion del soluto fijador

A continuacion, los solutos anteriores se disuelven en agua destilada que se calientan a 200°C y
700 revoluciones por minuto hasta disolucién completa del soluto en la solucién de 1000 cc (1
litro). Al enfriarse se comprueba el pH, el cual debe estar en un rango entre 6 y 8. La solucién
fijadora ahora esta lista para usarse (Figural0).

Figura 10. Disolucion
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3.3.2 Fijacién

Cada una de las ratas en gestacion se fija siguiendo normas lo mas fisiologicas posibles:

1. Se selecciona la rata, previamente pesada y marcada segun su periodo gestacional. Con la
mano no dominante se inmoviliza el animal sosteniendo el cuello y el craneo entre el
segundo y tercer dedo del disector (Figurall).

Figura 11. Aplicacion de anestesia

2. Se expone el abdomen y con la mano dominante se inyectan en una sola puncién ketamina
(70 mg/kg) y xilacina (15 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 15 mcg/gramo y viene a la misma concentracion de 100 mg por cada 1 ml, por

lo cual, segun el peso de la rata, se aplica alrededor de 0.1 ml 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 comprueba la sedacion pinzando el extremo distal de la cola; en
caso de ser efectiva, el animal no reaccionara ante el dolor (Figura 13).

-

Figura 13. Comprobacion de anestesia efectiva

4. Larata se posiciona en dectbito supino sobre una rejilla que drenara el material bioldgico
(sangre principalmente) para su posterior desecho (Figura 14).

Figura 14. Posicién para diseccion

5. Para la exposicion mediastinal, se palpa el estern6n como punto de referencia; con tijera
curva se realiza un corte paraesternal a ambos lados hasta 1 cm de la punta esternal, se
asciende seccionando costal y lateralmente, se pinza el esternon y se retrae ventral y
superiormente para exposicion del mediastino, en el cual se encuentra el corazén latiendo
del roedor (Figural5) (Avila Martinez, 2010).
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. AR
Figura 15. Exposicion mediastinal
Con la aguja del equipo de goteo y asegurando que la llave se encuentre despendiendo
solucion salina se punciona el ventriculo izquierdo y se abre la orejuela auricular derecha
que expulsara el fluido hemético (Figuras 16 y 17).
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Figura 16. Puncion ventriculo izquierdo Figura 17. Ruptura auricula derecha
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El goteo se mantiene hasta los hallazgos que indiquen reemplazo de la sangre por la
solucion salina en su totalidad:

a. Decoloracién del cristalino, pulmones, palmas y plantas de extremidades
tornandose de rojas o rosadas a hialinas.

b. Salida de liquido claro por la auriculilla derecha.

c. Este proceso implica aproximadamente un gasto de 250 cc de solucién salina, por
lo cual, dicho proceso se concluird una vez que por el espécimen haya circulado
esta cantidad de solucion salina para aclarar tejidos (Figura 18).

' /

Figura 18. Perfusién y aclaramiento con soluciéon salina

7. Una vez concluido el aclaramiento se procede a la formalizacién, para lo cual es
primordial el cambio de recoleccién de liquido que se encuentra inferior a la rejilla, ya que,
el paraformaldehido debe ser neutralizado con quimicos para su posterior eliminacion.

8. Para la formalizacion se gira la llave del equipo de goteo blogueando la salida de solucién
salina y permitiendo el flujo del paraformaldehido, para ello se utilizan aproximadamente
250ml. El disector comprueba una eficiente formalizacion en el momento en que la rata se

pone rigida y presenta fasciculaciones (Figura 19).

5

Figura 19. Comprobacién de rigidez secundaria a formalizacion
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9. Se procede a dejar las extremidades en aduccion 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 solucion fijadora por minimo 48 horas.

11. Se recolectan los liquidos biol6gicos para su eliminacion y el paraformaldehido para su
neutralizacion en recipientes individuales.

3.3.3 Diseccion

Una vez concluido el tiempo de fijacién recomendado, se procede a la diseccion del espécimen.

1. Con el peritoneo expuesto se busca el Utero bicornio cuyos extremos apendiculares tienden
a posteriorizarse, se desprenden con cuidado y se secciona a partir del cuello uterino
dejando libre la vagina del animal (Figura 20).

Figura 20. Utero de Rata Wistar

2. El aparato reproductor femenino se incluye en solucién fijadora y se deja minimo por 48
horas para completar su proceso de fijacion (Figura 21).

Figura 21. Fijacion
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3.3.4 Preparacion

1. Los Uteros bicornios ya fijados se seccionan delimitando los espacios embrionarios dentro
de cada cuerno uterino (Figura 22).

>

Figura 23. Bloque de parafina

3. Una vez el blogue quede listo, se procede a cortar con el micrétomo a 5 micrometros en
pequefias hojas que seran puestas en el portaobjetos. En ese momento se debe quitar el
exceso de parafina para lo cual se lleva a temperatura de 60°C (Figuras 24 y 25).
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Figura 24. Corte

Figura 25. Desparafinacion

4. Lalamina queda lista para ser coloreada con hematoxilina y eosina (Figura 26).
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Figura 26. Coloracion

5. Las laminas tefiidas se cubren con laminilla y una vez se sequen quedan listas para su
visualizacién al microscopio (Figura 27).
| . 3

Figura 27. Microscopio de luz

3.3.5 Andlisis

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






Capitulo 4: CONSIDERACIONES ETICAS

4.1 Bioética

El hecho de trabajar con material bioldgico implica consideraciones éticas que deben estar
explicitas para desarrollar procesos investigativos justificables. Los avances cientificos abren
mas posibilidades cada dia y por lo tanto, mayores compromisos de los cuales el investigador se
hace responsable. En este trabajo estan definidos los propdsitos de analisis y la utilidad
didactica que el espécimen aporta lo que legitima el uso de los embriones.

