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RESUMEN

Objetivo: Determinar el comportamiento del tiempo de gestacion y del desarrollo embrionario de la
rata Wistar (Rattus norvegicus) de un bioterio de Cali (Colombia). Materiales y métodos: Estudio
observacional descriptivo de corte transversal en el que se embarazaron 22 hembras de 5 a 8 meses
de edad, con pesos entre 150 y 200 gramos. Desde el primer dia, se procedid con el sacrificio de una
hembra diariamente, hasta completar los 22 dias de gestacion. Se extrajo el utero bicorne de cada
biomodelo y de forma macroscopica a partir del dia 11, se identific6 el nimero de embriones resor-
bidos y en desarrollo. Resultados: La evidencia sugiere que cada hembra conto con un promedio
de 6 embriones por camada (2 embriones reabsorbidos y 4 embriones en desarrollo). Se observo que
los embriones del cuerno uterino derecho tienen menor probabilidad de sobrevida que los del cuerno
uterino izquierdo. Conclusiones: Uno de los principales inconvenientes al disefiar estudios sobre
desarrollo embrionario y fetal con biomodelos murinos, resulta al momento de precisar la cantidad
total estandar de embriones resorbidos y embriones en desarrollo por camada. En este estudio se
asocio la disminucion en el numero de embriones por camada a la edad y la manipulacion de los
biomodelos durante su estancia en el bioterio.

Palabras clave: Ratas Wistar, embriologia, investigacion con embriones, desarrollo embrionario
y fetal.

ABSTRACT

Aim: To define the behavior of the gestational time and the embryological development of the Wistar
Rat (Rattus Novergicus) in a vivarium from Cali (Colombia). Materials and methods: Descriptive
observational cross-section study in which pregnant 22 female of Wistar rat, with 5 to 8 months old
and weight of 150 to 200 grams. Ones it was confirmed the pregnancy; a female was euthanized
each day until completing the 22 days of gestation. The uterine horns of each female were removed
and macroscopically (day 11) the number of resorbed embryos and embryos in development were
identified. Results: The evidence suggests that every female had litters between 10 and 12 embryos
in development, in contrast with this study which average was of 6 embryos per litter (2 resorbed
embryos and 4 embryos in development). Embryos in the right uterine horn have less probability of
survival in all the time of tracking was observed. Conclusions: One of the main problems of desig-
ning studies about the embryological and fetal development with murine biomodels results at the
moment of precising the standard number of resorbed embryos and embryos in development in each
litter. In this study was associated to the age of the female rats and the stress from the manipulation.

Key words: Wistar rats, embriology, embryo research, embryonic and fetal development.
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INTRODUCCION

El empleo de murinos en estudios experimentales se ha populari-
zado en los ultimos 100 afios, siendo la rata, después del raton, el
biomodelo mas utilizado en investigaciones biomédicas debido a
su mayor tamafio, gran resistencia, facilidad de mantenimiento y
versatilidad al momento de la manipulacion. Entre las especies
de rata para experimentacion mas populares se pueden reconocer
la Wistar albina, la Sprague Dawley, la Fischer 344, la Lewis, las
Holtzman, la Long-Evans y la Lister negra.'?

La rata albina de la cepa Wistar perteneciente a la especie Ratfus
norvegicus (rata parda), se constituyo en la primera cepa de ratas
desarrolladas para servir como un organismo modelo en un mo-
mento en que los laboratorios utilizaban principalmente al ratén
Mus musculus. Mas de la mitad de todas las cepas de ratas de
laboratorio a nivel mundial, destinadas a investigacion bioldgica
y médica, son descendientes de la colonia original establecida
por los investigadores Henry Donaldson, Milton Greenman y
Helen King en el Instituto Wistar de Filadelfia (USA) en 1906.
Si bien se desconoce el origen de los animales, en dicho instituto
se establecieron dos tipos de colonias, las no consanguineas con
pelajes de color heterogéneo y las lineas consanguineas manteni-
das con apareamientos entre hermano y hermana, conformando el
mayor numero de lineas descendientes sobre otros biomodelos de
experimentacion, inclusive sobre la mosca de la fruta Drosophila
melanogaster o el nematodo Caenorhabditis Elegans).’

Dentro de las ventajas de emplear un biomodelo de rata Wistar
en investigacion biomédica se encuentran:?

1. Al tratarse de un mamifero, sus procesos bioquimicos son
similares al hombre (sin perder la visioén objetiva que no se
trata de un ser humano en miniatura).

2. Eltiempo gestacional es muy corto, son muy prolificos y se
adaptan facilmente a la vida en los bioterios, lo que permite
controlar las variables ambientales en los diferentes estudios.

