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Fig. 31-. Filtro de ponderacidn C (so-
németro B & K 2209).
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cias de resonancia gque introducen estos muelles.

En el periodo de estudio del soporte, se observd
que la influencia de las frecuencias de resonan-
cia es creciente a medida gue aumenta el nivel de
actividad del embridn, ya que sus movimientos ac
tdan como excitador del sogorte,'Ilegando a dar-
una medida del nivel equivalente de actividad su
perior en 15 dB a la obtenida eliminando la in-
fluencia de los muelles. Se ha de considerar tam
bién que la amplitud de los picds de resonancia

no poseen una caracteristica lineal como ha de-
mostrado tener el disco ceré@mico, basta para elb
ver, igual que en el c8lculo de la linealidad del
disco cer&mico, las gr&ficas 12 y 13 (este razo-
namiento no se puede aplicar a las graficas 10y
1l ya que aqui se trata de ruido y no de sefial),
esto implica que el error en la medida no seria

cuantificable, adem&s habria que considerar el.
error que introduce la hist&resis que se tiene en
el desplazamiento obtenido en funcidn de la fuer
za aplicada en los mismos muelles.

Existe otro factor que actfia en detrimento deﬁns
muelles, y es que interesa gque la experiencia pue
da ser reproducidé en otras investigaciones para
lo cual seria necesario utilizar un soporte con
las mismas caracteristicas del utilizado en este
trabajo, incluidas sus principales frecuencias
de resonancia.

Dada la importancia de las razones mencionadas,
se llega facilmente a la conclusidn de la necesi
dad de eliminar estas frecuencias mediante un fil



tro pasa-altos. Las principales frecuencias de
resonancia estén en 1,55 vy 4,5 Hz y habiéndose
probado varios filtros se ha obtenido que el fil
tro de ponderacién C, cuya caracteristica pode-
mos ver en la gréfica 14, es el mis adecuado.En
las graficas 15, 16 y 17 pueden verse los resul
tados obtenidos con el mismo embridn utilizando
distintos filtros; ha de considerarse que se tra
baja con una sefial bioldgica, que por lo tanto
no es constante, lo cual causa algunas diferen-
cias entre estas medidas, aparte de la influen-
cia del filtro.

Como se ve en las grdficas mencionadas se produ
ce ‘una gran alteracidn de las frecuencias infe-
riores a 17 Hz aproximadamente, estas frecuen =
cias estdn generadas en parte por el embridn en
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estudio por lo que estamos disminuyendo ligera -

mente parte de la sefial del mismo, sin embargo,
el beneficio que se obtiene compensa sobrada -
mente este efecto.

Analizador estadistico B & K 4426 (Figura 32)

Una de las metas de este trabajo es obtener una

evaluacién objetiva de los niveles de motilidad

del embridn asi como la distribucidén de sus mo-
vimientos en la escala de amplitudes, lo cual
nos permitird obtener unos par&metros de norma-
lidad de la motilidad del embridn de pollo a lo
largo de todo su procesc de incubacibén. En este
aspecto la utilidad del analizador estadistico
. es clara ya que nos proporciona directamente los
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Noise Level Analyzer Type 4426

Brie! & X,
Number of Samples x1000 e Semple Overiosd Colculate Power On

Max. 65000 ° LJ

Sample Period Range Channel Selector Display Function
» a8 a8 Batt Chack
46110 56-120
s 36-100 * % 86-130
. 0

12
00 A=
e -
02, 10 26-90, .
01 ® Ext
Control
(36—
M

RMS Detector
Level

Fast ax
Impulse
Slow Instant Level

Fig. 32-. Analizador estadistico.B & K 4426
Nos informa de los niveles de

actividad del embridn,asi como de la dis-

tribucibén de sus movimientos en la escala

de amplitudes.




dos paré@metros buscados.

Amplificador de medida B & K 2610 y Registrador

de nivel B & R 2307 (Figuras 33 y 34)

El segundo objetivo planteado es detectar la po
sible existencia de periodos de actividad y re-
poso de la motilidad del embribn y, en caso de
existir, dar un patrdn de ritmo en los diversos
dias de desarrollo embriocnario, para lo cual es
muy Gtil contar con gréficas representando la

evolucidn temporal del nivel de los movimientos
del embridén. El amplificador de medida acondici
na el nivel de la sefial para adecuarla al regis
trador de nivel; asimismo se piensa gue podria

ser Gtil en la deteccibn de algln patrdn tipica

de movimiento (fasciculaciones musculares, con~ .

tracciones tbnicas musculares, contracciones del
_ amnios, contraccidn cardiaca, etc.). ‘

Analizador de Fourier B & K 2033 v Plotter (Fi-

guras 35 y 36)

El ritmo cardfaco del embridn permite conocer
su graaa de bienestar en condiciones normales,
asi como su grado de sufrimiento en condiciones
patolSgicas o al alterar su medio ambiente (va-
riaciones de temperatura, variaciones de presich

intra-ovo, administracidn de farmacos, inocula-’

cidén de virus, etc...); ademds nos servird para
correlacionar la funcidn cardiaca con la activi
- dad embrionaria, cuyo interés estriba en la com
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. 33-, Amplificador de medida B & K

Fig. 34-. Registrador de nivel B & K
2307




Fig. 35-. Analizador de FOURIER
B & K 2033.

Fig. 36-. Plotter.Registrador X - Y.
Hewlett Packard.7015 B




probacidn de la hipdtesis sustentada por diver-
sos autores del desarrollo paraleloc entre fun -
cidn cardiaca y grado de motilidad del embridn.

En el dominio temporal no es posible la obten -
cidn de este parimetro pues la seflal producida
por el corazdén del embribn suele estar enmasca-
rada por la correspondiente a sus movimientos,
por lo cual es necesaria la obtencidén del espec
tro frecuencial de la sefial por &1 producida en
la que se aprecian f&cilmente gran cantidad de
armbnicos correspondientes al impulso cardiaco,
de donde podemos obtener el valor de la frecuen
cia fundamental.

El estudio de este par&metro no se encontraba
en un principio entre los objetivos de este tra
'baja puesto gue se suponia gue el latido cardia
co guedaria enmascarado por el resto de los mo-
vimientos embrionarios o por el ruido, sin em =
bargo, una vez se comprobd la posibilidad de ob
tener la frecuencia cardiaca del embrifn se in~
cluyd ésta entre los paré@metros a estudiar,

Disponemos ademis, de una incubadora con venti-
lacidn forzada y volteo horario automitico (mar
ca*Masalles, modelo 11 R), detalle de importan~—
cia al efectuar el estudio de los movimientos

articulares pues en condiciones normales de in-
cubacidn, ya sea natural por la gallina o arti-
ficialmente en las incubadoras, este volteo o

movimiento del huevo evita que el embridn quede,
a través de sus membranas, adosado al cascardn

0 no se desarrolle en posicifOn fisiollgica ade
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cuada. Otra estufa incubadora (marca Selecta,mo
delo S-205) es utilizada para efectuar en su in
terior el registro ¢ monitorizacidn de los em~
briones durante periodos largos de tiempo, evi-
tando de esta forma que las variaciones de tem-
peratura influyan é¢n la dindmica del embridn.La
temperatura iddnea de incubacidn es de 37,5-38°C
vy la humedad en el interior de la estufa de 65
y 75%.

La maguinaria de medicidén y registro de ondas

vibratorias asi como la cadena completa de me-
dida ya‘nos es conocida; s6lo hay que resaltar

que el primer eslabdn de esta cadena, el trans-
ductor o disco cerimico piezoeléctrico esti si=-
tuado en el interior de la incubadora de monito
rizacidn, localizada en una habitacidn anexacon
el fin de evitar al mi&ximo el ruido indeseable.

Se presenta cémc principal propbsito la obten -
cidn de un método objetivo de registro y anéli-~
sis de los parimetros de motilidad embrionaria,
la realizacidn de gr&ficas de referencia de s
tipos de movimientos, ritmicos y arritmicos, pe
ro fundamentalmente de los movimientos articula
res, bajo condiciones de normalidad a lo largo

de todo el periodo de desarrollo del embridn de
pollo. Para completar este estudio se correla -~
cionan los datos dinémicos asi obtenidos con bs
datos morfoldgicos que se aprecian en el estu=
dio histolbgico de estos embriones, sacrifica =-
dos en sucesivos estadios de desarrollo.

El método usado consiste en estudiar las vibra-~
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ciones que los movimientos del embridn producen
en el cascardn del huevo.

Se ha logrado trabajar en condiciones gue no han
alterado en absoluto el medio ambiente del em -
bridn de pollo, ya gue hemos utilizadoun sensor
de vibraciones gue no requeria estar situado en
el interior del huevo sino que simplemente bas-
taba colocar a éste sobre el sensor para poder
captar las sefiales u ondas vibratorias produci-
das por el movimientc del embridn. Este hecho ha
permitido conservar el cascardn intacto y no te
ner que realizar la té&cnica de Wolf. Recorde -
mos gque esta técnica consiste fundamentalmente
en practicar un pequefio orificio en el polo agu
do del huevo y extraer 2cc de albumen con unaije
ringa, lo gque hace descender el saco vitelino y
con-€l el disco embrionario; de esta forma evi-
tamos lesionar el mencionado disco embrionario
al abrir, en el punto m&s proclive, una ventana
de unos 2 cm de difmetro que nos permitiria ob-
servar al embridn, estudiarlo y ver sus movimien
tos, asi como determinar su estadio.

Se coloca el huevo intacto sobre el sensor de
vibraciones mecdnicas y se procede a efectuar.un
estudio dinfmico y registros‘graficos de deter-
minados momentos del desarrollo embrionario.Las
grédficas se realizan bajo condiciones de absolu
ta normalidad de temperatura, humedad y ventila
cidn.

Se obtienen gr&ficas de los movimientos o acti-~
dad global del embridn; bésicamente realizamos
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dos tipos de registros graficos con distinta sig
nificacidn:

1.~ GRAFICAS DE ANALISIS ESPECTRAL DE FRECUEN -
CIAS.

Muestran el espectro de frecuencias de un
promedio de seflales temporales correspon =
dientes al nivel de vibraciones causadas por
el embridn. Nos informan del nivel de activi
dad (intensidad y frecuencias) de los movi-

mientos del embridn.

En el drea de la Salud suelen utilizarse pre
ferentemente las gr&ficas en las gue el eje
- de las abscisas representa la funcidn tiem~-
po y el eje de las ordenadas representa cual
quier otra funcidn cuantitativa. Este es un
~concepto gue tenemos que. olvidar a la hora
de interpretar‘graficas de an&lisis espec -
tral de frecuencias. En ellas (gr&fica 18)
el eje de abscisas representa la frecuencia
en ciclos/segundo; pero ademds hay que resal
tar que estas grdficas de andlisis espectral
de frecuencias nos informan de las diversas
frecueneias que componen un movimiento en un
instante dado (en realidad se realiza un pro
medio de las diversas muestras gue sevan to
mando y se determina asi el movimiento me-
dio a estudiar). Hacia la izquierda encon =~
traremos los componentes lentos (frecuencias
bajas) del movimiento y hacia la derecha los
componentes répidos (frecuencias altas). En
realidad estudiamos las diversas frecuencias



que componen un movimiento instant&neo, pé£
mitiéndonos saber si es un movimiento brus-
co y répido (frecuencias altas) o por elcon
trario lento vy suave {frecuencias bajas).

En el eje de ordenadas representamos la in-
tensidad de cada componente del movimiento
instanténeo,encontrindose diversas intensi-
dades en cada una de las frecuencias. Recor
demos que la intensidad estd representada
en decibelios~dB~ (medida relativa logarit-
mica) y que pequefias variaciones de éstos
representan en realidad grandes variaciones
de intensidad.

En el analizador de Fourier, adem&s, apare-
cen las sefiales producidas por las contrac-
ciones del corazdn del embridn, aprecidndo-
se, durante los periodos de reposc de los

movimientos articulares, gran cantidadde ar

mbénicos correspondientes a estos impulsos:
cardiacos, podiéndose finalmente calcular v
obtener grdficos que nos informan de la fre
cuencia y de la intensidad de estos latidos
eardfacos. (Grafica 19).