La investigacion se rige éticamente y responde a la nacion segun la Resolucion 8430 de 1993
“por la cual se establecen las normas cientificas, técnicas y administrativas para la investigacion
en salud”. El Titulo V, Articulo 87, expone las condiciones que el equipo investigador debe
seguir al emplear animales como material de investigacion, y el Articulo 88 del mismo Titulo
contempla la necesidad de una justificacion ante el uso de animales como herramienta didéctica
en las instituciones educativas: “El uso de animales en la investigacion, ensefianza y ensayos es
aceptado solamente cuando promete contribuir a la comprension y avance del conocimiento de
los principios fundamentales biolégicos o al desarrollo de mejores medios para la proteccion de
la salud y el bienestar tanto del hombre como del animal” (Ministerio de Salud, Republica de
Colombia, 1993).

Institucionalmente existe la normatividad exigida por la Direccion de Investigacion de la
Universidad Nacional, que coincide con parte de los decretos y leyes nacionales y que establece
guias, pautas internacionales y principios éticos para la investigacion a nivel mundial
(Vicerrectoria de Investigacion, Universidad Nacional de Colombia, 2014).

Es necesario ejercer un control sobre los niveles de dolor que se producen, asegurando
condiciones dptimas de cuidado. Toda forma de vida deber ser respetada y protegida; el respeto
hacia los animales, en trabajos como esta investigacion, no es incompatible desde el punto de
vista bioético con el valor del conocimiento, “teniendo claro que respetar no es no tocar: es
valorar, comprender y estimar lo que se toca y sobre todo, hacerse responsable de todo lo que se
toca” (Montenegro, Gayol, & Tarrés, 2011).

Para lograr la anestesia se utiliza una combinacion de sedante, analgésico y relajante muscular,
farmacos aprobados por la Asociacién Colombiana de Veterinarios y Zootecnistas (ACOVEZ)
y cuya eficacia ha sido previamente comprobada. En este trabajo se opta por el uso aprobado de
Xilacina y Ketamina, aplicado de manera intramuscular con dosis calculadas segun el peso.
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La comprobacién de la sedacién y analgesia se realiza pinzando la punta de la cola del animal,
si no reacciona pero mantiene signos vitales normales, la sedacion y analgesia es optima.

En cuanto a la eutanasia del animal, una vez anestesiado y sedado el espécimen, se aborda
intracardiacamente y se hace un aclaramiento con solucion salina y posterior fijacién por la
misma via, lo que inevitablemente causa su deceso; es por esta razén que previamente se ha
sedado, relajado y anestesiado con una verificacion segura del efecto de los farmacos
empleados.

Dentro de la Resolucién 8430 de 1993 se 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 que el mismo sea sin dolor.

De igual manera, la ley 84 de 1989 del Congreso de Colombia, establece en su capitulo V,
articulo 17, los casos en los cuales se permite el sacrificio de un animal no destinado para el
consumo humano, para este caso con fines investigativos o cientificos (Congreso de Colombia,
1989).

En vista de que el proyecto no incluye investigacion sobre seres humanos, recibe una
calificacién tipo A de riesgo inherente a la investigacion, segln lo establecido en el articulo 11
de la Resolucion 8430 de 1993. Se trata de una investigacion sin riesgo para el ser humano ya
que el estudio no incluye la participacion de seres humanos como objeto de estudio.

4.1 Bioseguridad y declaracion de impacto ambiental

Una vez se ha hecho uso al maximo del material bioldgico, los desechos deben disponerse en
bolsa roja para su posterior incineracion. En cuanto a los reactivos utilizados, el principal
desecho es el sobrante de la solucion fijadora, compuesta por formol, solucién salina y buffer
fosfato; la cantidad estimada para ser neutralizada se calcula entre 3 a 5 litros que van a ser
cuantificados y envasados en recipientes de plastico para ser neutralizados con agentes
quimicos, segun lo establecido por el protocolo de bioseguridad del laboratorio de Histologia de
la Facultad de Medicina de la Universidad Nacional de Colombia.

Las ratas disecadas seran utilizadas para obtencion de mas material Gtil en histologia y futuros
proyectos. Una vez utilizado este material bioldgico, se desecharé en bolsa roja.



CAPITULO 5: RESULTADOS

La preparacion de las ldminas fue realizada por lotes para seleccionar los mejores métodos de
corte y de fijacion. Por sugerencia del patélogo Dimas Contreras, las muestras fueron
deshidratadas en alcohol etilico al 90% para mejorar la calidad del procesamiento; este paso no
fue descrito en metodologia puesto que se realizd luego de procesar las primeras muestras.

Como se describe en la introduccién, previamente se inicido un trabajo del cual solo se
obtuvieron embriones del dia 13 que son Utiles didacticamente, por lo cual, se describen y
analizan esas laminas histoldgicas.

En este apartado es oportuno mencionar el tipo de disecciones hechas. Tal como se observa en
la figura 2, la superficie ventral del embridn queda anclada a la pared interna del cuerno uterino,
por lo cual se opta por disecar segmentos de la trompa uterina en los cuales se observa aumento
del didmetro, o bien, se estima que puede haber un embrién en crecimiento. Estos segmentos se
obtienen haciendo cortes transversales y espaciados a lo largo del cuerno uterino.

Los segmentos disecados a su vez son orientados en tres posiciones en el casete previo a su
procesamiento, para lograr los cortes coronal, transversal y parasagital de los embriones. A
continuacion se explican de manera detallada:

1. Corte coronal: Se orienta el segmento del cuerno uterino de manera que sus superficies
mediales y laterales queden en contacto con la rejilla del casete. Para ubicar la superficie
interna se debe reconocer la arteria uterina; de esta manera las superficies del segmento,
donde hay corte transversal, quedan libres dentro del casete.

