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1. JUSTIFICACION

En la actualidad los modernos procedimientos, genéricamente conocidos como técnicas de

reproduccion asistida, constituyen la terapéutica de primera eleccién para el tratamiento de

Ia esterilidad humana.

Entendiendo como reproduccion asistida aquellas metodologias de trabajo que implican el
manejo de gametos o preembriones en el laboratorio, el segundo gran capitulo del tratamiento

de la esterilidad humana lo constituye la induccién de la ovulacion.

Tanto en este iltimo caso, como en reproduccion asistida, la estimulacion ovarica, seguida

de la administracion de hCG, parece indispensable.

Un porcentaje de mujeres, que podria llegar a representar aproximadamente el 25 % de todas
aquéllas cuyo ovario se estimula con fines terapéuticos, muestra respuestas de tipo

multifolicular y conlleva el riesgo de sufrir cuadros severos de hiperestimulacion ovarica.

La hiperestimulacion ovarica constituye un trasterno potencialmente mortal de origen
endocerino con graves repercusiones hemodindmicas, claramente vinculado a la luteinizacién.
De hecho, en la practica clinica, es francamenie excepcional en ausencia de la administracién

de hCG o de gestacion.

Si bien las situaciones de hiperestimulacion ovarica se desencadenan como consecuencia de

la administracion de hCG a dosis farmacologicas (a pacientes pretratadas con substancias



foliculoestimulantes), éstas aparecen tardiamente. Esto ha llevado a pensar que la larga vida
media de esta hormona, y su prolongada accién sobre los receptores, estan implicadas en la

fisiopatologia de la hiperestimulacién.

La reciente disponibilidad de un preparado de LH pura de origen DNA-recombinante, y el
resultado de experiencias previas, justifican plenamente la realizacién de un protocolo de

investigacion.

El doctorando ha dedicado una buena parte de su actividad investigadora a la utilizacion de
hormonas purificadas en la estimulacién ovarica. En este sentido, ya en su tesina de
licenciatura, analizo los efectos de 1a FSH "pura" sobre el ovario v el eje hipotalamo-hipofiso-

ovarico en mujeres con hiperandrogenismo de origen ovarico.

2. HIPOTESIS DE TRABAIJO

1) La administracion de una dosis adecuada de LH recombinante (LH-r) a conejas pretratadas
con PMSG para estimulacién folicular, debe reproducir el efecto biologico (reanudacién de la
mejosis y ruptura folicular) de la LH natural obtenida de la orina, sin causar efectos
deletéreos sobre la fecundabilidad ovocitaria ni la viabilidad de los zigotos, pues su

mecanismo de accion es el fisiologico.

2) La aceion de LH debe de proporcionar similares efectos biolégicos, y un efecto hormonal

mas fisiolégico que la hCG.



33J) OBJETIVEOS

1) Comprobar el efecto de una dosis de LH-r en conejas pretratadas con PMSG, sin que medie
la descarga endogena de la LH consecutiva a la monta, en términos de a) tasa de ovulacién

¥y b) niveles de estradiol y progesterona.

2) Estudiar la viabilidad de los zigotos en términos de tasa de implantacién y de pérdidas

precoces postimplantatorias.

3) Comparar ambos efectos con los obtenidos con la hCG.



4. ANTECEDENTES



1. GONADOTROPINAS CON ACCION LUTEINIZANTE: LH Y hC6.

1.1. GENERALIDADES.

La LH pertenece a la familia de las hormonas glicoproteicas, familia a 1a que pertemecen
otras dos hormonas hipofisarias, la FSH, 1a otra gonadotropina hipofisaria, y 1a TSH. Existe
una cuarta hormona glicoproteica que es la hCG, otra gonadotropina glicoproteica junto a la
LH y la FSH, que posee un origen extrahipefisario ya que se sintetiza por el corion, una vez

que se produce la implantacion del blastocisto.

Todas las hormonas glicoproteicas citadas poseen dos subunidades denominadas subunidad-o
¥ subunidad-B, compuestas por secuencias especificas de aminoacidos. La subunidad-« es
comin para todas las hormonas glicoproteicas mencionadas (106). Como sucede con otras
hormenas proteicas, 1a subunidad-« es especifica de especie (76); por su parte la subunidad-p
posee una secuencia de aminoacidos distinta en cada una de las 4 glicoproteinas. En
consecuencia la subunidad-b es especifica para cada una de ellas y confiere la especificidad

de 1a hormona en cuanto a su accién biologica (116).