GRAFICAS DE MOVIMIENTO EN CADA INSTANTE .DE

TIEMPO REAL. (REPRESENTACION TEMPORAL).

En ellas (gréfica/ze} la funcidn tiempo es~
té& representada en las abscisas, mientras

que en las ordenadas tendremos representadas
la intensidad del movimiento en funcidén lo-

garitmica (dB). Este tipo.de gré&ficas per-
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miten extraer conclusiones del ritmo e in -
tensidad de los movimientos y de la duracik
de las fases de actividad e tnactividad. Si
guierndo a Hamburger y Cols. (1965), yconel
objeto de poder comparar resultados, hemos
considerado de forma arbitraria que una fa-
se de inactividad es un periodo de 10 segun
dos 0 mds en gue no ocurre ningfin movimien-
to de intensidad suficiente para ser valora
do; nosotros consideramos ademids que la se-
fial ha de tener unas caracteristicas deter-
minadas propias de los movimientos articula
res, y que como veremos inmediatamente ha -
bréd gue diferenciar de las seflales produci-
‘das por el corazén. Hay que tener esto pre-
sente pues durante una fase de actividad del
embridn pueden existir periodos de reposo
que separen movimientos de esa misma fase,
considerandose que, si dos movimientos se su
ceden en un intérvalo de 1 a 9 segundos for
mardn parte de la misma fase de actividad;
si es de 10.:segundos © mis se considerard co
mo una fase de inactividad. A partir de es-
tos datos se puede calcular el porcentaje de
tiempo en que el embridn ha estado activodu
rante el periodo de observacidn, que es 1lo
gue Hamburger y Cols. (1965) denominan "ac-
tividad global”.

En las graficas temporales se puede distin-
guir f&cilmente los picos correspondientes a
patadas o movimientos bruscos producidos por
las contracciones musculoesqueléticas, en
forma de espiculas, de la sefial en forma se
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noidal correspondientes a variaciones de in
tensidad de la actividad cardiaca, que a ve
ces recuerdan los dientes gastados de una
sierra. (Grafica 20).

En este tipo de grdficas la velocidad de sg
lida del papel es da 1 mm. por segundo.

La realizacidn de un estudio estadistico nos
permite obtener la distribucibén de las in -
tensidades de las vibraciones producidas por
el embridn asi como su nivel medio de acti-
vidad. (Grdficas 21 y 22).

Todos los. niveles se expresan en dB, donde el ni
vel de referencia se calcula a partir de lascon
diciones de medida.

Sensibilidad de la cer&mica: 250000 pC/N

En el amplificador de carga se ha indicado 2,5
pC/N puesto que el verdadero valor estd fuera
del margen del mismo; por esta causa obtendre -~
mos una sefial 10° veces superior a su vdlor real
Teniendo en cuenta que el amplificador propor -
ciona

10 mV/N

¥y que 1V corresponde a 90 dB, podemos hacér:

v
VO
Vi

Vo

30 dB

i

20 log

0 dB = 20 log
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30 0
32 0,1
34 5,6
36 37,0
38 28,4
40 9,7
42 5,5
44 3,9
46 2,6
43 1,9
50 1,2
52 0,8
54 0,7
56 0,5
58 0,1
60 0
62

64

66

68

70

72

74

76

78

80
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L Eg (dB) 44
‘Nivel equivalente
NGmero de
muestras 9,000
Periodo de
muestreo (Seg.) 0.1
r, 10 (dB) 45,5
L 50 (d4B) 38,5
L 90 (dB) 36,5

Grdf. 21-.Andlisis estadistico.Distribucidén porcentual

de los niveles de intensidad de los movimientos embrio-

narios correspondientes a las grdficas espectrales y

temporales del embrién N 27 - 7 a los 11 dias de incu-

bacién.
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De estas dos ecuaciones obtenemos facilmente
que:

y donde V3 es la tensidn que corresponde  al ni-

vel de referencia y gque por lo tanto la fuerza

de referencia es
I0 mV/N

= 3,16 1073 N

Teniendo ahora en cuenta que el resultadoes 10°
veces el verdadero, podemos concluir que la fuer
za de referencia es

0d8 ——— 3,16 1078 N

Para dar una idea del nivel fistico de aetividad -

gque alecanzan los embriones, basta caleular a qué
fuerza corresponden algunos de los mdximos nive

les alcanzados:

90 dB —— 103> N

100 4B —— 3,16 1073 N

De esta forma obtenemos un valor estimativo del
nivel de actividad embrionaria, siendo un avan-
ce en la determinacién de éste, s&lo valorado
hasta la fecha de "visu" y por lo tanto de for-
ma subjetiva. A

Dentro de los factores que producen ciertas 1li-
mitaciones se encuentran los ya comentados dela

frecuencia de resonancia del sistema huevo-disco
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cerdmico y las aproximaciones utilizadas en 1la

calibracién del transductor.

Debe tenerse en cuenta también, que la medida

efectuada corresponde al nivel de actividad del
embrién que se transmite al cascardn del huevo,
lo cual introduce una diferencia entre los pri-
meros y los dltimos dias de incubacidn, ya que
en este segundo caso el embrién estd en mayor

contacto con el cascardn y por lo tanto hay un
camino mé&s directo de transmisidén de los movi -
mientos, mientras que en los primeros dilasel ca
mino de transmisidn lo forman el liquido amnid-

tico y el albumen que protegen al embridn.

Todas nuestras observaciones han sido efectua -
das sobre embriones de pollo pertenecientes a la
raza DEKALB. Los huevos fecundados han sido su-
ministrados por la misma granja de reproducciédn,
procediendo del mismo grupo de reprbductoras %
recogida para que de esta forma la serie fuese

homogénea y su desarrollo lo més paralelo posi-
ble. Adem&s, se seleccionaron los huevos que te
nian apfoximadamente el mismo peso y volumen con
el objeto de evitar al m&ximo las posibles va-

riantes que pudiesen afectar los resultados.

El peso promedio de los huevos que se pusierona
incubar fue de 51,7 gr.

Tras proceder a su desinfeccidn con agua y ja =
bén se colocaron en la incubadora, con ventila-

cién forzada, a 38°C (100°F), recordando que un

143



promedio alto de temperatura durante la incuba-
¢idn adelanta el desarrollo embrionario y naci-
miento, mientras que un promedio bajo de tempe-
ratura lo atrasa; el error de *0.5°C repercute
en *16.2 horas sobre el momento de la eclosidn.
La humedad se mantuvo entre 65 y 75%.

Durante los primeros 18 dias del desarrollo em-
brionario se efectud el volteo horario automati
co. El movimiento a derecha e izquierda del hue
vo hace que el embridén vaya adquiriendo las po-
siciones fisioclbgicas para llegar a la eclosidn
y‘no se adhiera, a través de sus menbranas al
cascardn.

A partir del cuarto dia se procedia a monitori-
zar los embriones, periodo en el que ya se en -
cuentra formado el corazdn y se ha iniciado el
proceso de condrificacidn de los esbozos esque-
léticos de los miembros. Para ello, se coloca el
huevo intacto sobre el punto central del disco

cerdmico piezoeléctrico, que tal como hemos ex-
plicado, se encuentra sujeto en el soporte y es
td colocado en el interior de la estufa incuba-
dora de monitorizacién para poder mantener la

temperatura constante a 38°C durante el tiempo

de preparacién y registro. ‘

Siguiendo a Hamburger y Cols. (1965), y con el

objeto de poder comparar resultados, hemos rea-
lizado monitorizaciones durante periodos de .15
minutos para cada embridn. (Estos autores, tras
haber efectuado registros durante varias horas,
observaron que no habia diferencias significati
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vas en las variaciones de las fases de activi =~
dad e inactividad sobre los periodos de 15 minu
tos). Los embriones han sido monitorizados dos
veces al dia, con una diferencia de 12 horas en
tre la primera y segunda.vez.

Durante cada fase de monitorizacidn se registré
simult&neamente la distribucidn frecuencial de
las vibraciones, la distribucidn temporal (fases
de actividad e inactividad) y la distribucidn de
las intensidades y nivel medio de las vibracioc
nes producidas por los movimientos del embridn.
Ademds, el analizador espectral de frecuencias
permitid determinar varias veces la frecuencia
cardiaca del embribn durante una monitorizacifdn.
Nosotros lo hicimos al principio y al final en
todos los embriones pero ademds, en algunos de
ellos, lo efectuamos con m&s frecuencia con el
objeto de estudiar la relacifn entre la frecuen
cia cardiaca y las fases de actividad e inacti-
vidad.

Después de cada monitorizacidn el huevo era re-
emplazado a la incubadora inicial, de forma que
continuaba su desarrollo normal. La sencillez e°
inocuidad del trato dado al huevo ha hecho posi
ble el poder obtener registros del mismo embridn
durante todos los dias de su desarrollo a par =
tir del quinto dia (no antes debido a las limi-
taciones té&cnicas) y hasta el momento de la eclo
sién. Esto marca una diferencia importante con
las observaciones que se realizan "de visu",
pues la apertura de una ventana en el cascardn
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del huevo permite la observacidn directa del em
bridn s8lo hasta el noveno o décimo dia, y con
dificultad pues, por un lado la membrana corio-
alantoidea se va engrosando y vascularizando, y
llega un momento que es necesario abrirla para
poder observar al embridn, y por otra parte el
embridén va creciendo y cada vez es mas dificil
apreciar la totalidad de su cuerpo, siendo nece
sario eliminar mayor superficie calcdrea o con-
tentarse con apreciar UGnicamente una pata o un
ala. Cualquiera de estas alternativas, seccidn
de la membrana coriocalantoidea o una mayor aper
tura y eliminacién de la superficie calcérea,
conlleva un gran indice de mortalidad, ocurrien
do frecuentemente la muerte del embridn en ese
mismo dia, no pudiéndose obtener los registros
consecutivos del mismo embrién a lo largo de to
do su desarrollo.

Procedimos a monitorizar diariamente y durante.

gquince minutos series de doce embriones de pollo,
desde el dia cuarto hasta su eclosidn. Ademés,

diariamente se monitorizaba un embridn de la mis
ma camada, habiendo previamente valorado se es-
tado de desarrollo a través de la similitud de
las caracterfsticas de los movimientos y frecuen
cia cardiaca con el resto de embriones que se es
tudiaban, y a continuacidn se sacrificaba para
ser utilizado como embridn testigo del estado de
desarrollo del sistema articular de ese dfa oes
tadio concreto. Al abrir el huevo se observaba

el aspecto general del embridn y las caracteris
ticas de sus movimientos, pasé&ndose acto segui-

do a extraer el embridn del saco amnidtico y de



terminar su estadio segln los datos aportados
por Hamburger y Hamilton (1951); tras ello se
procedia a la fijacidén del embridn testigé en
una solucidn de formel neutro al 10%.

Una vez finalizada esta fase de recoleccifn de
datos y grédficos se procedid a su estudio y va-
loracidn, de la forma que veremos en el aparta-
do de observaciones, llegdndose en esta misma
etapa de recoleccidn de datos a cbtener algunos
resultados que fueron luego correlacionados con
los obtenidos del estudio histolbgico de 1las
articulaciones de los embriones sacrificados en
los sucesivos dias de desarrollo (estudio a do=-
ble ciego).

Antes de procesar los embriones testigos se rea
lizaron fotografias de todos ellos. ‘

A partir del dia 10 las piezas fueron decalcifi-
cadas.

‘Se procesaron para microscopia Sptica, incluyén
dose en bloques de parafina, y se realizaroncor
tes sagitales, principalmente de las articula -
ciones de la extremidad inferior, de IOftde es-
pesor. Tras ello se procedid a colorear las pre
paraciones. Las tinciones empleadas han sido he
matoxilina-eosina para los portas impares.y 1la
triple coloracidn de Mallory para los pares.

De los cortes mds interesantes y representati -
vos se tomaron microfotografias.
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Durante la observacidn de las preparaciones his
tolégicas al microscopio o lupa se prestd espe-
cial atencién a la secuencia de aparicién y ca-
vitacidn de las articulaciones vy a su estado de
desarrollo durante todos los dias que se estudia
ron. En total se han observado 5.917 cortes,dis
tribuidos en 835 portas, correspondientes a los
bloques de los embriones testigos del desarrallo
articular desde el quinto dia de incubacidn has
ta el veinteavo dia en gque se produjo la eclo -
sién.