2. Corte transversal: Se sigue el mismo sentido de corte de la segmentacion; las 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, es decir, el arterial,
libremente dentro del casete, al igual que las superficies de corte transversal para
segmentacion, quedando entonces en contacto con la rejilla la superficie posterior y
anterior del cuerno uterino.

Los resultados concluyentes, en los cuales se logra ubicar el tejido embrionario, se describen:
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5. 1. Resultados embrionarios

5.1.1Dia7

La placa histoldgica se logra por medio de un corte transversal del cuerno uterino, obtenido de
la rata en el séptimo dia de gestacién que equivale al estadio 5, en el cual se aprecia el disco
bilaminar. En el corte se puede visualizar una capa gruesa de tejido decidual o endometrio
gravido, abundante en estructuras lacunares y en la formacion de tejido sincitotrofoblastico y
citotrofoblastico. En todo su centro se visualiza en la luz endometrial, el tejido embrionario, que
se caracteriza por ser especialmente basofilo.

Periféricamente al tejido descrito, se encuentra la cavidad del blastocisto o blastocele, que a su
vez estd circunscrito por el trofoblasto adherido a la pared endometrial; superficial al
endometrio, se visualiza parte del miometrio, dispuesto en diferentes orientaciones (Lamina
namero 1).

Lamina 1. Dia 7, 10x
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En la siguiente ldmina se observa un acercamiento de la placa histoldgica anterior, para
examinar de manera detallada los tejidos embrionarios y tejidos adyacentes. Se muestran dos
capas de tejido embrionario; una externa cuboide simple y eosindfila, con gran cantidad de
granulos de contenido hialino y una capa interna que configura un epitelio primitivo
seudoestratificado mas basofilo. Se presume, segin los hallazgos, que la capa epitelial externa
corresponde al epiblasto y la interna al hipoblasto, entre ellas ocurre una distribucion y
diferenciacion para formar la capa amnidtica y el disco bilaminar, por lo cual, el espacio
comprendido en el interior se identifica como la cavidad amni6tica o el saco vitelino primario.

Lamina 2. Dia 7, 40x

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

El trofoblasto se forma por dos tipos de grupos celulares: el citotrofoblasto, que tapiza la
superficie interna del blastocele y se caracteriza por estar formado por células aplanadas
formando una monocapa de tejido. En su periferia se encuentra un tejido conformado por el
sincitotrofoblasto mucho més grueso que el anterior y que se adentra a la decidua. En la lamina
3 se sefialan las caracteristicas celulares pertenecientes al disco embrionario y al trofoblasto en
la transicion que sucede del estadio 4 al 5.
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Lamina 3. Dia 7, 40x. Trofoblasto y blastocisto

5.1.2 Dia 10

Se obtiene nuevamente un embrion en el Utero de la rata hasta el décimo dia de gestacion, el
cual se puede visualizar en la lamina 4. Gracias a un corte coronal del Utero, se observa
abundante tejido endometrial gravido y tejidos que van a conformar la placenta y en el centro,
la estructura embrionaria.

Las estructuras que se representan en la imagen, del centro a la superficie, son: en todo su
centro una cavidad amniotica rodeada por las tres capas embrionarias propios del periodo de
gastrulacion. Esta estructura embrionaria, a su vez, se encuentra circunscrita por el blastocele
que esta tapizado por una capa de células del citotrofoblasto y por un tejido mas grueso o
sincitotrofoblasto. Periféricamente se encuentra la decidua del Utero de la rata. Acercandose a
la pared del mismo se encuentra el miometrio y superficialmente el perimetrio.

De manera més detallada se observa un acercamiento del tejido central en la lamina 5.
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Lamina 4. Embrién inutero 10 dias, 4x.

En la lamina 5 se visualizan con mayor detalle, las estructuras propias de la gestacion. A nivel
embrionario, intrinsecamente se observan tres capas circunscritas, rodeadas por el blastocele y
hacia la periferia, el tejido trofobléstico que se divide en citotrofoblasto y sincitotrofoblasto.
Esta Ultima capa se encuentra en contacto intimo con el endometrio.

En el trofoblasto se ensefia la formacion de capilares que se caracterizan por un contenido
hematico; las células que configuran el tejido se caracterizan ademas, porque sus células
centrales son eosmofllas y las periféricas se tornan mas hlalmas
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Lamina 5. Embrién inutero 10 dias, 10x.
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En la siguiente lamina se observa un acercamiento al embrion de la placa anterior. Vale la pena
resaltar que los tejidos trofoblasticos no presentan mayores cambios respecto a los ya descritos
en el dia 7 y que se ven de modo més detallado en el apartado 5.2.

Lamina 6, Dia 10, 40x

En este caso, se ven las caracteristicas de los grupos celulares de cada una de las tres capas del
disco embrionario -aun no formado-. El dia 10, acorde con el marco de referencia, debe
coincidir con el estadio 9 de Carnegie. En el interior del embrion se observa la cavidad
amniotica -0 saco vitelino- y periféricamente el blastocele. En este estadio se conoce que el
tubo neural ya debe estar formado; en consideracion con los hallazgos se asume que se trata de
un estadio 7 de Carnegie puesto que se visualiza lo que parecen ser las tres capas embrionarias
de la gastrulacion y la formacidn del surco neural.

La capa mas externa corresponde al ectodermo que se caracteriza por estar constituido por
células cilindricas con un nicleo basal y granulos apicales eosinéfilos con contenido
amarillento de caracteristicas glucoproteicas. La superficie apical de las células parece tener
microvellosidades.
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La capa intermedia 0 mesodérmica tiene varias capas a su vez, el tamafio de cada célula es
menor que el de las células del ectodermo y son de configuracion poliédrica; también se
caracteriza por tener menor cantidad de contenido intracitoplasmético y de predominio basdfilo.