3. Comparte con el hombre el privilegio de ser la especie de
mamifero mejor estudiado desde el punto de vista genético.

4. Existen una gran cantidad de lineas genéticamente definidas
como las consanguineas y congénitas.

5. Eltrabajo acumulado durante un siglo de investigaciones ha
dado como resultado una inmensa cantidad de informacién
sobre los fenotipos mutantes, las caracteristicas de las lineas,
los mapas genéticos y la secuencia completa del genoma.

Sin embargo, es esa misma capacidad de adaptacion la que ha
evidenciado diferencias significativas al momento de replicar
un protocolo experimental biomédico entre biomodelos de rata
Wistar de diferentes lugares, razon por la cual se hace impres-
cindible estandarizar el biomodelo dentro de las condiciones
de cada bioterio (alimentacion, exposicion a la luz, humedad y

temperatura) y las caracteristicas bioldgicas (tiempo de gestacion,
numero de embriones, desarrollo prenatal, crecimiento postnatal,
tamafio y peso), con el fin de controlar la mayor cantidad de
variables que puedan alterar los resultados, debido a que en la
literatura cientifica se ha podido observar que las condiciones
biologicas del biomodelo pueden verse alteradas por diversos
factores medio-ambientales.**

Quizas las condiciones biologicas que mas se han estudiado son
la gestacion y el desarrollo embrionario; especificamente la ma-
nera como ¢éstas pueden verse afectadas por la accion de agentes
teratogénicos y los diferentes niveles estrés, ocasionando mala
implantacion uterina, preeclampsia, resorciones fetales, parto
pretérmino, bajo peso al nacer y anomalias congénitas.*®

De esta forma, el proposito de este estudio fue describir algunos
aspectos de base del desarrollo embrionario de la rata albina
Wistar (Rattus norvegicus) de un bioterio de la ciudad de Cali
(Colombia) para obtener informacion estandar del biomodelo,
como es el caso del nimero de embriones, el nimero de embrio-
nes resorbidos y el nimero de embriones en desarrollo por cada
cuerno uterino por cada hembra embarazada.

MATERIALES Y METODOS

Este es un estudio observacional descriptivo de corte transversal
sobre el comportamiento del tiempo de gestacion y del desarrollo
embrionario de la rata albina Wistar (Rattus norvegicus) de un
bioterio de la ciudad de Cali (Colombia).

Obtencién y manejo de la Muestra

Una vez fue avalada la investigacion por parte del Comité Ins-
titucional de Etica para el Cuidado y Uso de Animales en Ex-
perimentacion de la Universidad ICESI —CIECUAE- (registro
CIECUAE-029/2013) se procedi6 a prefiar 22 hembras de rata
Wistar de 5 a 8 meses de edad y de un peso corporal entre 150 y
200 gramos. Como criterios de prefiez se tuvo en cuenta el apa-
reamiento (copula) del macho a la hembra registrada en video y
la confirmacion con la aparicion del tapon vaginal para determi-
nar el primer dia (dia 1) del periodo gestacional. En total fueron
prenadas 22 hembras (correspondientes a cada dia de embarazo).

Trabajo de campo

Una vez confirmado la prefiez de la hembra se contaron los dias
correspondientes a cada dia de gestacion y se realizo la eutanasia
del biomodelo. De esta forma, pasadas 24 horas desde la confirma-
cion de la prefiez de la hembra uno, ésta fue eutanizada; pasadas
48 horas desde la confirmacion de la prefiez de la hembra dos,
ésta fue eutanizada; y asi sucesivamente segun correspondio el
dia de gestacion para el resto de las 20 hembras.
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Durante el tiempo que durd el trabajo de campo, se atendieron
las normas cientificas, técnicas y administrativas para la in-
vestigacion en salud del Ministerio de la Proteccion Social de
Colombia, ademas del Estatuto Nacional de Proteccion de los
Animales para el cuidado de animales de experimentacion. De esta
forma se asegurd el libre suministro (ad libitum) de agua limpia
y alimento (Rodentina® Purina®), la eliminacion adecuada de
excretas, un ciclo de luz y oscuridad de 12 horas respectivamente,
una temperatura entre 20°C y 24°C y condiciones de humedad
del 55%-65%. De igual forma los animales fueron vacunados y
recibieron la atencion médica veterinaria de rutina. Los biomo-
delos permanecieron todo el tiempo en jaulas individuales de
policarbonato dentro del bioterio.