Un embridén de cada serie se conservé vivo hasta
72 horas despu€s de la eclosién, procedié&ndose

después a su sacrificio, procesamiento y estu -
dio histolbégico. Esto se efectubd con la idea de
observar si el polluelo tenia un desarrollo post
natal normal.

En resumen, lo que se ha hecho es correlacionar
y complementar:

A) Los datos dindmicos obtenidos a través de:

- distribucién temporal de los movimientos,
ddndonos los periodos de actividad e inac-
tividad, asi como su intensidad. Gr&ficas
de movimiento en cada instante de tiempo
real.

- distribucidn frecuencial de las vibracic -
nes producidas por estos movimientos, 1o
que nos ha permitido obtener, ademéis,de una
forma precisa la frecuencia cardiaca. Gréa-

ficas de andlisis espectral de frecuencias.
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- distribucibn de las intensidades de las vi
braciones y nivel medio de las mismas. And
lisis estadistico. Histograma.

B) con los datos morfolSgicos que se aprecian en
el estudio histolbgico de estos embriones,sa
crificados en sucesivos estadios de desarro-
llo.

Queriamos resaltar que la finalidad de obtener
grdficos de normalidad, de frecuencia e intensi
dad, de los diversos tipos de movimientos em -
brionarios, es servir de base y/o referencia a
posteriores estudios y ofrecer un paﬁrén de ho-
mogeneidad. Esto es importante porque en los 4l
timos tiempos se ha pasado a prestar mis impor-
tancia a los estudios din&micos de los diferen-
tes sistemas y>apa:atos constituyentes de un em
bridn normal, por permitirlo los medios técni -
cos, frente a los ya cl&sicos estudios de tipo
Gnicamente morfoldgico.
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DISCUSION



Dada la gran diversidad de datos obtenidos en nues
tro estudio, trataremos, en este capitulo de discu
sién y con el objeto de tener una idea més integral
~de los acontecimientos sucedidos, de correlacionar
los lo mdximo posible.

Previamente, debemos sefialar gque a pesar de que
Hamburger y Balaban (1963) y Hamburger y Cols (1965,
1969) observan que a partir de los 3 1/2-~4 dias de
incubacidn se pueden detectar ligeros movimientos
ondulatorios de flexidn de la cabeza y tronco, en
los que intervienen 3 6 4 somitos cervicales, no
es hasta el dia 6 1/2 cuando, y segln estos mismos
autores, se inician ligeros movimientos de abduc-
cién y adduccidn en las raices de los miembros. No
sotros también hemos apreciado, directamente a tra
vés de una ventana abierta en el huevo, este tipo
de movimientos previos al dia 6 1/2-7 de incubacidn,
pero tenemos que objetar que son discretisimas cqé
. tracciones muy localizadas a nivel del cuello, que

151

a veces se traducen en un ligero temblor que se ex '

pande crdneocaudalmente en forma de ondas por el
tronco del embridn, sin llegar en ningiin momento
a producirse movimientos activos de los miembros.
En general lo que se aprecia son movimientos deflo
tacidn del embridn en el ligquido amniético, en el
cual estd nadando libremente, y que por su mismo
peso se hunde sobre el saco vitelino.
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Ademds, a partir del 52 dia de incubacibn, se afia-
den los movimientos pasivos del embridn que puedan
resultar por transmisidn de las contracciones de la
musculatura lisa no inervada del amnios. La frecuen
cia de contraccién de estas fibras, al igual que la
de los movimientos de flotacibn,es tan baja (infe~
rior a 1 Hz) gue no se han podido aislar de los re
gistros iniciales.

A pesar de apreciarse estos discretos movimientos
corporales del embridn durante el 3 1/2-4 diade in
cubacibn, las primeras cavidades articulares no se
formarian hasta el 5-6 dia (estadio 25 a 28 de H-H),
seglin Hamilton (1965) y Nardi (1976), o alin més tar
diamente, en el 8-9 dia de incubacidn (estadio 34-
35 de H-H) seglGn Romanoff (1960), Drachman y Soko-
loff (1966) y Mitrovic(1982). Lo que es evidente
es que en el dfa 52 de incubacién (estadfo 25 de
H-H) se pueden observar macroscSpicamente las in-
flexiones correspondientes a las articulacionesdel
codo y rodilla (Figura 37).

En el estudio histolSgico de nuestros embriones tes
tigos del desarrollo articular, correspondientes
al 52 y 62 dia de incubacibn (estadio 25 a 28 de °
H-H) , apreciamos como, ni entre'los esbozos carti-
laginosos de las vértebras ni entre los esbozos
condrales del cStilo y fémur, se observan signos de
de cavitacidén articular (Figuras 38, 39, 41 y 42),
presentando la interzona un aspecto denso homogé—
neo. En los registros gr&ficos realizados corres-
pondientes a estos mismos embriones no se reflejan
seflales que indigquen de forma clara la existencia



de movimientos corporales del embridn (Gr&ficas
108, 112 y 113). ’

Sin embargo, a partir del 5¢ dia de incubacidn se
captan con toda perfeccifn, en el analizador de
Fourier (FFT), los componentes armbénicos correspon
dientes a los impulsos cardiacos de estos embrio-
nes (gr&ficas 107 y 111). Todo esto, nos permite
deducir que las vibraciones producidas por los pe-~
guefios movimientos del tronce del embridn que se
observan hasta el dfa 6-7, son de menos intensidad
que los producidds por un latido del corazdn del em
bridén (unos 29 dB de intensidad; gr&ficas 113, 114
y 115). Seglin Hamburger y Balaban (1963) a partir
del dia 6 1/2 (estadfo 29 de H-H) comienzan a ob=
servarse ligeros movimientos de abduccidn y adduc-
cién a nivel de las raices de los miembros, segui-
dos por pequefios movimientos de las partes distales
de éstos; estos movimientos ocurren conjuntamente
con los del trando del embribén y solamente en ra-
ras ocasiones se han visto de forma aislada.A par
tir del dia 7 1/2-8 de incubacién (estadio 32-33
de H~H), la frecuencia de aparicifén de estos movi-
mientos aislados de los miembros es mayor y ademis,
cuando lo hacen,son mis rdpidoes (Hamburger y Cols -
1968, 1).

Nosotros hemos observado, por visualizacidn direc-
ta, que en el dia 72, en algunas ocasiones, o mis

frecuentemente a partir del dia 82, se producen es
porddicamente movimientos algo mds bruscos del tron
co, cabeza y segmentos proximales de las patas,que
se transmiten de forma pasiva a los segmentos dis-
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tales. Esto quedd reflejado cuando realizamosel es
tudio con el sistema de medida y registro que pusi
mos a punto. En las gréficas temporales 118 y 123,
correspondientes a los embriones teétigcs del desa
rrollo articular del dia 7 y 8, se aprecia como oca
sionalmente existen amplias variaciones de la 1i-

nea basal, en forma de picos de ascenso y descenso
brusco, correspondientes a estos movimientos del em
brién. Estas mismas gr&ficas nos aportan, ademis,

un dato que no hemos encontrado referenciado en la
bibliografia revisada; se trata de la intensi-
dad de estos movimientos embrionarios. Asi, en la
grdfica 118 se muestra uno de estos picos, de 3 dB
por encima de.la linea basal, correspondiente a un
movimiento brusco del embridn de una intensidad de
38.5 dB (35.5 dB de la linea basal + 3 dB) o en la
grdfica 123 se registran picos que llegan a los 42
dB e incluso algunos a los 46 dB de intensidad. En
este momento tenemos que.recordar que los decibe-~

lios son una medida relativa donde el nivel de re-

ferencia se calcula a partir de las condiciones de

medida, y que si interesa pueden ser transformados
en unidades de fuerza (Newtons) segln la siguiente
férmula:

n® dB
Fuerza (Nw) = Fo ° xo( 20

Siendo Fgy = F referencia = 3.16 - 18—8 Nw

0 dB ~——— F = Fo

Para dar una idea de la intensidad de estos movi-
mientos ~

90 dB equivalen a 1073 Nw
3

100 dB equivalen a 3.16 - 10~ Nw
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Remargquemos también que los dB son una medida rela
tiva logaritmica, lo gque implica que pequefias va-
riaciones del nimero de decibelios representan gran
- des variaciones de la intensidad; asi, por ejemplo,
si un movimiento produce vibraciones de 10 dB de in
tensidad y en un momento determinado aumentan a 16
dB, en realidad no es que haya aumentadc 6 unida-
des, sino gquela intensidad de las vibraciones pro-
ducidas se han doblado. |

A pesar de que en el 7¢ dia de incubacidn estén los
tres segmentos de los miembros claramente diferen-
ciados (figura 44) y se produzcan algunos movimien
tos répidos e intensos del embridn (grdfica 118)si
guen sin observarse signos de cavitacidn articular,
ni en la columna vertebral, ni en la cadera (figu-
ras 45 y 46). Las pequefias fisuras que se aprecian
en esta dGltima articulacién hay que considerarlas,
por los bordes irregulares que presentan y tras ha
berlas valorado a mayor aumento, como defectos del
procesamienta del material histolégiéo.

Sin embargo, al 8¢ dia de incubacidén (estadio 34
de H-H), las articulaciones intersomiticas muestran
ya delimitados los discos intervertebrales (figura
50). En la cadera empieza a evidenciarse que el te
jido mesenquimatoso que ocupa la futura articula-
cidén articular tiene un aspecto mds laxo, aprecidn
dose incipientes fisuras. Este hecho es fundamental
pues, es precisamente en el dia 82, cuando por pri
mera vez, se observan esporddicas y cortas fases de
actividad (gréfica 123). Estas, en la gréfica pro
medio dan un valor de 1% del periodo de observacifn
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(grdfica 187). En este punto disentimos de Hambur-
ger, Balaban, Oppenheim y Wenger (1965), quienes
observan, por visualizacidn directa, que en este
dia las fases de actividad ocupan el 39% del perio
do de observacién (grdfica 221).

Hay que destacar el hecho de que registramos movi-
mientos embrionarios antes de observar la presen-
cia de alguna articulacidn con cavidad articular pre
sente o con signos de incipiente cavitacidén. A es-
te respecto no podemos indicar referencias biblio-
grificas pues, tal como comentdbamos en la intro-
duccidn, es sorprendente observar la inexistencia
de estudios morfoldgicos de la artrogenesis en co-
rrelacidén con el estudio de la frecuencia e inten-
sidad de la motilidad embrionaria.

En nuestra serie de embriones testigos del desarro
llo articular, el dia 9¢ de incubacibn festadio 35
de H-H) se observa por primera vez la existenciade
una cavidad articular evidente, aunque no completa;
se trata de la articulacidn de la cadera (figuras55).
En este punto no coincidimos con autores como Ha-
milton (1965), Nardi (1976) o Teixidor (1982) quie
nes sitdan el inicio de la formacidn de las cavi@é
des articulares en el dia 5-6 de incubacidn. (esta-
dios 25 a 28 de H~H); nos aproximamos mis a Roma-
noff (1960) que lo sitda en el dia 8 (estadio 34
de H-H) y coincidimos plenamente con Drachman y So
koloff (1966) y Mitrovic (1982) quienes lo sit@an
en el final del dia 8 y dia 9 (estadio 34-~35) res-
pectivamente. Los datos que podemos aportar noso-
tros respecto a la din&@mica del embridn en estedia

9 son, gue se captan seflales producidas por movi-



mientos bruscos, mids frecuentes y mds intensos que
en dias anteriores, alcanzédndose frecuentemente los
44 4B de intensidad, tal como se puede apreciar en
la grdfica 128. En esta misma gr&fica podemos cbser
var que ademds las fases de actividad han aumenta-
do en frecuencia y duracién, llegando a ocupar el
25.7% de todo el periodo de registro.