La capa mas basal y central esta formada por una sola hilera de células cilindricas, distribuidas
de manera organizada rodeando la cavidad central -que se asume es la cavidad amnidtica,
aunque puede tratarse también del saco vitelino secundario-. El tejido correspondiente al
pediculo de fijacion se busca en los bloques de parafina y se encuentra en el dia 12.

5.1.3Dia 11l

En el dia 11 de gestacion se encuentra un consecuente aplanamiento del tejido embrionario que
previamente se vio de forma circular. El aplanamiento se distingue en las laminas de la 7 a la 10
y cada una corresponde a acercamientos cada vez mas proximos. Las caracteristicas celulares
son similares a las del dia 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 Gltima lamina se visualiza en detalle cada uno de los grupos de hileras celulares que se
definen como las capas embrionarias de la gastrulacion.

La més periférica, el ectodermo, se caracteriza por ser una monocapa seudoestratificada de
células cilindricas, que en su superficie apical tiene pliegues similares a microvellosidades e
intracitoplasméaticamente se observan vesiculas repletas de material eosinofilo-anaranjado que
como se anunci6 previamente, puede tratarse de granulos con contenido glucoproteico.

5.1.4 Dia 12

En algunos cortes del dia 12, se encontro tejido adherido a la pared endometrial por medio de
unas células aplanadas (similares al amnios) y nutrido con abundantes vasos sanguineos, tal
como se puede apreciar en la lamina 11, por lo cual, se opté por profundizar especialmente en
este bloque histologico.

En las laminas 12 y 13 se hace énfasis en el tejido que forma el pediculo de fijacion
embrionario. Ademas se evidencia un tejido compuesto por células blasticas aplanadas y un
gran contenido de islotes sanguineos. Una de las estructuras mas evidentes es el amnios.



50

Elaboracion de material histolégico didactico en embriologia con embriones de rata.

Lamina 11, Dia 12, 4x

El amnios se encuentra conformado por una capa simple celular plana con ndcleos elevados y
de poco contenido intracitoplasmatico; esta capa rodea un espacio que invivo se encuentra llena
de liquido amnidtico en formacién. La membrana amniética primitiva se encuentra rodeada por
un espacio identificado como el celoma extraembrionario, donde se encuentra parte de las
células trofoblasticas e islotes sanguineos libres propios del procedimiento de fijacion.

Al seguir el recorrido de la membrana amniotica, aparece un punto de interseccion pedicular,
donde se encuentra un grupo celular bléstico formando capas celulares poco organizadas. Cada
celula presenta un aspecto mesenquimatoso; algunas formas celulares son fusiformes y otras
poligonales, todas con contenido hialino intracitoplasmatico y con una orientacion de anclaje
endometrial.
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Lamina 13, Dia 12, 20x
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Con el fin de fortalecer la utilidad didactica del tejido, se realizan cortes mas profundos del
blogue hasta encontrar estructuras con mayor grado de diferenciacion tisular.

En la ldmina 14 se presenta un embrién con su pediculo de fijacion, rodeado por la cavidad
amnidtica y esta, a su vez, por el celoma extraembrionario. Gran amplitud del espacio uterino
esta ocupada por el trofoblasto y la decidua.

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

Con un acercamiento al embrion de la [amina 15 se reconoce el modo en el que el amnios rodea
todo el embrion desde y girado en torno al pediculo de fijacion.

Se presume que el corte se realiza de manera axial, porque hacia el dorso se nota la notocorda y
el neuroectodermo; sin embargo la luz del tubo neural no es visible, a pesar de que ya se haya
formado.
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De manera descendente y lateral se constituyen dos estructuras circulares, que por su
localizacion, se presume que se trata del celoma intraembrionario y entre este y la notocorda, se
origina el somita. La cavidad que se aprecia en todo el centro embrionario corresponde 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 embrionario, que se encuentra
especialmente concentrado a nivel dorsal en esta etapa del desarrollo.

En la lamina 16 se identifican las estructuras comprendidas entre el trofoblasto y el embrion.
Periféricamente figura parte de la decidua y del sincitotrofoblasto. Hacia la luz se encuentra la
capa de citotrofoblasto y en contacto con esta, el celoma extraembrionario. Se distinguen una
capa de amnios y finalmente la porcién dorsal del embrion que se puede identificar con un
mayor acercamiento en la lamina.
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Lamina 17, Dorso de embridon de 12 dias, 40x
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La l&mina 17 muestra un grupo de células centrales que conforman la notocorda;
periféricamente se encuentra el neuroectodermo, el cual se distingue de los otros tejidos por ser
mayormente basofilo. Lateralmente y sobre la superficie se visualiza una linea de células
similares a las descritas en el epiblasto, linea que mantiene sus caracteristicas para la formacion
del ectodermo de superficie, descrita en la siguiente lamina.

Con mayor definicion se ven a lo largo del embrion las capas embrionarias en la lamina 18 y en
la ldmina 19 se observa un acercamiento al pediculo de fijacion embrionario:

En la ldmina 18 se distinguen dos capas celulares, una superficial, descrita como el ectodermo
de superficie, formada por células cilindricas, cuyo &pice parece tener vellosidades e
intracelularmente granulos con contenido eosinéfilo y anaranjado. La segunda capa esta en
contacto con la cavidad central del embrién o saco vitelino, caracterizada por sus células
poliédricas y de menor tamafio. Entre estas dos capas hay dos espacios a cada lado, que
conforman el celoma intraembrionario. El grupo celular adyacente es el mesodermo migratorio,
razon por la cual, sus células se ven mas fusiformes que las de las demas capas embrionarias.

Tedricamente se sabe que el mesodermo cercano a la notocorda y al celoma intraembrionario se
dispone de medial a lateral en tres grupos celulares: el mesodermo paraxial, el intermedio y el
lateral, tomando como eje la localizacion de la notocorda; sin embargo no se reconocen con
exactitud.