Eutanasia de los biomodelos

Las 22 hembras en 22 diferentes momentos de acuerdo al dia de
gestacion fueron eutanizadas mediante sedacion profunda con

anestesia inhalatoria de Isofluorano al 100% (Isoflurano USP®
Baxter®) mediante vaporizador a concentracion alveolar media
1,5% como dosis de induccion y 1,0% como dosis de manteni-
miento. Posteriormente se aplico una dosis letal de pentobarbital
sodico (Penthal® INVET®) 20 mg/100 gr de peso corporal en el
cuadrante inferior derecho del abdomen a través de la piel con la
precaucion de no punzar el intestino, la vejiga o el Gtero gestante.

Extraccion del utero gestante

Una vez eutanizadas las hembras y comprobado el cese de latido
cardiaco, se procedié a extraer el Utero gestante de la cavidad
abdominal, para lo cual se levanto la piel de la parte baja del
térax con una pinza y se seccioné la piel y la musculatura en
una sola intencidn con una tijera de tal forma que quedo un corte
en forma de V. Se levanto el colgajo por encima del diafragma
para exponer completamente la cavidad abdominal y se sujeto
el animal arqueando la region dorsal para proyectar los 6rganos

Tabla 1. Numero de embriones observados de forma macroscépica en el Utero

Embriones resorbidos

Embriones en desarrollo

Dia de Cuerno Cuerno Cuerno Cuerno Total de
gestacion uterino uterino Total uterino uterino Total embriones
derecho izquierdo derecho izquierdo
1 0 0 0 0 0 0 0
2 0 0 0 0 0 0 0
3 0 0 0 0 0 0 0
4 0 0 0 0 0 0 0
© 0 0 0 0 0 0 0
6 0 0 0 0 0 0 0
7 0 0 0 0 0 0 0
8 0 0 0 0 0 0 0
9 0 0 0 0 0 0 0
10 0 0 0 0 0 0 0
1" 1 0 1 1 © 6 7
12 0 0 0 2 0 2 2
13 1 0 1 6 5 11 12
14 0 0 0 0 0 0 0
15 2 0 2 1 1 2 4
16 3 2 5 5 2 7 12
17 0 1 1 0 2 2 &
18 0 0 0 0 1 1 1
19 1 3 4 0 1 1 6
20 2 0 2 3 2 5 7
21 4 2 6 2 2 4 10
22 2 1 3 3 6 9 12
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abdominales hacia la apertura ventral. Inmediatamente se hizo
la extraccion de los dos cuernos uterinos y los ovarios —fijados al
extremo distal— con un corte a nivel del cérvix y la parte superior
de la vagina.

Conservacion y manejo de la muestra

Una vez obtenidos los tteros gestantes, los embriones y sus res-
pectivas placentas fueron extraidos uno a uno de la cavidad ute-
rina. Las carcasas de las hembras fueron desechadas de acuerdo a
las normas de bioseguridad y manejo de material bioldgico anato-
mopatolodgico, y los embriones dispuestos de forma individual en
una solucion de formol buferado (100 ml de formol al 37%, 900
ml de agua destilada, 0,4 ml de sodio-fosfato monobasico y 0,65
ml de sodio-fosfato dibasico) para su fijacion.’

Observacion de los uteros

El utero fue observado de forma macroscopica y descrito de
acuerdo al nimero de embriones resorbidos y al nimero de
embriones en desarrollo en cada cuerno uterino (Tabla 1), te-
niendo en cuenta las consideraciones de Hill'® respecto a los
estadios de desarrollo de la rata parda, los cuales corresponden
a la descripcion previa del desarrollo de ratones por Witschi,!!
de ratas por Theiler'? y de humanos por el Instituto Carnegie,'
aplicados mediante embriologia comparada a la rata albina, ya
que la correlacion de las diferentes etapas embrionarias desde la
implantacion del blastocisto hasta la organogénesis al ser bastante
similares, permiten la conversion de dias gestacionales (raton y
rata) a semanas gestacionales (humanos).'* Cabe anotar que los
embriones solo pudieron ser observados macroscopicamente a
partir del dia 11 de gestacion (Figuras 1-4) y que la hembra 14
no quedo en embarazo.

Analisis estadistico

El analisis estadistico fue realizado con STATA Corp Ver. 14 ¢
incluy6 el calculo de las medidas de tendencia central y dispersion
para el nimero de embriones resorbidos y en desarrollo. Ademas,
se realizo prueba de normalidad mediante prueba de Shapiro-
Wilk. Las diferencias entre el nimero de embriones (resorbidos
vs. en desarrollo) segtn el cuerno uterino (derecho vs. izquierdo)
se realizd mediante prueba de rangos con signos de Wilcoxon.
El nivel de confianza y significancia se establecieron en 95% y
5%, respectivamente. En complemento, se calcularon las tasas
de incidencia para embriones resorbidos, la razon de tasas de
incidencia, la tasa de riesgos instantaneos por regresion de Cox,
se calculd la funcion de sobrevida de los embriones para cada
ovario y se aplico la prueba Logrank para identificar la diferencia
entre las funciones.