Este es pues, el primer dia que se registran por-
centajes significativos de fases de actividad del
embridn, lo que traduce la mayor libertad de movi-
mientos a nivel de las grandes articulaciones de
las raices de los miembros, ya cavitadas (figurab55).
Estos movimientos se transmitirian de forma pasiva’
al resto de la extremidad.

A medida que va desarrolldndose el embrién, la fre
cuencia y duracién de las fases de actividad va en
aumento; asi, en el 102 dia de incubacibn represen
tan el 33.1% de todo el periodo de registro (grafi
ca 133). De igual forma, la intensidad de los picos
(movimientos bruscos del embridn) también va en au
mento (gré&fica 133) llegando a medir 47 dB.

Mientras tante {qué ha ocurrido con el desarrollo
articular? La articulacidn de la cadera que habia
iniciado su cavitacidn durante él 9¢ dia, muestra
una mds amplia cavidad articular, aunque pueden
apreciarse alin restos de tejido mesenquimatoso en
contacto con las superficies articulares (figura
60); a su vez, la rodilla presenta todavia el perio
do de fisuracidn inicial, empezando a visualizarse
la articulacidn femoropatelar (figura 61). Enla ar
ticulacidn del tobillo (figura 62), sin embargo,se
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observan como entre los esbozos cartilaginosos del

tibiotarsus y tarsometatarsus hay tejido mesenqui-
matoso, denso en la zona central y m8s laxo en la

periferia donde incluso se aprecian pequefias fisu-
ras; también llama la atencidén gue en esta articu-
lacién se halla iniciada la formacién del sesamoi-
deo tarsoplantar, antes incluso de gue se formase

la cavidad articular, dejando patente gue su origen
viene determinadode forma intrinseca. Coincidimos

con Barnett (1954) en la gran similitud que existe
entre el tobillo de las aves y la rodilla. Por 1lo
que respecta al desarrollo de las pequefias articu-
laciones, sorprende ver cuan atrasadas van en com-
paracidn con la cadera o rodilla, hallandose toda-
via en el periodo de interzona estatrificada (Fig 63).

Tras el estudio de este dfa concreto podemos con-
cluir que, tal como sefiala O'Kahilly (1978),la for

macidén de las articulaciones se inician y sevan de -

sarrollando siguiendo un patrén proximo-distal. (Fi
guras 60, 61, 62 y 63)

En lo referente al calendario de aparicidn de las
articulaciones de las patas, estamos completamente
de acuerdo con Drachman y Sokoloff (1966) y espe-
cialmente con Mitrovic (1982), teniendo que disen-
tir de los autores que sefialan la aparicidén y for-
macidn de las cavidades articulares antes del 89
dia de incubacidn (estadio 34 de H-H). A este res-
pecto,habia que preguntarse hasta qué punto influ-
ven factores absolutos, como es el peso del huevo
a incubar, raza, ... o factores relativos como son
las condiciones de incubacidn, manipulaciones del
huevo, etc.
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En la gr&fica 138, se aprecia un gran aumento del
porcentaje de tiempo en que existen fases de acti-
vidad, habiéndose pasado del 33.1% del dia 10 a un
71.3 del dia 11; con la intensidad de los movimien
tos captados también ocurre-lo mismo, y han pasado
de 40 - 47 dB del dia 10Q a 44 - 54 dB del dia 11.
Hamburger y Cols (1965) encontraban que en el dia
11, el porcentaje de tiempo que ocupaban las fases
de actividad de los 15 minutos de observacifén vi-
sual, era del 69%.

El estado de desarrollo articular de este dia pue-
de resumirse diciendo que la cadera, al igual que

la rodilla,estédn perfectamente cavitadas (figuréGS
y 66), mientras que en el tobillo se aprecian sig-
nos claros de fisuracidén y en las articulaciones de
los dedos estos son aln incipientes. (Figura 67 vy
68). R

Vale la peha seﬁalar‘que hemos observado que €l pro
ceso de cavitacidn se inicia siempre en la perife-~
ria, por una o dos hendiduras; é&stas se van expan-
diendo, hasta gque finalmente confluyen en la parte
central de la interzona. En las articulaciones del
tobillo y de los dedos (figura 67 y 68) este hecho
es mas patente; Segln Herickson y Cohen (1965) 1la
cavitacidén de las articulaciones interfalfngicas

del embridn de pollo pueden empezar periféricamen-
te 0 centralmente; Teixidor (1982), encuentra que
la cavitacién se inicia en el centro de la interzo
na progresando hacia la periferia; Mitovic descri-
be el proceso contrario en las articulaciones:hﬁeg
faldngicas, comienzan periféricamente y se expan-

den hacia el centro. Nuestras observaciones coinci
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den con este ltimo autor, habié&ndose apreciado no
s6lo a nivel de las articulaciones interfaldngicas,
sino también a nivel de las metatarsofaldngicas (fi
gura 68) rodilla (figura 56) y tobillo (figura 57).
No obstante donde mejor se observa es a nivel de

las articulaciones metatarsofaléngicas e interfalan
gicas de los pies; en las figuras 68, 73, 78, 83 y
87 correspondientes a los dias 11, 12, 13, 14 y 15
respectivamente se muestra claramente este hecho.

A partir del dia 11 en la cadera, 11-12 en la rodi
1la, 12-13 en el tarso y 14-15 en las metatarsofa=~
langicas e interfal&ngicas, no se aprecian grandes
cambios en el desarrollo de las articulaciones, de
biendo destacar {nicamente el modelamiento de las
superficies articulares a medida gque van aumentan-
do los movimientos del embribén y entrando en fun~
cionamiento las diferentes articulaciones.

El porcentaje del periodo de estudio gque ocupan las
fases de actividad del embrifn va en constante au-
mento, pasando de 71.3% en el dia 11, a 84% en el
dia 12, 89.3% en el dia 13, hasta alcanzar el maxi
mo porcentaje en el dia 14, en el gue el embribn
presenta fases de actividad durante el 90.7% del pe
riodo de registro (Gr&fica 187).

En las figuras 65, 70 y 75 y en las figuras 67, 72
y 77 podemos apreciar el modelamiento que va ocu-
rriendo en las superficies articulares gque componen
la articulacifn de la cadera y tobillo, respectiva
mente; la secuencia abarca a los dias 11 (figuras
65 y 67) 12 (figuras 70 y 72) y 13 (figuras 75 y
77) .
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Los movimientos del embrién, no sélo van en aumen-
to en cuanto al porcentaje de tiempo gue ocupan las
fases de actividad, sino también en la intensidad
alcanzada. Asi, el analizador estadistico revela
gque en el dia 11 el 80% de las muestras estdn en-
tre 39 y 47 dB (gr&ficas 138 a 140), en el dia 12
estdn entre 42 y 51.3 (gr&ficas 143 a 145), en el
dia 13 entre 48 y 54 dB (gr&ficas 148 a 150) y en
el dia 14 el 80% de las muestras estén entre 51 y
58 dB. ‘

Todos estos datos referentes a los porcentajes de
duracidén de las fases de actividad e intensidad de
los movimientos corresponden a los embriones testi
gos del desarrollo articular. Los valores se adap-
tan a los conseguidos en las gradficas promedio (grd
ficas 187y 201 a 208). La tendencia de los movimientos
~embrionarios a ir aumentando progresivamente en in
tensidad queda reflejada en las graficas de la evo
lucidn del promedio de las distribuciones de las
muestras de cada uno de los dias estudiados (grafi
cas 189 a 220), asi como en la gridfica de la evolu
cidn del promedio de los niveles equivalentes de la
actividad global del embridn (grdfica 188). Se pue
de apreciar que este incremento constante se manti¢g
" ne hasta el dfa 20, llegdndose entonces incluso a
valores de 87 dB de intensidad.

El porcentaje del periodo de registro que ocupan
las fases de actividad del embridén, habiamos visto
que iba siendo cada vez mayor, alcanzando su m&xi-
mo el dia 14 de incubacibn (grdfica 187) en que ocu
paba el 90.7% del mismo. A partir de este dia y
hasta el dia 182, este porcentaje se mantenia mis
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0 menos estable entre el 85% y 90% para, y de for-
ma caracteristica, ir descendiendo durante los dias
19 y 20, en los que ocupan el 60.3% y el 45.8% del
total del periodo de registro. '

Sorprendentemente, enﬁlas grédficas temporales o de
movimiento en tiempoc real de los dias 19 y 20 de

incubacién, se evidenciaba claramente un cambio en
el patrén hasta ahora presente; en las gr&ficas 99,
104, 178 y 183 correspondientes a estos dias, se

pueden ver coexistiendo una serie de pequeflas sefia
les similares unas a otras, y de una frecuencia de
60 u 80 ciclos por minuto seglin el registro, con

algunos picos muy esporddicos y correspondientes a
movimientos del embridén de gran intensidad, que a
veces se agrupan formando cortas fases de actividad.

¢COmo se interpretan estos datos?

Hamburber (1963, 1968 1 y 2, 1969) Hamburger y‘CdE
(1965) y Decker y Cols (1967) ya habian observado,
por visualizacidn directa del embribn a través de
una ventana practicada en el cascardn, que en el

dia 17 de incubacidén se producia un cambio en élti
po de movimientos que, hasta ahora se habian mani-
festado en forma de sacudidas m&s © menos bruscas,
de poca amplitud y periddicas, alternando fases de
actividad con fases de reposo. Segln refieren estos
autores, hasta el dia 17 no existe coordinacidn en
tre las diferentes partes del cuerpo que se mueven.
En el dia 17, sin embargo, son mds esporddicos y

menos répidos, presentando ademfds coordinacidn en-
tre las diferentes partes del cuerpo que se mueven.
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Para estos autores, este Gltimo tipo de movimien-
tos denotan control por el sistema nervioso central,
en maduracidén, y los denominan movimientos preeclo
sién. Estos han sido estudiados especialmente por
psicofisiflogos interesados en la formacidn de los
patrones del comportamiento.

Segln Hamburger (1968, 2), el tipo de movimientos
fortuitos bruscos, en forma de peribdicas sacudi-
das irregulares, son debidos a descargas generadas

espontdneamente en las neuronas de la mé&dula espi-

nal; a medida que va madurando el sistema nervioso,
el cerebro transmitiria estimulos a la médula, in-
fluyendo en. el inicio de los movimientos coordina-
dos y organizados.

Coincidimos con Hamburger (1968, 1) y Drachman y
Sokoloff (1966), en que este’tipé de movimientos
en forma de sacudidas, ocurren cronolSgicamente en
el perfodo que tiene lugar el desarrollo articular.
Nosotros,ademds, hemos apreciado una clara rela-
cibn entre las fechas en que aumenta mds la activi
dad del embridn y los dias en que se observa el mo
delamiento de las superficies articulares de la ca
dera, rodilla y tarso. (Gr&aficas 138, 143, 148,153
y figuras 65 a 67, 70 a 72, 75 a 77 y 80 a 82, co-
rrespondientes a los dias 11, 12, 13 y 14 de incu~
bacién).

También hemos observado, como queda patente en las
grdficas 99, 104, 178 y 183 este cambio en el ti-
po de movimientos del embridn. Segln Hamburger y

Oppenheim (1967) esto ocurre en el dia 17-18. Noso
tros lo hemos observado en el dia 19. Esta discre-



pancia enla fecha no nos sorprende. En la gréfica
221, se representan comparativamente los valores y
evolucidn del promedio de los porcentajes que las
fases de actividad ocupan de los 15 minutos que du
ra el periodo de observacidn visual directa, obte-
nidos por Hamburger y Cols (1965), o de registro,
obtenido por nosotros; la similitud en la formadel
trazado es evidente. Hay que destacar la existencia
de un desfase de un dia entre los datos obtenidos
por Hamburger y los nuestros.

¢A qué se debe esta discordancia en las fechas?