Anotacion especifica del dia 12

Es necesario explicar que las descripciones de las estructuras de las laminas de este trabajo se
hacen partiendo de las referencias bibliogréficas, por esto, el espacio bilateral que se ha descrito
como el celoma intraembrionario, puede tratarse de la vesicula ética (Garcia Pelaez, Arteaga
Martinez, & Alegria Bafios, 2015).
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Lamina 18, detalle de capas embrionarias, 12dias, 40x

i

Lamina 19, pediculo de fijacion, dia 12, 40x
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5.1.5Dia 13

Los hallazgos del dia 13 se caracterizan por ser los mas provechosos a nivel didactico;
caracteristicamente, se muestran suficientes hallazgos histoldgicos y casualmente la literatura
muestra, segin datos experimentales de otras entidades, que el dia 13 de gestacion es el dia
embrionario que mayor documentacion aporta.

A continuacion se describen corte por corte los elementos embriol6gicos hallados:

Corte 1

Este corte es el mas superior de los multiples cortes del dia 13. Los elementos embriol6gicos
visibles se nombran en cada ld&mina. Son evidentes principalmente el neuroectodermo, el tubo
neural, algunos ganglios y las vesiculas cerebrales en desarrollo. El corte estimado se representa
en la figura nimero 28, adaptacion de la obra “embrion de 4 semanas” de la artista Corina
Chirila (Chirila) y en la lamina 20.

Figura 28, corte 1, dia 13
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En la lamina 20 se presenta un corte transversal del embridn; en este nivel se perciben
estructuras derivadas de la placa neural: las vesiculas neuronales secundarias: mesencéfalo,

metencéfalo, mielencéfalo y por lo tanto, el tercero y cuarto ventriculos y los ventriculos
laterales.

Amnios—  Ganglio glosofaringeo

Otocisto

Metencéfalo

Telencéfalo

Corion—
IV Ventriculo

Mesencéfaloﬁ k!
III Ventriculo

Ventriculo Lateral

En las laminas, de la 21a la 24, se describe cuidadosamente cada tejido de la Iamina 20.

La lamina 21 es un acercamiento al telencéfalo (del proscéncefalo) que rodea uno de los
ventriculos laterales. Se observa ademas una parte del mesencéfalo y del cuarto ventriculo, y en
la lamina 22, los mismos elementos del neuroeje, enfocados en el ventriculo contralateral.
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Lamina 22, Dia 13 detalle de telencéfalo y mesencéfalo
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En la siguiente l&mina, la nimero 23, se amplia el panorama para ilustrar el cuarto y tercer
ventriculos y las vesiculas del tubo neural que los rodean: diencéfalo, mesencéfalo y
metencéfalo. Parte de la membrana amnidtica -exterior al embrion- se presenta en la misma
lamina.

Lamina 23, Dia 13, énfasis en 1V y Il ventriculo.

Este corte histologico y las Id&minas obtenidas, se caracterizan por su aplicacion didactica al
mostrar la morfologia del tubo neural y las vesiculas cerebrales derivadas; ademés de reconocer
la disposicidn de las células formando una capa estratificada de células cilindricas derivadas del
neuroectodermo, caracteristica que persiste en la vesicula 6tica en la lamina 24.
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En el siguiente acercamiento se evidencian detalles del otocisto:
% < SRR NS NN O Y R
» 4V N R
- 40 ’ { AT A G ey |
o" ’ * “ =
> P,

i Vo,

-

T e
. &

. &

%t

ST %

L - .’

Lamina 24, Dia 13, otocisto, 20x

El fundamento tedrico imagenol6gico comparativo se hizo con las laminas del proyecto

embrioldgico humano de la Universidad de Nuevas Gales del Sur de Australia. Las laminas se

pueden visitar en el vinculo virtual:

https://embryology.med.unsw.edu.au/embryology/index.php/Carnegie_stage _13_-
serial_sections, referenciado en la bibliografia.

Para este corte se utilizaron de vinculo, las laminas 51, 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 marco comparativo se obtuvo con base en las ldminas del proyecto embriolégico humano de
la Universidad de Nuevas Gales del Sur de Australia. Para este corte se utilizaron del proyecto,
las laminas de la 66 a la 70 (Hill, UNSW Embriology, 2014).

A continuacion, se presenta un esquema gue muestra el corte axial del embrion:

Figura 29, corte Dia 13
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Lamina 25, Dia 13, 4x
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Lamina 26, Dia 13, detalle de notocorda y tejidos adyacentes

En el corte 2, se obtuvo la lamina 25, que ilustra parte de la organogénesis. En este periodo, el
neuroectodermo y sus derivados son puntos de reparo, ya que su configuracion se puede
reconocer en la placa. Se observa parte del tubo neural en dos niveles, a nivel cervical y a nivel
caudal; lateral a este tubo neural aparecen los ganglios de la raiz dorsal, y ventral al tubo se
visualiza la notocorda; lateral a la notocorda es visible un grupo celular que probablemente
corresponde a los somitas. En la ldmina 26 se hace un acercamiento de este segmento del
embrién y se ven las estructuras derivadas del somita, de superficial a profundo: dermatoma,
miotoma y esclerotoma.
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Lamina 27, Dia 13, detalle central
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H

Lamina 28, Dia 13, detalle de ventriculos cardiacos

Siguiendo una direccidn ventral, se encuentra un espacio que puede tratarse de la aorta dorsal,
lateral a ambos lados de ese tubo se encuentran dos conductos que por su localizacion y
configuracion corresponden a los primordios bronquiales, y lateral a cada uno de ellos se
encuentra un espacio con circulacion de células eritroblésticas, que confluyen en un esbozo
auricular. Aparece en el centro un tejido mesenquimatoso rodeando un tubulo con endotelio que
se identifica como el eshozo gastro-esofagico. Se pueden identificar algunas valvas, parte de las
camaras cardiacas, el septo auriculo ventricular y el septo interauricular (septum primum)
(Langman, 2007). Todo lo anterior se puede ver en las laminas 26, 27 y 28; esta Ultima en
especial, muestra las caracteristicas histologicas ventriculares.