A pesar de que existe la especificidad de especie descrita y de que, como muy recientemente
se ha puesto de manifiesto, el receptor para las LH/CG humanas, obtenido mediante técnicas
de DNA recombinante, muestra especificidad de especie en el reconocimiento del ligando (61),
lo cierto es que las gonadotropinas presentan actividad eruzada entre especies (37), lo que
indica que las partes esenciales de la molécula a la hora de ejercer su actividad biolégica
comparten caracteristicas comunes entre varias especies, como es el caso de ciertas partes

de la secuencia de aminoacidos de la subunidad-« en Ias especies humana y bovina,



secuencias ricas en puentes disulfuro (157)

El peso molecular de la LH es de aproximadamente 28 KD (15), mientras que el de 1a hCG es

de unos 38 KD (15, 116)

Una extensa revision sobre las caracteristicas estructurales y las acciones biolégicas de la

LH y la hC6 ha sido realizada por Gonzdlez-Santana (42).
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Figura 4.1. Formacién reversible dea la hCG a partir de las subunidades. Se detallan
las caracteristicas de las subunidades o« y £ como son los pesos moleculares
correspondientes a las cadenas peptidicas [M,{P)], los pescs moleculares de las cadenas
de oligosacaridos [M_{C)], peso molecular total [M_(T)], nimero de residuos (Ko. Res),
puentes disulfuro (No. $-8), nimero de cadenas de cligosacdridos con uniones N (No.

N-I) y con uniones O (No. O0-I}

{Tomado de Puett, D., 116)



Para la expresion de la actividad hormonal resulta necesaria la combinacién de las dos
subunidades, « ¥ B, por cuanto estas subumidades de forma aislada no poseen actividad
biologica (15). Una vez que se glicosilan y se unen las subunidades la hormona adquiere sn
capacidad biologiea. Segun Catt y Dufau (15), la subunidad-« posee, como minimo, dos papeles
importantes. El primero es que presenta, una vez combinada con la subunidad B, algunos de
los lugares de reconocimiento necesarios para su unién al receptor; ademdas, como segundo
papel importante, esta subunidad-« permite gue la subunidad-8 adquiera su conformacion

activa una vez combinada con ella.

1.2. LOS OLIGOSACARIDOS EN LA ESTRUCTURA DE LA LH Y LA hCG

Una caracteristica esencial de la LH y hCG (como de las restantes hormonas glicoproteicas)
radica en las cadenas de oligosacaridos laterales ancladas en las dos subunidades, « y B, de
estas hormonas (15). Las cadenas de oligosacaridos constituyen alrededor del 16 % del peso
molecular de la LH, siendo esta proporcion ain mayor en la hCG, y estin formadas por los
siguientes monosacaridos: manosa, galactosa, fucosa, glucosamina, N-acetil-galactosamina
y acido sialico (131). La figura 4.2. muestra, esquematicaments, la composicién de las cadenas
laterales de oligosacaridos de la LH y hCG. Esencialmente el monosacarido terminal de estas

cadenas es el acido sialico, ocasionalmente fucosa y, mas raramente, galactosa (15).

El conienido de acido siilico muestra importantes diferencias entre la LH y la hCG. Asi,
mientras que la LH presenta habitualmente un tinico residuo de acido siilieo, 1a hCG posee
hasta 20 residuos (15) Por contra la LH es mis rica en N-acetil-galactosamina como
monosacirido terminal de sus cadenas laterales de oligosacaridos (106). Ademas, al parecer,

las cadenas de oligosacaridos de la cadena alfa de la LH son m4s ricas en manosa que las



de la hCG (122).

i
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Figura 4.2. Esquema de las cadenas laterales de cligosacdridos de las glicoproteinas
hipofisarias y de la hCG (Tomade de Catt y Dufau, 15).

Esta diferencia en el contenido de oligosacdrides no solo es responsable, en gran medida, de
las diferencias en los pesos moleculares, que dan lugar a la existencia de toda una variedad
de isoformas de cada una de estas glicoproteinas, sino que también es responsable de Ia
heterogeneidad existente en los puntos isoeléctricos (pl) de estas gonadotropinas (158). La

figura 4.3. muestra el perfil de las isoformas de una de las glicoproteinas, la FSH, obte-
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Figura 4.3. Eata fotografia muestra algunas de las distintas isoformas que entran a
formar parte de las hormonas glicoproteicas, concretamente la FSH. Se trata de un
estudio mediante enfogque isceléctrico de las iscformas de FSH que componen un
preparado comercial de FSH (Neo-Fertinorm®"). Cada una de las c¢olumnas corresponde a
un lote de esta hormona. La columna central corresponde a otro preparado de FSH

nida mediante isoelectroenfoque. En este caso Ias distintas bandas corresponden a un rango
definido de isoformas de la FSH, comprendidas entre pl de 4,5 a 5, rango por otra parte tipico

de la FSH (15).