RESULTADOS

Figura 1. Cuernos uterinos de hembra en semana 16 de gesta-
cion en la que se observan siete embriones en desarrollo y cinco
embriones resorbidos (cabezas de flecha).

Figura 2. Cuernos uterinos de hembra en semana 17 de gestacion
en la que se observan dos embriones en desarrollo y un embrién
resorbido (cabeza de flecha).

Una vez procesada la informacion de la Tabla 1, se realizo analisis
descriptivo a partir de las frecuencias del nimero de embriones
resorbidos y del numero de embriones en desarrollo en cada
cuerno uterino (Figuras 5 y 6).

Se contabilizé6 un promedio total de embriones resorbidos de
1,1363+1,8072 y en desarrollo de 2,2727+3,2976. Para cada
cuerno uterino se estimé el nimero de embriones resorbidos,
siendo los promedios en el lado derecho de 0,7727+1,1518 y en
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el lado izquierdo de 0,3636+0,8477. Para ¢l caso de los embrio-
nes en desarrollo el comportamiento fue similar para los cuernos
uterinos derecho e izquierdo con promedios de 1,041+ 1,7587 y
de 1,2272+1,8498, respectivamente.

Asimismo, se construy6 una base de datos con los registros de
cada espécimen para el desarrollo del analisis de sobrevida, de
tal forma que se establecio como “falla o evento” la resorcion del
embrion y se utilizo la frecuencia como el peso de la variable en
cada momento del tiempo; variable que a su vez, se establecid
diariamente —durante 22 dias— de acuerdo con el momento de
la cuantificacion de embriones segln el dia del sacrificio del
espécimen. De esta forma, se estimd una tasa de incidencia de
resorcion de 2.,4 casos por cada 100 embriones/dia en el cuerno
uterino derecho y de 1,3 casos por 100 embriones/dia en el cuerno
uterino izquierdo.

Larazon de tasas de incidencia fue de 1,88 [1.C.95%: 0,77-5,04],
es decir, que la velocidad de resorcion de los embriones del
cuerno uterino derecho fue casi el doble que la del cuerno uterino
izquierdo. El riesgo de resorcion en el lado derecho fue 2.1 veces
el riesgo de resorcion del lado izquierdo (HR: 2,1; [1.C.95%:
0,90-4,89]); sin embargo, para ambas estimaciones de fuerza de
asociacion, no existio significancia estadistica.

Esto fue corroborado al analizar la funcidon de sobrevida, en la
cual, los resultados indican que los embriones del cuerno uteri-
no derecho tienen menor probabilidad de sobrevida en todo el
tiempo de seguimiento, iniciando su caida a partir del dia 11 y
descendiendo hasta aproximadamente el 22%; mientras que en
el cuerno uterino izquierdo, la caida en la sobrevida inicia el dia
16 y se reduce hasta el 53% aproximadamente. Pese a las dife-
rencias observadas, las funciones de sobrevida no son diferentes
estadisticamente (Logrank chi2=3,55; p=0,596) (Figura 7).

DISCUSION

La obtencion del nimero de biomodelos en las edades gestacio-
nales requeridas para las investigaciones biomédicas depende
de la efectividad del protocolo de reproduccion que se utilice
y del conocimiento por parte del personal del bioterio y de los
investigadores del comportamiento reproductivo, de la biologia
del desarrollo y de la anatomia del biomodelo.'* En este sentido,
el utero de las hembras de rata Wistar consiste en dos cuernos
uterinos que se ubican a lado y lado dentro de la cavidad abdomi-
nal. En el extremo distal de cada cuerno uterino se encuentra un
ovario y en el extremo proximal se encuentra un cérvix. Ambos
cérvix se insertan en la vagina en la region pélvica.'

En la literatura se ha reportado que el nimero de embriones por

cada gestacion de 22 a 23 dias oscila entre 10 y 12, teniendo en
cuenta que, durante la ovulacion, el ovario derecho produce una
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Figura 3. Cuernos uterinos de hembra en semana 20 de gesta-
cion en la que se observan cinco embriones en desarrollo y dos
embriones resorbidos (cabezas de flecha).