En la ldamina 28 se visualiza tejido mioblastico y el tabique interventricular con sus porciones
muscular y membranosa.
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Corte 3

Lamina 29, Dia 13, 4x

En el siguiente corte se distinguen las estructuras embrionarias del tronco y de la cabeza, ya
descritas en las laminas previas, ademas, el tronco arterioso, esbozos renales como el pronefros
(o tal vez puede tratarse del esbozo del pulmén), parte del corazén embrionario, el tubo neural y
elementos extraembrionarios como el amnios y el trofoblasto adyacente (Lamina 29).

La referenciacion se hizo comparativamente con las bases de datos del proyecto de embrion
humano de Laussana, en el hipervinculo:  https://www.ehd.org/virtual-human-
embryo/slide.php?stage=8 anotado en la bibliografia.



https://www.ehd.org/virtual-human-embryo/slide.php?stage=8
https://www.ehd.org/virtual-human-embryo/slide.php?stage=8
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Lamina 30, detalle de surco neural

Llaman la atencién las estructuras neuroectodérmicas de la lamina 30, en la que se ven
detalladamente el surco neural y los elementos mesenquimatosos adyacentes, nombrados en la
lamina:

Surco neural

Amnios

Mesénquima

Ectodermo extraembrionario
Endodermo embriénico
Notocorda

Mesodermo extraembrionario
Ectodermo neural

O N A~ wDNE
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Corte 4

vena cardinal
posterior

w Esbozo de e N
miembro superior '

Esbozo gastrico  ventriculo cardiaco

Wy, : canales
hepatocardiacos

Lamina 31, Dia 13, 4x
En este corte se observan los elementos torécicos del embridn y se incluyen los esbozos de los
miembros superiores, parte del tejido embrionario hepatico y los canales hepatocardiacos.

La referencia comparativa se obtuvo del hipervinculo australiano sobre embriologia:
https://embryology.med.unsw.edu.au/embryology/index.php/File:Stage 13 _image_073.jpg,

En las laminas 32 y 33 se observan acercamientos de la ldmina 31, que muestran el esbozo de
un miembro superior y la morfologia celular derivada del somita:

71 Una capa externa o dermatoma
[J Una capa intermedia 0 miotoma
[J Una capa interna o esclerotoma

También se identifican los capilares embrionarios de la extremidad con células hemaéticas
embrionarias.


https://embryology.med.unsw.edu.au/embryology/index.php/File:Stage_13_image_073.jpg
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& fo N
Lamina 32, dia 15, 10x, esbozo de extremidad

-~

Lamina 33, Lamina 34, dia 15, 10x, esbozo de extremidad
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5.1.6 Dia 15

Desafortunadamente del dia 14 no se obtuvo embrién durante las preparaciones histologicas,
por lo cual, se salta al siguiente dia, el dia 15 de desarrollo, Ultimo periodo de desarrollo

solicitado en este proyecto.

Se disecaron dos tipos de piezas debido a su tamafio, los primeros cortes son de un embrién -
solo- que se logré obtener del saco gestacional, y los siguientes se obtuvieron disecando
porciones del Utero gestante.

Corte 1

Lamina 35, 15 dias, 4x
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La lamina 35 presenta un corte axial lo suficientemente cerca al dorso nucal, como para
visualizar parte del recorrido longitudinal del tubo neural, por lo tanto, hacia la luz se visualiza

la capa de neuroectodermo. Periférica a esta capa, se encuentra la capa mesodérmica en
diferenciacion y, superficial a esta, se encuentra la capa de ectodermo superficial. Lateralmente
se visualiza un elemento redondeado con capilares y tejido mesenquimatoso, este elemento se
presume que se trata del saco vitelino.

La lamina 36 da cuenta de un corte méas caudal que contindla mostrando longitudinalmente el
tubo neural, ademas de las estructuras derivadas de los arcos faringeos como el proceso maxilar
y mandibular y el arco hioideo, entre otras estructuras ya nombradas en la lamina.

Vesicula 6ptica Tubo neural

Proceso maxilar

Proceso mandibular

Arco hioideo

Esbozo pulmonar

Aorta dorsal

Cresta urogenital
Notocorda

Lamina 36, dia 15, 4x

En las laminas siguientes, se puede ver la morfologia celular de cada estructura embrionaria,
por medio de aumentos de la lamina 36.
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Lamina 38, dia 15, detalle de vesicula dptica
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Particularmente el ojo es un érgano que se deriva de varias capas embrionarias. Del ectodermo
se deriva la retina (méas precisamente del neuroectodermo); la cérnea y el cristalino se derivan
del ectodermo de superficie; los musculos y los tejidos conjuntivos oculares, del mesodermo. El
desarrollo del ojo comienza en la cuarta semana, 1o que corresponde al estadio 8 de Carnegie.

En la lamina 38 se observa en detalle la morfologia del desarrollo de la retina, formada a partir
de una invaginacién del prosencéfalo, luego protruye dejando dos capas externas para formar
los lentes oculares y, hacia esta zona migran células epiteliales con melanina que provienen
también del neuroectodermo. Las células que daran formacién a la retina y al epitelio
pigmentario se anclan al tallo 6ptico profundamente, formando la capa interna y externa de la
copa Optica respectivamente. La capa interna consta de un epitelio cilindrico organizado,
mientras que la capa externa es méas delgada.