Tenemos que tener en cuenta, a la hora de tratar
de explicar estas diferencias, gue las condicio-
nes en que se desarrollaron los embriones no eran
las mismas. Hasta el momento, la‘objetivacién de
los movimientos embrionarios é,‘en el caso de gque
se pretendiese paralizar al embridn, el gradode in
movilizacidén conseguido, se ha efectuado por medio
de céntrol visual directo. Para elloc, se reguiere
la apertura de una ventana en el punto mésproclive
del huevo; con el objeto de no lesionar el disco
embrionario, hay que hacer descender el saco vite-
lino, Esto se logra mediante la extraccidn de 2 cc
de albumen por el polo agudo (t&cnica de Wolff), o
efectuando un pequefio orificio en el cascardn del
polo obtuso y depleccionando la cdmara de aire (Mi
trovic, 1982). Estas maniobras perturban de alguna
manera el desarrollo del embridn (aumento o descen
so de la temperatura intraovo, alteracién de la su
perficie calcdrea de intercambio gaseoso, etc). La
metodologia empleada por nosotros elude todos estos
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factores relativos de distorsidn.

Quedan por comentar los pequefios picos que hemos
observado en las grédficas temporales de los dias
19¢ y 202 (gr&fica 99, 104, 178 y 183} Pensamos
que podrian ser éxpreéién del inicio de los movi-
mientos respiratorios del embridn pues coinciden
con estos tanto en la fecha de aparicidén como en la
frecuencia que presentan. Segin Romanoff (1960),
Rahn (1979), Ribera (1980), en el dia 19e embrién
pica la membrana de la cé@mara de aire e inicia la
verdadera respiracién pulmonar. La frecuencia de
los movimientos respiratorios es, seglin Romanoff,de
70 a 90 por minuto; ésta se registré insertando un
tubo de pléstico en la cdmara aérea, estando conec
tado por el otro extremo a un Kimografo. Nosotros,
registramos una frecuencia de 60 a 80 ciclos por
minuto.

Si centramos ahora nuestra atencidén en las graficas
temporales de los dias 82 y 99 (graficas 123 y 128)
observaremos que la linea basal de la grafica 128,
durante las fases de reposo es préacticamente recta
mientras que en la grdfica 123 presenta una serie
de ondas senoidales de baja frecuencia, caracteris
ticas. El significado de este hecho ser& analizado
a continuacidén., Durante las fases de reposo, al no

existir movimientos del embridn, se captan las vi-

braciones producidas por los impulsos cardiacos, v
es precisamente debido a esto que la linea basal,

en estos periodos de reposo, no desciende a valo-

res minimos sinoc que al contrario va aumentando su
nivel a medida que se va desarrollando el embrién




v la intensidad de sus impulscs cardiacos; asi,por

ejemplo, hemos visto como en el 72 dia de incuba-
cidén la linea basal se sitla en aproximadamente 35
dB de intensidad, en el dia 8 fluctla entre 36 y
40 dB o en el dia 9 entre 38 y 40 dB.

En resumen, la linea bhasal da una medida de la in-

tensidad de los impulsos cardiacos.

La intensidad, también puede detectarse de forma di
n&mica en el analizador de Fourier (FFT); cuandola
intensidad de los impulsos cardiacos disminuye,por
ejemplo, al exponer al embridn a una temperaturain
ferior a la de incubacifn o lesionar algiinvaso san
guineo coriocalantiodeo, las seflales captadas tanto
con el FFT como la linea basal de la grafica tempo
ral, también lo hacen.

¢Por qué aparecen entonces estas ondas senoidales
en la grafica temporal del dia 8?(Gr&fica 123)

!
No podemos explicar con certeza la causa O causas
de estas ondas, pero creemos que, debidd\a que las
fechas en que se observan estas variaciones de la
linea basal (frecuentemente desde el dia 62 al dia.
102 de incubacién) coinciden con el periodo de ma-
yor actividad de la musculatura lisa del amnios, y
también debido a la lenta frecuencia que presentan
y al cardcter ritmico irregqular, probablemente el
amnios juegue un papel indirecto en la génesis de
estas ondas.

Sin embargo, en la gr&fica temporal del dia 11 la
linea basal ﬁermanece estable entre las fases de
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actividad. Esto nos permitid determinar la frecuen
cia cardiaca varias veces durante un mismo regis-
tro; nosotros calculamos la frecuencia cardiaca&ei
embridn en un momento concreto de algunas de las
fases de actividad y .fases de reposo, segln lo per
mitiese el trazado gr&fico. La finalidad de reali-
zar estas determinaciones no era otra que verificar
la hip6tesis que postula que el desarrollo cardio=-
circulatorio corre paralelo a las necesidades de
irrigacidn y, fundamentalmente, a las necesidades
de oxigenacidn por parte de la musculatura esquelé
tica. Observamos que en una fase de actividad,tras
un periodo mis o menos largo de movimientos brus-
cos e intensos (producidos por contracciones muscu
lares) la frecuencia cardiaca captada era de 14 a
37 pulsaciones més répida que durante las fases de
reposo. Este tipo de determinaciones s6lo es posi-
ble practicarlas, en embriones, durante los dfasll
y 12 {(graficas 59 y 138), pues en fechas anterio-
res a éstas, la linea basal esﬁa alterada por las
fluctuvaciones senoidales que hemos descrito previa
mente (grdfica 123}, y en fechas posteriores apenas
existen fases de reposo o inactividad lo suficien=-
temente largas como para que se produzcan variacie
nes en la frecuencia cardiaca (gr&fica 163).

En la bibliografia no hemos encontrado referencias
a este hecho en el embridn de pollo; si que exis~
ten referencias en el feto humano, pero no enla fa
se embrionaria. Autores tales como Dawes y Cols
(1981), Patrick y Cols (1982), Timor-Tritsch y Cols
(1978), Richardson y Cols (1982) han publicado tra
bajos en gue relacionaban la frecuencia cardiaca
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fetal con los movimientos del feto humano, tratan-
do de buscar un significado prondstico en caso de
existir aceleraciones o deceleraciones de la fre-
cuencia cardiaca fetal y/o aumento o descenso de la
actividad corporal del embridn en las fases prepar
to. )

La existencia de los llamados sindromes cardio=-di-
gitales en patologia humana, refuerzan la idea del
paralelismo funcional entre al actividad cardiaca
y la del mdsculo esquelético. El paralelismo anatd
mico durante el desarrollo embriollgico es ya cono
cido y la existencia de estos sindromes cardio-di
gitales es buena prueba de ello.

Hemos podido comprobar que, tal como comentaba Kuo
en 1933 (citado por Romanoff, 1960), el periodo de
maxima actividad corporal del embridn coincidia con
el periodo en que el corazbdn alcanzaba sus miximas
frecuencias. Si se superponen las gr&ficas 186 vy
187 podr& apreciarse con claridad la correlacibn
existente. Este hecho seria debido al aumento de
las necesidades de oxigeno en las fases de mé&xima
actividad. Ademds, y como observacidn propia, he-
mos encontrado que los dias en que la actividad cor
poral es menor, coinciden con los periodos de mini
mas frecuencias cardiacas. La excepcidn ocurre en
el 202 dia de la eclosidn en que la actividad del
embridn desciende y sin embargo la frecuencia car-
diaca aumenta. La interpretacién de este Gltimo fe
némeno es dificil de realizar pues, por un lado, la
desviacidn standard del promedio de las frecuercias
cardiacas de este dia no es significativa (D.S. =
39,2) y por otro lado, aunque la actividad del em-
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bridén es baja, los esporddicos movimientos alcan =~
zan intensidades grandiosas (Gr&ficas 104 y 183)

que podrian repercutir en la dinémica del corazdn.

En la gr&fica 186, del promedio de los valores ob-
tenidos por nosotros, -la irecuencia cardiaca aumen
ta desde 217 pulsaciones por minuto en el dia 52 de
incubacidn a 269 en el dia 72; desde este Gltimo dia
y hasta el 92 dia de incubacibén desciende a 258. E1l
112 dia de incubacién experimenta un aumento a 287
pulsaciones por minuto para, a partir de entonces

ir descendiendo lentamente hasta los 263 ciclog/mi
nuto del dia 18. De forma caracteristica, el 19¢

dia de incubacibén se produce un brusco descenso de
la frecuencia, hasta los 240 ciclos/minuto. En el
dia de la eclosién, la frecuencia cardfaca vuelve
a situarse sobre las 256 pulsaciones por minuto. Es
tos datos difieren de los indicados en la biblio -
grafia, donde se cita como miximo 220 latidos por
minuto en el 8¢ dia de desarrollo, manteniéndose

constante, entre 190 a 200 latidos por miﬁuto, du-
rante el resto del desarrollo (Romanoff, 1960; Ha-
milton, 1952). La discordancia entre estos valores
se explica en base a que la frecuencia cardiaca del
embridn de pollo“esté‘alfuncién directa de la tem-'
peratura a la que &ste se encuentra sometido. En
las observaciones preliminares ya hicimos hincapié
en las grandes variaciones de la frecuencia cardia-

ca en relacifn con las variaciones de temperatura

v tiempo en que a ellas se expone, especialmente
los ré@pidos descensos que se producen al disminuir
ésta.

La determinacién de la frecuencia cardiaca se ha
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llevado a cabo o bien a través de observacidn vi-
sual directa, o de filmaciones, O mds recientemen-
te, a través de la aplicacidn del microelectrodos.
(Romanoff, 1960; Ruckman y cols 1981). Tocdas estas
técnicas requieren la apertura del huevo, alterdn-
dose el medio natural del embrién. Con nuestra me-
todologia todo =2sto se obvia; creemos pues, que el
analizador de I'ourier puede ser muy Gtil en la in-
vestigacidn de la funcidn cardiaca del embrién de
pollo pues permite determinar de forma precisa,sen
cilla y répida la frecuencia e intensidad relativa
de los latidos cardiacos bajo condiciones de abso-
luta normalidad.

Finalmente, queda por explicar el brusco descenso

de la frecuencia cardiaca que se produce el 192 dia
de incubacién. Creemos que es debido a factores he
modindmicos relacionados con la ley de Frank - Star
ling de la fisiologia cardiaca, segln la cual, la
frecuencia de contraccifn' intrinseca del tejido
marcapaso esti en funcién directa con la tensién

existente en las paredes del miocardio. Segln Ham
burger y Oppenheim (1967) antes de iniciarse la Gl

tima fase de la eclosidn, los grandes vasos corio-

-

alantoideos empiezan a cerrarse a nivel de la re-
gidn umbilical. Esto no ocurre de una forma repen-

tina y en un Gnico acto, sino que se van reabrien- '

do y cerrando hasta que finalmente se ocluyen de
forma definitiva. Esto repercute en un menor apor
te de volumen sanguineo, a través de la vena cava
posterior, a la auricula derecha; disminuye la ten

sidn en las paredes del miocardio y subsecuentemen

te la frecuencia de contraccién. En nuestras obser

vaciones preliminares ya confirmamos el funciona-

171



172

miento de la ley de Starling. En embriones de 10 a
16 dias, al seccionar un pequefio vaso corioalantoi
deo el corazén respondia con una bradicardia en lu
gar de con una tagquicardia compensadora (falta’

de control vagal y funcionamiento de la ley de Star
ling).



CONCLUSIONES




En la presente Tesis Doctoral, tras analizar de for

ma individual y en conjunto los datos obtenidos en

las series de registros grdficos realizados, y estu

diar detenidamente los cortes histoldgicos articula

res, llegamos a las siguientes conclusiones:

1)

2)

3)

4)

Hasta el 62 dia de incubacidén (estadio 28-29 de
H-H.), los movimientos corporales gque presenta
el embridn de pollo son de bajisima frecuencia
(=<1 Hz) e intensidad (=<25-30 dB). Durante el
72 dia (estadio 31-32 de H-H), se registran los
primeros movimientos esporadicos, un promedio de
9 cada 15 minutos, y de poca intensidad (entre
36 y 42 dB). ‘

A partir del 82 dia de incubacién (estadio 34 de
H~H.), se registran movimientos corporales del
embridn mis frecuentes e intensos (entre 40-46
dB). Es el primer dia en que se aprecian movi-
mientos formando fases de actividad intercaladas
con fases de reposo. La duracidn de las fases °
de actividad es del 1.0% de los 15 minutos que

dura el perfodo de registro,

Desde el 8¢ y hasta el 182 dia de incubacidn el
embrién mantiene el mismo patrdn de movimientos,
alternando fases de actividad y fases ae reposo,
sin presentar ritmo manifiesto.