Figura 4. Cuernos uterinos de hembra en semana 121 de gesta-
cion en la que se observan nueve embriones en desarrollo y un
embrién resorbido (cabeza de flecha).

media de cuatro 6vulos mientras que el izquierdo seis.'” En este
estudio el promedio de embriones por camada, observados de
forma macroscopica desde el dia 11 de gestacion, fue aproxima-
damente de seis, lo cual contrasta con lo reportado en la literatura
y con lo manifestado por los operadores del bioterio, quienes han
estimado un niimero de 12 embriones por camada durante los
procesos de reproduccion para mantenimiento de la poblacion
de base. Por tanto, llama la atencion la disminucion del nimero
de embriones por camada y el aumento de embriones resorbidos.

Respecto a la resorcion fetal —descrita como mortalidad prena-
tal—, Telford y Woodruff'® manifestaron que corresponde a un
fendmeno normal que acompana la gestacion de los mamiferos
multiparos. Sin embargo, en los animales en cautiverio, se han
identificado diferentes causas patologicas, genéticas, fisiologicas
y nutricionales que pueden inducir muerte prenatal por resorcion
del embrion. En las ratas de laboratorio —incluida la cepa albina
Wistar— la muerte fetal y la posterior resorcion en cualquier
etapa de la gestacion se han asociado a insuficiencia protéica, a
temperaturas ambientales elevadas y a deficiencia de vitaminas
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Cuerno uterino izquierdo
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Figura 5. Distribucion del nUmero embriones reabsorbidos en los
cuernos uterinos derecho e izquierdo entre los dias de gestacion
11 a22.

(biotina, acido pantoteico, piroxidina, acido glutamico, tocoferol
y riboflavina entro otras).

A estos factores también se les debe sumar diferentes aspectos
epigenéticos propios del medio ambiente de los bioterios como la
alimentacion, la temperatura, la humedad y la altura sobre el nivel
del mar entre otros, los cuales pueden generar adaptaciones mor-
fogenéticas durante la gestacion producto del estrés metabdlico.
Asimismo, el estrés psicologico generado a las hembras gestantes
durante el desarrollo de los diferentes experimentos, permiten
considerar a los protocolos de la investigacion misma como un
factor de riesgo asociado a mala implantacion, resorcion fetal,
parto pre-término, disminucion de la circunferencia de cabeza,
retrasos del desarrollo, perturbaciones en el comportamiento,
retraso de la respuesta al enderezamiento, retraso en la respuesta
al sobresalto y retraso a la apertura del oido.>"!%2?

CONCLUSIONES

Los factores externos presentes en el medio influyen en el desarro-
llo gestacional esperado para los biomodelos, lo cual se evidencia
en que aun en ratas con edades promedio de reproduccion y en
condiciones acordes con la regulacion normativa para los biote-
rios, puede observarse una disminucion en el nimero de crias.

En este estudio, las ratas Wistar de un bioterio de Cali que cons-
tituyeron la muestra, presentaron un promedio de seis embriones
por camada (2 embriones reabsorbidos y 4 embriones en desa-
rrollo), lo cual fue asociado a la edad de las ratas hembras y al
estrés generado durante la manipulacion.

No se observaron diferencias estadisticamente significativas entre
el nimero de embriones resorbidos y el nimero de embriones en
desarrollo de cada cuerno uterino.

® Cuerno uterino derecho

Cuerno uterino izquierdo

M 12 13 14 16 16 17 18 19 20 21 22

Figura 6. Distribucion del numero embriones en desarrollo en los
cuernos uterinos derecho e izquierdo entre los dias de gestacion
11 a22.
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Figura 7. Funcion de sobrevida de los embriones de rata Wistar
segun el cuerno uterino (derecho o izquierdo).

Se recomienda estandarizar el medio ambiente de los bioterios
y conocer el proceso reproductivo del biomodelo —en este caso
la rata Wistar de un bioterio de la ciudad de Cali (Colombia)— al
momento de iniciar un estudio de biologia del desarrollo, para:

1. Estimar el tiempo de la gestacion, el nimero de embriones
resorbidos y el nimero de embriones en desarrollo.

2. Optimizar el protocolo de apareamiento y aumentar el ren-
dimiento reproductivo.

3. Predeterminar el numero de hembras empleadas y el nimero
de eutanasias programadas.

4. Disminuir la pérdida de tiempo y el sobre costo.

5. Trabajar con ratas hembras entre los 3 y 5 meses de edad
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con la menor posibilidad de manipulacion por parte de los
investigadores.

6. Evitar al maximo las muertes innecesarias; y 6. Garantizar
el respeto por los derechos del animal y la aplicacion de los
principios éticos.
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