El ectodermo superficial, que se encuentra en contacto con la parte anterior de la copa dptica,
se engrosa para formar laplaca cristaliniana, que se invagina y da origen a la vesicula
cristaliniana. Una semana después, esta vesicula se separa del resto del ectodermo de
superificie. Este ectodermo vuelve a engrosarse para formar la cérnea. (Langman, 2007)

Debido a su valor didactico, la misma imagen se repite en la ldmina 39 con nomencladores:

J

vesicula cristaliniana

Ectodermo de superficie '

7 L v
=ik apa‘sensorial externadela ¢
copadtpica (retiniana) d
e ~

]

Capa géiem’a de,
la.copa-6pticay |
(pigmentaria) &
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Las siguientes cuatro ldminas son acercamientos de la lamina 36 que especifican la morfologia
celular de cada tejido en desarrollo.

— ¥

Lamina 40, Prominencia maxilar
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Lamina 42, Proceso hioideo y cola embrionaria

Lamina 43, Cresta urogenital, aorta dorsal y tubo neural
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Corte 2

A continuacién, se aprecia una lamina obtenida por un corte parasagital del embrién. Aunque

con dificultad, exitosamente se logro.
‘ & & e 3 R B

& .

Lamina 44 15 dias, 4x, corte parasagital



78

Elaboracién de material histologico didactico en embriologia con embriones de rata.

La ldmina 44, Unica en su presentacion, se caracteriza por ser la mas completa en informacién.
Se realizd un corte para-sagital del embridn, lo que permite mostrar de craneal a caudal:

Amnios
Trofoblasto
Placa alar
Vesicula éptica
Placa basal
IV ventriculo
Fdvea nasal
Proceso mandibular
Notocorda

. Corazon

. Estomodeo

. Higado

. Plexo vascular vitelino

. Mesonefros

. Vasos umbilicales

. Alantoides

. Somita

. Intestino primitivo
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5.2 Resultados extraembrionarios

Como se ha ilustrado en este capitulo y en el apartado de resultados propios del embrion, en
este punto también habra alternancia en las laminas, algunas con nomenclatura y otras sin
elementos o notas aclaratorias dentro de la misma. Vale la pena enfatizar que el departamento
de Morfologia cuenta con la totalidad de imagenes que se produjeron para este trabajo, con y
sin nomenclatura, en digital y en fisico, al servicio de la ensefianza y aprendizaje de la
Morfologia y Fisiologia embrionaria. Es decir, el recurso didactico con y sin nomenclatura, esta
a disposicion del usuario. Aqui se ensefian las dos alternativas.

Este trabajo rescata el valor didéctico de estructuras adyacentes no embrionarias con potencial
didactico, como los estadios foliculares ovaricos, el oviducto, la decidua y otros tejidos
endometriales gravidos y no gravidos que se muestran a continuacion:
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L&mina 45, Utero no gréavido

Las dos primeras ldminas de este apartado son del utero; debido a su dimension, la utilidad
didactica de las laminas es que la totalidad de las capas del Utero se pueden visualizar en una
sola placa, por ejemplo, en la lamina 45 se aprecia una capa externa de tejido conjuntivo laxo o
perimetrio, estd asociado y tapizado por epitelio; periféricamente, se aprecian adipocitos
peritoneales adyacentes. EI miometrio, capa que le sigue en profundidad, esta constituida por
leiomiocitos y se caracteriza por ser mas densa y eosintfila. EI endometrio, capa que va hacia la
luz, es la mé&s gruesa y se caracteriza por ser hipocromica y estar llena de glandulas propias de
esta mucosa.

En la lamina 46 se presenta otro corte del Gtero. Se observan las mismas capas, pero ademas, se
nota un aumento de tamafio a nivel endometrial y se muestran multiples espacios lacunares
asociados a vasos sanguineos; este tejido es la decidua, que muestra un Utero gestante, y en este
caso -como en muchos- no logré obtenerse el embrion en los cortes.
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L&mina 46, Utero gréavido

Las ldminas 47 y 48 muestran un ovario. Al igual que sucede con el tejido del utero, el ovario
por su tamafio y su perimetro, cabe en una sola placa histoldgica.

Ambas laminas muestran los diferentes estadios fisiologicos de maduracion ovarica: los
foliculos primordial, primario y secundario, el cuerpo luteo y el cuerpo atrésico. Igualmente se
visualiza el estroma ovarico constituido por el hilio, la médula ovarica, las células intersticiales,
los vasos sanguineos y una capsula albuginea propia de las gonadas.

La lamina 48 muestra un corte trasversal del oviducto, que se caracteriza por tener una mucosa
que forma repliegues; la mucosa estd formado por un tejido conectivo basal, tapizado por
epitelio cilindrico simple que esta constituido por dos tipos de células: secretoras y ciliadas. La
pared del oviducto tiene una delgada capa muscular de miocitos lisos y una cubierta serosa
formada por un mesotelio de tejido conectivo vascularizado.
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Lamina 47, Ovario con los foliculos en diferente grado de maduracion

Lamina 48, ovario con los foliculos y el oviducto anexo



82 Elaboracion de material histolégico didactico en embriologia con embriones de rata.

Lamina 49, Trofoblasto, Dia 13
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Lamina 50, Trofoblasto y anexos detallados, Dia 11
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En las laminas 49 y 50 se observan tejidos derivados de la fecundacién que dan formacion a la
placenta. El trofoblasto se diferencia en el citotrofoblasto y el sincitotrofoblasto; el primero se
caracteriza por formar una capa de células aplanadas mas proximas al embrion y el
sincitotrofoblasto se adentra en el endometrio y tiene células binucleadas con nucleo
hipocrémico. La lamina 50 muestra el corion y el amnios.

En la ldmina 51 se observa, ademés de los elementos ya mencionados, la relacién con el
embrién, con la nomenclatura respectiva.

Las laminas 52, 53, 54, 55 son acercamientos de este tejido uterino gestante.

La ldmina 52 muestra gran contenido de las células hematicas maternas que nutren el tejido que
da origen a la placenta.