El porcentaje de tiempo empleado por el embridén
en fases de actividad va en aumento, hasta alcan
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zar su méaximo en el dia l4¢ de incubacidn en gue
ocupa el 90.7%. Se mantiene un nivel entre 90.7%
y 85.7% hasta el dia 182 inclusive,

5) E1 aumento prcqresiva a partir del 82 dia del
porcentaje de tiempo empleado en fases de activi
dad, medido en las gr&ficas temporales, coincide
con el perfodo de inicio y formacidn de la cavi-
tacidn de las grandes articulaciones.

6) El proceso de cavitacibn lo hemos observado siem
pre iniciéndose en la periferia de la articula-
cidn, para posteriormente expanderse y confluir
en la parte central de ella.

7) El proceso de cavitacién articular se inicia en
la cadera al final del 82 dfa o comienzo del 9¢
(estadio 34-35 de H-H.), en el 92 dia (estadio 35
de H-H.) en la rodilla y en el 10e~110 dia (esta
dio 36~37 de H-H.) en el tobillo.

8) El proceso de cavitacién de las articulaciones de
los dedos se inicia el 11¢ dia (estadio 37 de H~H)
en las metatarsofaléingicas y en el 120-13¢ dia
(estadio 38-39 de H-H.) en las interfalingicas.

9) La formacibn de las articulaciones se iniciayva
desarrollando siguiendo un patrdén o secuencia prd
ximo-distal.

10) A partir del 119 dia, en la cadera, 11e~-12¢ en
la rodilla, 129-13¢ en el tobillo y 152 en las me-
tatarso e interfaldngicas, se puede dar por fina
lizado el proceso de desarrollo.



11)

12)

13)

14)

15)

16}
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Posteriormente a estas fechas, las superficies
articulares {inicamente se modelan y hacen con=-
gruentes, coincidiendo con el aumento, en inten
sidad y frecuencia, de los movimientos embriona
rios registrados. ﬁ

La finalizacidn de la cavitacidén no implica un
cambio de patrdn de movimientos. Se mantiene el
mismo tipo hasta el 182 dia de incubacidn.

El 192 dia y 20¢ dfa, periodo de preeclosidn,se
invierte el porcentaje de duracidn de las fases
de actividad y reposo, capténdose esporé&dicas se
fiales de gran intensidad.

La intensidad de los movimientos embrionarios va
progresivamente en aumento desde el dfa 7¢ {42 a
48 dB.) hasta el 202 dfa inclusive (70-88 dB.).

La linea basal de las gr&ficas temporales da,du
rante las fases de reposo, una medida relativa
de la intensidad de los impulsos cardiacos. Es-
ta, va aumentando progresivamente a lo largo de
todo el perfodo de incubacidn. a medida que se
va desarrollando el embridn y su actividad car=-
dfaca. (Desde 26~30 dB. en el 5¢ difia, hasta
54-70 dB. en el dfa de la eclosidn).

Las fases de méxima actividad corporal del em=-
bridén coinciden con el periodo en que el corazén
alcanza sus méximas frecuencias, existiendo una
estrecha correlacidn entre los periodos de acti
vidad del embridn y la frecuencia cardfiaca pre-
sentada en ese momento.



17) En condiciones basales, la frecuencia cardiaca

18)

19)

20)

del embrién de pollo va aumentando progresiva-
mente hasta el 112 dia de incubacidén. A partir
de entonces va descendiendo lentamente hasta el
18¢ dia, para, de forma caracteristica, sufrir
un descenso brusco en el 19¢. En el dia de la
eclosidn, se inicia la recuperacidn de la fre-
cuencia a los valores normales del polluelo re
cién nacido.

El descenso de la frecuencia cardiaca observa=
do en el 192 dia, es debido a una disminucidn
del volumen sanguineo de retorno al corazdn por
cierre de los vasos coricalantoideos en la re-
gidn umbilical, cumpliéndose la ley de Starling
de la fisiologia cardiaca.

El corazdn del embridn de pollo es muy sensi-
ble a las variaciones de temperatura; pequefios
descensos de &sta repercuten en una considera-
ble disminucién de la frecuencia cardiaca.

En el 192 dia se registran, en las gridficas tem

porales, una serie de pequefios picos, similares

unos a otros, con una frecuencia de 60 a 80 ci~

clos por minuto, correspondientes a los movimien
tos respiratorios del embridn.
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INTRODUCCION

La embriologia experimental ha permitide compro
bar gue el movimiento embrionario s esencial para el
desarrollo normal y mantenimiento de las articulaciones;
1a inmovilizacién de éstas durante su periodo de forma-
cién, o algo después, aboca en fusiones fibrosas o en
‘ocasiones cartilaginosas, muy similares a las que se
observan on lo que en patologia humana se conoce como
sindrome de artrogriposis m@ltiple congénita (Hamburger
y Waugh 1940, Drachman y Sokoloff 1966, Mitrovic 1977 ¥y
1982, Ruano, Nardi y Tejedo 1978].

Pensamos que el concocimiento de los factores que
influyen y condicionan los movimientos del embridn,
desde las contracciones misculo-esqueléticas, hasta los
movimientos extrinsecos al huevo, pasando por las contrag
ciones de las musculatura lisa del amnios, deberia ser
un paso previo a la valoracién de cualquier estudio mor-
fol6gico experimental del desarrollo del sistema arti-
cular.

Sorpronde observar la falta de correlacidén existen-
te entre los estudios morfolépicos de l1a artrogénesis y
los que hacen referencia a los movimientos embrionarios,
a pesar de la abundancia de datos disponibles en cada
uno de estos campos considerados independientemente.

Por otra parte, log movimientos del embridn no han
sido estudiados con métodos cuantitativos, sino que sim-
plemente se han llevado a cabe mediante visualizacidn
directa. Hamburger y cols. {1965}, registraban los Mo
vimientos embrionarios controlando manualmente un polfi-
grafs, sefialando cada vez que veian un movimiento que
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ellos consideraban de suficiente magnitud para ser te-
nido en cuenta. A la vez, tomaban notas sobre las cua-
lidades de estos movimientos, definiéndolos como bruscos,

suaves, periddicos, etc., seglin apreciaban.

La falta de métodos objetivos a la hora de obtener
datos sobre los movimientos, ya fuese de embriones norma-
les, manipulados o patolbgicos, ha sido causa de diferen
cias entre los estudios realizados por diversos autores
que trabajando con postulados y metodologia similares,
obtenian resultados heterogéneos. A ello también ha con
tribuido el hecho de que hasta el momento actual, como
hemos indicado, s8lo se habian estudiado los movimientos
embrionarios por visualizacifn directa o films, lo que
siempre implicaba tener que efectuar la apertura de una
ventana en el cascarén del huevo, con los efectos que
ello conlleva de disminucidn de la temperatura ,altera
cidén de 1a superficie calcdrea y del intercambio gaseoso
a través de ella y de las membranas embrionarias, ausen-
cia de los movimientos rotatorios que imprime la gallina
sobre el huevo (evitando de esta forma la adhesién del
embrifn a través de las membranas que lo envuelven, al

cascarén}, etc.

Para poder comparar resultados se necesita tener unos
puntos de referencia. En el caso que nos ocupa, creimos
esencial disponer de datos obtenidos de forma objetiva,
acerca del tipo, frecuencia e intensidad de los movimien
tos que realiza el embridn de pollo, bajo condiciones
normales, durante su desarrollo y especialmente durante
el periodo de la artrogénesis y posterior mantenimiento
de las superficies y cavidades articulares.

Dado que el embrién se encuentra inmerso en un medio
liquido, pensamos que sus movimientos podrian ser trans-
mitidos a través de éste, y recogidos en la superficie
calcdrea. En colaboraci6n con el Departamento de Actsti
ca de la Escuela de Telecomunicaciones La Salle de Barce-
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lona, tras haber analizado conjuntamente la problemdti-

ca existente, concluimos que las técnicas de registro de
vibraciones podrian aportar una gran ayuda en solventar

los dos puntos principales del planteamiento:

- Obtener un método objetivo de andlisis y registro

de la dindmica embrionaria.

- Respetar lo miximo posible las condiciones norma-
les de desarrollo del embrién de pollo.

MATERIAL Y METODOS

El primer punto que se planted fué la eleccidn del
transductor a utilizar, lo que estuvo supeditado al tipo
de sefial que se iba a estudiar y la banda de frecuencias

que abarcaria.

El transuctor mds Gtil resultd ser el de tipo disco
ceramico piezoeléctrico {Philips n°®4322-020-08840), pues
se adaptaba mejor a las ondas producidas por el embrién.
Las vibraciones en el cascarén del huevo, de origen em-
brionario, corresponden a lo que en acfistica se conoce
como ondas transversales: La vibracién es perpendicular
a la direccidn de propagacidn de la misma (o sea a la su

perficie del cascardn).

El principio de funcionamiento, consiste en que cuan
do se aplica una tensidn a un disco cerdmico piezoeléctri
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co polarizado, &éste se deforma modificando su superficie
y grosor, cn funcién de la tensién aplicada. De la mis-
ma manera, si el disco cerdmico es sometido a una defor-
macién mecinica, se obtiene una tensidn entre sus dos ca-
ras, pudiéndose relacionar la tensiOn obtenida, aplican-
do una fuerza determinada, con la salida eléctrica. BEs
decir, se establece una relacién fuerza-tensién.

Era importante que el punto de contacto entre el
huevo y el disco fuese el centro de éste, para lo que se
idedé un sistema de fijacidén que,mediante hilos elidsticos,
mantuviese el huevo en la posicifin correcta sin ejercer
presidn adicional sobre el sensor.

La calibracién del transductor era indispensable
para conocer el indice de motilidad del embrién en uni-
dades de fuerza, Newtons. Esta calibracidén se realizdé
como un sensor de fuerza y de forma comparativa con otros
cuya respuesta era completamente conocida (el transduc-
tor de fuerza Bruel § Kaer 8001), pudiéndose comprobar
de esta forma que el conjunto formado por el soportey el
disco cerémico presentaba una buena linealidad.

La cadena de medida quedé constituida por (Fig. 1):

* E1 transductor tipo disco cerdmico piezoeléctrico,
sobre el que se colocaba el hueve a analizar. Este pri-
mer eslabdn de la cadena se encontraba situado en el in-
terior de una incubadora de monitorizacién, localizada
en una habitacién anexa al laboratorio para evitar rui-
dos indeseablcs.

* La sefial era conducida a un amplificador de carga,
que adaptaba las impedancias a un nivel adecuado para la
instrumentalizacién de medida y anflisis.



* De aqui pasaba a través de un sondmetro o filtro
pasa-altos, logrindose eliminar las frecuencias de reso-

nancia mids bajas.

A partir de este punto, la sefial era distribuida
simultinecamente en tres lineas:

- El analizador estadistico nos proporcionaba direc
tamente los niveles de actividad del embri6n y 1la distri

bucién de sus movimientos en la escala de amplitudes.

-
- En una segunda linea, la sefial pasaba a través de
un amplificador de medida, que la aondicionaba para ade-
cuarla al registrador de nivel,

- Finalmente, en una tercera linea la sefial era con-
ducida al analizador de Fourier (FFT), en el que se obte
nia el espectro frecuencial de la sefial y el valor de

las frecuencias fundamentales.

De esta forma se lograron datos dindmicos que se
representaron en graficas.

Las graficas de andlisis espectral de frecuencias
{Graf. 1), nos informaban de las diversas frecuencias que
componfan un movimiento en un instante dado (en realidad
se realizaba un promedio de las diversas muestras que se
iban tomando y se determinaba asi el movimiento medio a
estudiar). El eje de abcisas representa la frecuencia
en ciclos/segundo. Hacia la izquierda encontraremos los
componentes lentos del movimiento (frecuencias bajas),

y hacia la derecha los componentes rédpidos (frecuencias
altas). El eje de ordenadas registra la intensidad de
cada componente del movimiento en decibelios (dB}. Remar
quemos que los dB son una medida relativa logaritmica,
lo que implica que pequefias variaciones del nfimero de dB
representan grandes variaciones de la intensidad.
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El analizador de Fourier nos permiti6, ademids, de-
tectar y calcular la frecuencia de las vibraciones produ
cidas por los latidos cardiacos.