Lamina 51, Transicion de parte del blastocele a trofoblasto
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Lamina 52, Islotes sanguineos deciduales, Dia 14

Lamina 51, Vista detallada del sincitotrofoblasto con células binucleadas, Dia 7
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Lamina 52, Inferiormente se visualiza parte de la decidua y superiormente el miometrio

Lamina 53, Superiormente se visualiza el perimetrio e inferiormente el miometrio






CAPITULO 6: ANALISIS Y CONCLUSIONES

Una oOptima elaboracion de material didactico como laminas histologicas de embriologia es
posible; para ello, se requiere del compromiso de un equipo de trabajo en el que participen
expertos en procedimientos de Histologia y de Embriologia.

Como sucede con todos los trabajos experimentales, gran parte del tiempo debe invertirse en la
busqueda de resultados y en muchas ocasiones se debe comenzar de nuevo para plantear
alternativas o soluciones a los problemas que se van presentando.

Con este trabajo, se lograron los objetivos propuestos: la elaboracion del material histolégico en
embriologia propio de la Universidad Nacional. Los resultados mas satisfactorios se
encontraron en los dias 7, 10, 11, 12,13 y 15. Y no sélo se logro la elaboracion de Iaminas con
embrion, sino también de laminas histol6gicas con tejidos adyacentes de la gestacién que
también tienen relevancia didactica.

La calidad de la fijacion de tejidos aumenta cuando se realiza de la manera mas fisioldgica
posible y eso se comprobd en las dos fases de experimentacion; sin embargo, la obtencion del
embrién fue mucho mas compleja. Vale la pena observar, que aunque no se alcanzaron muchos
de los resultados esperados, si se consiguieron los suficientes y la experiencia fue significativa
en cuanto a analisis y a didactica.

Diferentes hipotesis surgieron al no encontrar embriones después del dia 7, por ejemplo, que la
rata hiciera un aborto enddgeno y reabsorbiera los restos embrionarios como consecuencia del
estrés previo a la anestesia.

Para obtener embriones en la primera semana de gestacion es necesario que se ejecuten
experimentos de fecundacion invitro; invivo es un tejido bastante fragil y pequefio que, para
lograr su obtencién por la técnica convencional, implica maltiples intentos que, en su mayoria
(sino es en todos) seran fallidos.

Uno de los aportes de este trabajo es que al realizar la fijacion completa de la rata gestante, el
resto de la rata es utilizable para produccion de laminas histoldgicas con otros fines
investigativos, de propiedad de la Facultad de Medicina de la Universidad Nacional de
Colombia. Entre las laminas posibles estarian: médula espinal, encéfalo, miologia, tracto
digestivo, urinario, respiratorio, hueso, etc.
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El potencial didactico que las laminas ofrecen es considerable. EI material se encuentra en dos
presentaciones, tal como se vio en el capitulo de resultados (5). Las laminas en fisico se
encuentran listas para su observacion directa al microscopio y en forma digital. Se recolectaron
suficientes fotografias que quedan anexas a este trabajo; de estas, algunas se encuentran con
nomenclatura y otras se encuentran sin nombres segun el interés del consultante.

Asi mismo, los blogues de parafina con mejor calidad y de los cuales se obtuvieron los 6ptimos
hallazgos, quedan disponibles para los docentes y los estudiantes que quieran producir nuevas
laminas de Histologia embrionaria.

6.1 Limitaciones y recomendacioness

Durante el procedimiento del trabajo se encontraron interrogantes que, con una intensiva y
constante busqueda bibliografica y el anlisis de resultados, fueron poco a poco solucionados.

La parte experimental del trabajo, tal como se explicé en el capitulo 3, sobre la metodologia, se
Ilevo a cabo en los siguientes sitios:

[J El bioterio para copula, cuidado y vigilancia de ratas en o para gestacion.

(1 El laboratorio de fisiologia para preparacion de soluciones fijadoras e instruccion de
sacrificio de ratas.

(1 El anfiteatro para sacrificio de especimenes, diseccion y primera fase de fijacion.

[J El laboratorio de histologia donde se terminé la fijacion, se disecaron piezas y se
procesaron para la elaboracion de laminas histologicas. Gran parte de las fotografias se
tomaron dentro del laboratorio de Histologia.

De estos cuatro espacios, el tltimo fue el que mayor tiempo se utilizé para la elaboracién del
material didactico, pero fue alli donde presentaron los siguientes inconvenientes:

1. En el momento en que las piezas uterinas gravidas ya estaban fijadas y listas para ser
procesadas (octubre de 2014) el laboratorio estaba en mantenimiento e inventario, por lo
cual se debi6 esperar hasta el siguiente periodo académico (febrero de 2015) para el
procesamiento de las piezas, lo cual retrasé un trimestre del periodo experimental.

2. La Universidad Nacional de Colombia durante el primer semestre de 2015 entr6 en un paro
administrativo que durd aproximadamente un mes, lo cual aplaz6 el dltimo periodo de
procesamiento, debido a que los bloques de parafina se utilizaban para buscar a profundidad
los embriones.



Capitulo 6 89

Todo el trabajo en su parte experimental se hizo de manera metddica, siempre procurando la
fijacion del embrién, se produjeron muchos blogues de parafina que a pesar de mostrar un
endometrio efectivamente gravido no se logré obtener tejido embrionario. Entre los métodos
utilizados, se adopt6 el sugerido por los directores que consistio en la fijacion completa del
espécimen (la rata gestante) y, de manera fisioldgica, por medio de la perfusion intracardiaca.
Otro de los métodos utilizados fue el uso de etanol a mayor concentracion para una adecuada
deshidratacion del tejido, de hecho las I&minas analizadas, es decir, las que mostraron
resultados, se obtuvieron con esta técnica. Por Ultimo, se adoptaron métodos fisicos: se
amarraron los extremos de los cuernos uterinos y las piezas se rodearon con papel de filtro para
colocar en el casete antes de su preparacion.
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