Las grificas de movimiento en cada instante dc tiem-
po real o gréfiéas temporales (Graf. 2), tienen represen-
tadas en el eje de abcisas la funcién tiempo y en el eje
de ordenadas la intensidad del movimiento en funcién lo-

garitmica (dB).

La realizacifn del estudio estadistico ha permitido
obtener 1a distribucidn de las intensidades de las vibra
ciones producidas por el embrifn, asf{ como su nivel medio
de actividad. La representacién en forma de histograma
facilit6é su estudio.

Diariamente se procedié a monitorizar durante 15 mi-
nutos cada uno de los embriones de pollo (raza DEKALB),
de las series sometidas a estudio, desde el dia 5° hasta
la eclosién. Ademis, diariamente se monitorizaba un em-
brién de la misma camada, que a continuacién se sacrifi-
caba para ser utilizado como embribén testigo del desarro-
1lo del sistema articular en ese dia concreto. Se obser
vd el aspecto general del embrifn, con el objeto de des-
cartar la existencia de malformaciones o anomalfas; ade-
mis se determinaba su estadio de desarrollo segiin los da
tos aportados por Hamburger-Hamilton (1951). Se procesa
ron para microscopia 6ptica y se realizaron cortes sagi-
tales de las principales articulaciones de 1a extremi-
dad inferior,de 10 micras de espesor. '

En resumen, lo que se ha hecho es correlacionar y

complementar:

A} Los datos dinimicos, obtenidos a través de:

- distribucién temporal de los movimientos, din-
donos los periodos de actividad e inactividad,
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asi como su intensidad. Grificas de movimien-

to en cada instante de tiempo real.

- Distribucidén frecuencial de las vibraciones
producidas por estos movimientos, lo que nos
ha permitido obtener, ademis, de una forma pre
cisa la frecuencia cardiaca. Graficas de anid-

lisis espectral de frecuencias.

- Distribucién de las intensidades de las vibra-
ciones y nivel medio de las mismas. Analisis
estadistico e histograma.

B} Con los datos morfolfgicos que se aprecian en el
estudio histolégico de 1las articulaciones de estos embrio
nes sacrificados en sucesivos estadios de desarrollo.

OBSERVACIONES

DISCUSION

De forma sistemitica fuimos analizando las caracte-
risticas de los registros realizados diariamente durante
el desarrollo de cada uno de los embriones estudiados,
asi como de los embriones testigos de la evolucién del

desarrollo articular:
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- Datos dindmicos de la evolucidn diaria de un mis-

mo embrién, desde el dia 5°hasta la eclosién.

- Datos dindmicos y morfolbgicos de la evolucién
diaria de los embriones testigos del desarrollo articular,

desde el dia 5°hasta la eclosién.

En los embriones de 5 y 6 dias de incubacién, los
registros griificos no reflejaban sefiales que indicasen
de forma clara la existencia de movimientos corporales
del embrién (Graf. 3). Sin embargo, en el FFT se capta-
ban con toda perfecci6n los componentes armdénicos corres
pondientes a los impulsos cardiacos de estos embriones.
Todo esto, nos permitid deducir que las vibraciones pro-
ducidas por los pequefios movimientos corporales del em-
brién eran de menor intensidad que las producidas por un
latido del corazén del embrién. En el estudio histold-
gico correspondiente a estos embriones, apreciamos como
no existian signos de cavitacién articular entre los es-
bozos cartilaginosos de las vértebras, ni tampoco entre

los esbozos condrales del fémur y cétilo.

En las graficas tcmporales correspondientes a los
cmbriones testigos del desarrollo articular del dia 7
se aprecif6 como ocasionalmente aparecfan una scrie de pi
cos producidos por los movimientos bruscos del embrién,
pudiéndose, ademis, registrar la intensidad que 1llegaban
a alcanzar estos movimientos (Grif. 4). A pesar de que
en el 7° dfa de incubacién se producian estos movimien-
tos y de que los tres segmentos de los miembros estaban
ya claramente diferenciados, no se observaron signos de
cavitacibn articular entre los esbozos condrales de 1a

columna vertebral ni entre los de la cadera.

Al 8° dia de incubacibn, se encontraban ya delimita
das las articulaciones intersomiticas y los discos inter
vertebrales. En la cadera se empczd a evidenciar que el
tejido mesenquimatoso que ocupaba la futura cavidad arti

cular tenia un aspecto mis laxo y con incipientes fisuras
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{(Fig. 2). En la rodilla, el estado de desarrollo se en-
contraba mis retrasadeo, siendo esto mds evidente a nivel
del tobillo, donde ni siquiera se delimitaban las super-
ficies articulares de los eshozos condrales. Era preci-
samente en este dia cuando por primera vez se detectaron
esporidicas y cortas fases de actividad, ocupando el 1%
del periodo total de observacidn, 15 minutos (Grif. 5).
En este punto, disentimos de Hamburger, Balaban,
Oppenheim y Wenger (1965), quienes apreciaron por visua-
lizacidén directa que estas fases ocupaban el 39% del pe-
riodo de obscrvacién (también 15 minutos).

Los datos que podemos aportar respecto a la dindmi-
ca del embrién en el dia 9, es que se captaban sefiales,
producidas por movimientos brucos,mids frecuentes y mis
intensas que en dfas anteriores. Las fases de actividad
habian aumentado en frecuencia y duracién, llegando a
ocupar el 25% de todo el periodo de registro{ Griaf. 6).
Era pues, el primer dia que se registraban porcentajes
significatives de fases de actividad. En los cortes his
toldgicos se observaron,también por primera vez, la
existencia de unas cavidades articulares evidentes,aun-
que no completas, a nivel de las articulaciones de la
cadera (Fig. 3). En el resto de las articulaciones, se
estaba todavia iniciando el periodo de fisuracién.

A medida que se desarrcllaba el embrién, la frecuen
cia y duracidn de las fases de actividad iban en aumento;
asi, en el 10° dia de incubacién representaban el 33,1%
de todo el periodo de registro (Griaf. 8). De igual for-
ma, la intensidad de los picos (movimientos bruscos del

embrién), también aumentaba.

Mientras tanto, iqué ha ocurrido con el desarrolilo
articular?. La articulacién de la cadera que habia ini-
ciado su cavitacifén durante el 9° dia, mostraba una mis
amplia cavidad articular, aunque alin podian apreciarse
restos de tejido mesenquimatoso, en contacto con las su-
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perficies articulares (Fig. 4); a su vez, la rodilla
presentaba todavia el periodo de fisuracién inicial, em-
pezando a visualizarse la articulacién fémoropatelar
(Fig. 5). En la articulacidn del tobillo (Fig. 6), sin
embargo, se observaba c6mo entre los esbozos cartilagino
sos del tibiotarsus y tarsometatarsus existia tejido me-
senquimatoso, denso en la zona central y mds laxo en la
periferia donde incluso se apreciaban pequefias fisuras;
también nos 1lamdé la atencién que en esta articulacidn
se habfa iniciado la formacién del sesamoideo tarsoplan-
tar, antes incluso de que se formase la cavidad articu-
lar. Coincidimos con Barnett (1954), en la gran simili-
tud que existia entre el tobillo de las aves y la rodilla
humana. Por lo que respecta al desarrollo de las peque-
fias articulaciones, sorprendia ver cuan atrasadas iban
en comparacién con 15 cadera o rodilla, halliandose toda-
via en el periodo de interzona estratificada (Fig. 7).

Tras el estudio de este dia concreto, pudimos con-
cluir que, tal como sefialaba O'Rahilly (1978), la forma-
ci6n de las articulaciones se inician y se van desarro-
1lando siguiendo un patrén pr6éximo-distal.

En 1o referente al calendario de aparicién de las
articulaciones de las patas, estamos completamente de
acuerdo con Drachman y Sokoloff (1966) y especialmente
con Mitrovic (1982), teniendo que disentir de los autores
que sefialan la aparici6n y formacifén de las cavidades ar-
ticulares antes del 8° dia de incubacién (estadio 34 de
H-M}. A este respecto, habrfa que preguntarse hasta qué
punto influyen factores absolutos, como es el peso del
huevo al incubar, raza, ... o factores relativos como
son las condiciones de incubacién, manipulaciones del
huevo, ctc.

En el 11 dia se apreci6 un gran aumento del porcen-
taje de tiempo en que existian fases de actividad, pasin

~16—



dose del 33,1% del dia 10, a un 71,3% en el dia 11

(Graf. 8). Con l1la intensidad de los movimientos capta-
dos también ocurria lo mismo, y pasaban de 40-47 dB del
dia 10° a 44-54 dB en el dia 11. Hamburger y Cols (1965},
encontraban que en el dia 11, el porcentaje de tiempo
que ocupaban las fases de actividad del total de los

15 minutos del periodo de observacién visual, era del
69%.

El estado de desarrollo articular de este dia, pue
de resumirse diciendo que la cadera, al igual que la
rodilla, estaba perfectamente cavitada, mientras que en
el tobillo se apreciaban signos claros de fisuracién y
en las articulaciones de los dedos éstas eran afin inci-

pientes.

Vale la pena sefialar que hemos observado que el pro-
ceso de cavitacién se iniciaba siempre en la periferia,
. por una o dos hendiduras (Fig. 6); éstas se iban expan-
diendo hasta que finalmente confluian en la parte central
de la interzona. En las articulaciones del tobillo y
de los dedos, este hecho era mis patente. Seglin Herickson
y Cohen (1965), 1a cavitacién de las articulaciones in-
terfalidngicas del embridn de pollo, puede empezar perifé
ricamente o centralmente; Teixidor (1982), encuentra que
la cavitacidén se inicia en el centro de la interzona, pro
grasando hacia la periferia; Mitrovic describe el proce
so contrario en las articulaciones interfaléngicas, co-
mienzan periféricamente y se expanden hacia el centro.
Nuestras observaciones coinciden con este Gltimo autor,
habiéndose apreciado no s6lo a nivel de las articulacio-
nes interfaldngicas, sino también a nivel de las meta-
tarsofaldngicas, rodilla y tobillo. No obstante, donde
mejor se observaban era a nivel de las articulaciones me

tatarsofalédngicas e interfalidngicas.

A partir del dia 11 en 1la cadera, 11-12 en 1la rodi-
1la, 12-13 en el tarso y 14-15 en las metatarsofalingicas
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e interfaldngicas, no se apreciaron grandes cambios en

el desarrollo de las articulaciones, debiendo destacar
Ginicamente el modelamiento de las superficies articulares
a medida que iban aumentado los movimientos del embrién

y entrando en funcionamiento las diferentes articulacio-

nes.

El porcentaje del periodo de estudio que ocupaban
las fases de actividad del embrién, iba en constante au-
mento (Graf. 8), pasando de 71,3% en el dia 11, a 84%
en el dia 12, 89,3% en el dia 13, hasta alcanzar el mixi
mo porcentaje en el dia 14, en el que el embrién presen-
taba fases de actividad durante el 90,7% del periodo de
registro. A partir de este dia, y hasta el dia 18°,
este porcentaje se mantenfa mis o menos estable entre el
85% y 90% para, y de forma caracteristica, ir descendien
do durante los dias 19 y 20, en los que ocupan el 60,3%
y el 45,8% del total del periodo de registro.

Sorprendentemente, en las gridficas temporales o de
movimiento en tiempo real de los dfas 19 y 20 de incuba
cifn, se evidenciaba claramente un cambio en el patrén
hasta ahora presentado; en la grdfica 7, correspondien
te a uno de estos dias, se pueden ver coexistiendo una
serie de pequefias sefiales similares unas a otras, y de
una frecuencia de 60 u 80 ciclos por minuto, segln el
registro, con algunos picos muy esporddicos y correspon
dientes a movimientos del embri6én de gran intensidad, que

a veces se agrupan formando cortas fases de actividad.
({Como sc interpretan estos datos?.

Hamburger ( 1963, 1968 1 y 2, 1969), Hamburger y
Cols. (1965) y Decker y Cols., (1967) ya habian observado
por visualizacién directa del embrién a través de una
ventana practicada en el cascar6n, que en el dia 17 de
incubacidn se producia un cambio en el tipo de movimien-
tos que, hasta entonces, se habian manifestado en forma
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de sacudidas mids o menos bruscas, de poca amplitud y pe-
ri6édicas, alternando fases de actividad con fases de re-
poso. Segiin refieren estos autores, hasta el dia 17 no
existe coordinacién entre las diferentes partes del cuer-
po que se mueven. En el dia 17, sin embargo, son mis
esporidicos y menos ridpidos, presentando ademds coordi-
nacién entre las diferentes partes del cuerpo que se

mueven.

Para estos autores, este filtimo tipo de movimien-
tos denota control por el sistema nervioso central en
maduracién, y los denominan movimientos preeclosidn.
Estos han sido estudiados especialmente por psicofisid-
logos interesados en la formaci6én de los patrones del

comportamiento.

Seglin Hamburger (1968, 2), el tipo de movimientos
fortuitos bruscos, en forma de peribédicas sacudidas irre
gulares, son debidos a descargas generadas espontineamen-
te en las neuronas de la médula espinal; a medida que
va madurando el sistema nervioso, el cerebro transmiti-
ria estimulos a la médula, influyendo en el inicio de

los movimientos coordinados y organizados.

Coincidimos con Hamburger (1968,1) y Drachman y
Sokoloff (1966), en que este tipo de movimientos en for-
ma de sacudidas, ocurren cronol&gicamente en el periodo
que tiene lugar el desarrollo articular. Nosotros, ade-
mids, hemos apreciado una clara relacién entre las fechas
en que aumenta mis la actividad del embrién, y los dias
en que se observa el modelamiento de las superficies ar-
ticulares de la cadera, rodilla y tarso (dias 11 a 14 6

15 de incubacién) .

También hemos observado, como queda patente en la
grifica 7, este cambio en el tipo de movimientos del em-
bridn. Segun Hamburger y Oppenheim (1967), esto ocurre
en el dia 17-18. Nosotros lo hemos observado en el dia
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19. Esta discrepancia en la fecha no nos sorprende. En
la griafica 9, se representan comparativamente los valores
y evolucién del promedio de los porcentajes que las fases
de actividad ocupaban de los 15 minutos que duraba el pe-
rfodo de observacidn visual directa, obtenidos por
Hamburger y Cols. (1965), o de registro, obtenido por no-
sotros; 1la similitud en la forma del trazado es eviden
te. Hay que destacar la existencia de un desfase de un
dia entre los datos obtenidos por Hamburger y los nues-

tros.
iéA qué se debe esta discordancia en las fechas?.

Tenemos que tener en cuenta, a la hora de tratar de
explicar estas diferencias, que las condiciones en que
se desarrollaron los embriones no eran las mismas. Has
ta el momento, la objetivacién de los movimientos em-
brionarios o, en el caso de que se pretendiese paralizar
al embrién, el grado de inmovilizacién conseguido, se
ha efectuado por medio de control visual directo. Para
ello, se requiere la apertura de una ventana en el pun
to mis proclive del huevo. Con el objeto de no lesionar
el disco embrionario, hay que hacer descender el saco vi
telino; esto se logra mediante la extraccidén de 2 cc.
de albumen por el polo agudo( técnica de Wolff), o efec-
tuando un pequefio orificio en el cascarén del polo obtu
so y depleccionando la cdmara de aire (Mitrovic, 1982).
Estas maniobras perturban de alguna manera el desarrollo
del embrién (aumento o descenso de la temperatura intra-
ovo , alteraciones de la superficie calcirea de inter-
cambio gaseoso, etc.). La metodologia empleada por no-
sotros elude todos estos factores relativos de distorsién.

Quedan por comentar los pequefios picos que hemos
observado en las grificas temporales de los dias 19° y
20° (Graf. 7). Pensamos que podrian ser expresién del
inicio de los movimientos respiratorios del embrién, pues
coinciden con estos, tanto en la fecha de aparicién como
en la frecuencia que presentan. Seglin Romanoff (1960),
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Rahn (1979), Ribera( 1980), en el dia 19 el embridn pi-
ca la membrana de la cdmara de aire e inicia la verdade
ra respiracién pulmonar. La frecuencia de los movimien
tos respiratorios es, seglin Romanoff, de 70 a 90 por
minuto; &sta se registrd insertando un tubo de plasti-
co en la cdmara aérea, estando conectado por el otro ex
tremo a un Kimégrafo. Nosotros registramos una frecuen-
cia de 60 a 80 ciclos por minuto.

En la grdfica 10, del promedio de los valores de
la frecuencia cardiaca obtenidos por nosotros, ésta au-
mentaba desde 217 pulsaciones por minuto en el dia 5°
de incubacién, a 269 en el dia 7°; desde este Gltimo
dia y hasta el 9° dia de incubacién, descendia a 258.
El 11° dia de incubacidén experimentaba un aumento a
287 pulsaciones por minuto para, a partir de entonces,
ir descendiendo lentamente hasta los 263 ciclos/minuto
del dia 18. De forma caracteristica, el 19° dia de
incubacién se producia un brusco descenso de la fre-
cuencia, hasta los 240 ciclos/minuto. En el dia de la
eclosién, la frecuencia cardiaca volvia a situarse so-
bre las 256 pulsaciones por minuto. Estos datos difie
ren de los indicados en la bibliografia, donde se cita
como miximo 220 latidos por minuto en el 8° dia de de-
sarrollo, manteniéndose constante entre 190 a 200 latidos
por minuto, durante el resto del desarrollo (Romanoff,
1960; Hamilton, 1952). La discordancia entre estos va-
lores se explica en base a que la frecuencia cardiaca
del embridn de pollo estd en funcidn directa de la tem-
peratura a la que éste se encuentra sometido,

Pudimos registrar grandes variaciones de la frecuen-
cia cardiaca del embridn, en relacién con las variaciones
de temperatura y tiempoc en que a ella se exponia.

La determinacién de la frecuencia cardiaca se ha
llevado a cabo o bien a través de observacién visual di

recta, o de filmaciones, o mis recientemente, a través
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de la aplicacidén de microelectrodos (Romanoff,1960;
Ruckman y Cols., 1981). Todas estas técnicas requie-
ren apertura del huevo, alterindose el medio natural
del embrién. Con nuestra metodologia, todo esto se
obvia; creemos pues, que el analizador de Fourier
puede ser muy Gtil en la investigacifn de 1a funcién
cardiaca del embrifn de pollo, pues permite determinar
de forma precisa, sencilla y rdpida, la frecuencia e
intensidad relativa de los latidos cardiaces, bajo con-
diciones de absoluta normalidad.

Querriamos resaltar que la finalidad de obtener
griaficos de normalidad, de frecuencia e intensidad, de
los diversos tipos de movimientos embrionarios,seria ser
vir de basc y/o referencia a posteriores estudios y ofre
cer un patrdn de homogeneidad. Esto es importante, por-
que en los filtimos tiempos, se ha pasado a prestar mis
importancia a los estudios dinfimicos de los diferentes
sistemas y aparatos constituyentes de un embrién normal,
por permitirlo los medios técmicos, frente a los ya cli
sicos estudios de tipo Gnicamente morfolégico.
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CONCLUSIONES

En la presente Tesis Doctoral, tras analizar de for
ma individual y en conjunte los datos obtenidos en las
series de registros gridficos realizados, y estudiar dete
nidamente los cortes histoldgicos articulares, llegamos
a las siguientes conclusiones:

1) Hasta el 6° dia de incubacién (estadio 28-29 de
H-H), los movimientos corporales que presenta el
embrién de pollo son de bajisima frecuencia
{<1 Hz.) e intensidad {<25-30 dB). Durante el
7° dia (estadio 31-32 de H-H), se registran los
primeros movimientos esporddicos, un promedio de
9 cada 15 minutos, y de poca intensidad (entre
36 y 42 dB).

2) A partir del 8° dia de incubacidn (estadio 34 de
H-H), se registran movimientos corporales del
embridén mis frecuentes e intensos (entre 40-46
dB). Es el primer dia en que se aprecian movi-
mientos formando fases de actividad intercaladas
con fases de reposo., La duracién de las fases
de actividad es del 1% de los 15 minutos que du
ra el periodo de registro.

3 Desde el 8° y hasta el 18° dia de incubacién, el
embrién mantiene el mismo patrdén de movimientos,
alternando fases de actividad y fases de reposo,
sin presentar ritmo manifiesto.

4) E1 porcentaje de tiempo empleado por el embrién
en fases de actividad va en aumento hasta al-
canzarse el dia 14° de incubacidn,en el que ocu
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5)

0)

”

8)

9)

10)

11)

pa el 90,7%. Sc mantiene un niyel entre
90,7% y 85,7% hasta el dia 18, inclusive.

El aumento progresive a partir del 8° dia del
porcentaje de tiempo empleado en fases de activi
dad, medido en las grdficas temporales, coinci-
de con el perfodo de inicio y formaci6n de 1a
cavitacién de las grandes articulaciones.

El proceso de cavitacifn lo hemos observado siem
pre inicifindose en la periferia de la articula-
cidn, para posteriormente expanderse y confluir
en la parte central de ella.

El proceso de cavitaci6n articular, se inicia en
1a caders, al final del 8° dia o comienzo del
9° (estadioc 34-35 de H-H), en el 9° dia (esta-
dio 35 de H-H) en 1a rodilla y en el 10°-11°
dia { estadio 36-37 de H-H) en el tobillo.

El proceso de cavitacién de las articulaciones
de los dedos se inicia en el 11° dia( estadio 37
de H-H) en las metatarsofaldngicas y en el 12°-
13°dia (estadio 38-39 de H-H) en las interfalén
gicas.,

La formacién de las articulaciones, se¢ inicia y
va desarrollando siguiendo un patrén o secuencia
proximo-distal.

A partir del 11° dia en la cadera, 11°-12° en
la rodilla, 12°-13° en el tobillo y 15° en las
metatarso e interfalédngicas, se puede dar por fi
nalizado el proceso de desarrollo.

Posteriormente a estas fechas, las superficies
articulares finicamente se modelan y hacen con-

gruentes, coincidiendo con el aumento, en inten-
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12)

13)

14)

15}

16)

sidad y frecuencia, de los movimientos embriona

rios registrados.

La finalizacibn de la cavitacifn no implica un
cambio de patrdn de movimientos. Se mantiene
el mismo tipo hasta el 18° dia de incubacién.

El 19°dia y 20° dia, periodo de preeclosién, se
invierte el porcentaje de duracién de las fases
de actividad y reposo, captindose esporidicas se
fiales de gran intensidad.

La intensidad de los movimientos embrionarios va
progresivamente en aumento desde el 7° dia (42
a 48 dB) hasta el 20° dia inclusive (70-88 dB).

En condiciones basales, la frecuencia cardiaca
del embridn de pollo va aumentando progresivamen
te hasta el 11° dia de incubacifn. A partir de
entonces, desciende lentamente, hasta el 18° dia,
para, de forma caracteristica, sufrir un descen
so brusco el 19° dia. En el dia de la eclosidn,
se inicia la recuperacidén de la frecuencia a los
valores normales del polluelo recién nacido.

En el 19° dia se registran, en las gridficas tem-
porales, una serie de pequefios picos, similares
unos a otros, con una frecuencia de 60 a 80 ci-
clos por minuto, correspondientes a los movimien-
tos respiratorios del embrién.
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Frecuencia cardiaca (ciclos/minuto).
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Fig.4- Corte sagital de la articulacién de la
cadera.Dia 102 de incubacién.

1-Cabeza femoral

2-Cétilo

3-Cavidad articular.

Fig.5- Corte sagital de 1la
articulacién de la rodilla.
Dia 102 de incubacidn.

1-Fémur

2-Tibia

3-Patela
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Fig.6- Corte sagital de la articulacidn del
tobillo.Dia 10° de incubacién.
1-Tibiotarsus
2-Tarsometatarsus
3-Sesamoideo tarsonlantar

Fig.7- Corte sagital de las articulaciones

interfalangicas.Dia 102 de incubacién.
1-Primera falange
2-Segunda falange

3-Tercera falange
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