En cuanto a los pi de la LH y de 1a hCG entre los que se encuentran comprendidos sus rangos

de isoformas, estos son de 6 a 10 para la LH y de 3 a 5 para Ia hCG (15)

El distinto grado de glicosilacion de estas hormonas determina de forma crucial la actividad
biolégica de las mismas. Las isoformas con menor grado de glicosilacién, por lo tanto mas

basicas, presentan una elevada actividad biolégica in vitro, pero son eliminadas mas
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rapidamente de la circulacion (158), mientras que las formas mas acidicas, con mayor grado
de glicosilaeion, presentan una menor actividad in vitro, pero permanecen durante mucho mas
tiempo en plasma, por lo que su actividad in vivo se prolonga mas en el tiempo (158). De entre
los oligosacaridos, el acido sidlico es el que juega el papel mas importante a la hora de
determinar la vida media de la hormona (15) y en cuanto mayor medida entra a formar parte
de la composicion de la isoforma, mas se prolonga su tiempo de aceion. La eliminacion de los
oligosacaridos restantes determina la abolicién de la actividad biologica de la hormona,

aunque no afecta al grado de unién al receptor (131).

1.3. LA SUBUNIDAD ALFA DE LA LH Y DE LA hCG.

Como ya se ha mencionado, en el humano, la subunidad-« es comin para la LH y para la hCG,
ademas de para la FSH y l1a TSH. Esta compuesta por una cadena de 92 aminoacidos a la que
se encuentran unidas unas cadenas laterales de oligosacaridos. La subunidad-o« posee un peso
molecular de 14 KD aproximadamente (15). La figura 4.4. muestra la secuencia de aminoacidos
de esta subunidad, asi como los lugares de unién de las cadenas laterales de oligosacaridos

a la misma.

La sintesis de la subunidad-o se encuentra codificada por un gen que se localiza en el
cromosoma 6 (29) que determina una estructura genética para la hormona que permite
dividirla en tres dominios, en funcion de los 4 exones y 3 intrones del gen que la codifica. El
primer dominio ocupa desde el extremo N-terminal hasta el residuo 10; este dominio puede
mostrar variaciones con cierta frecuencia (157) sugiriendo que esta fraccion de la subunidad
no es critica para la aceion de la hormona ni para el establecimiento de puentes disulfuro.

El segundo y tercer dominio (residuos 11-71 y 72-C terminal, respectivamente) son importantes
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por cuanto participan en el establecimiento de los puentes disulfuro (157) que en esta unidad

10 2
\ PRO ASP VAL GIN 0 30
ASP CYS PRO GLU CYS THR LEU GLN GLU ASN PRO PHE PHE SER GLN PRO GLY ALA PROILE LEU GLN CYS METGLY CYS CYS PHE SER ARG ALA TYR PRQ THR :go

50 v
| ARG SER LYS LYS 50 70
THR METLEU VAL GLN LYS ASN VAL THA SER GLU SER THR CYS CYS VAL ALA LYS SER TYR ASN ARG VAL THR VAL METGLY GLY PHE LYS VAL Gty .E.. HIS ?Pm

90
 CYS IS CYS SER THR CYS TyR TYR HIS LYS SER-COOH

Figura 4.4. Secuencia de amincdcidos de la cadena o de la LH y de la hCG {(asi como del
resto de glicoproteinas. Los tridngulos indican los lugares de anclaje de las cadenas
laterales de oligosacdridos gque se encuentran unidoz mediante unicnes N a las
asparraginas correspondientes a loa residuos 52 y 78 {(Tomado de Catt y Dufau, 15)

son cinco y que son responsahles del mantenimiento de la estructura tridimensional de la
hormona (15). En estos dos dominios también se encuentran unidas las dos cadenas laterales
de oligosacaridos caracteristicas de esta subunidad, concretamente mediante uniones N- a los
residuos asparragina 52 y 78 {(15). Estas cadenas laterales especificas de la subunidad alfa
se sabe que son esenciales para activar los receptores de la LH y las proteinas G unidas al
sistema adenilatociclasa (131) y concretamente Ia cadena unida a la asparragina 52
constituye el grupo de oligosacaridos mas importante en la transduceion de la sefial (92). Muy
recientemente se ha comunicado el papel esencial que, tanto para la FSH como para la LH,

juegan los residuos oHis™-Lys” en la induccion del sistema adenilatociclasa (160).
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1.4. LA SUBUNIDAD BETA DE LA LH Y DE LA hCG.

La subunidad-8 de Ja LH y de la hCG presentan diferencias mucho mis profundas que las
propiamente debidas a los aziicares, que entraban en la composicion de las cadenas laterales
de oligosacaridos, de las subunidades-c. Asi la subunidad-B de la LH estd compuesta por una
secuencia de 121 aminoacidos, mientras que la de 1a hCG la forman 145 aminoacidos (15); de
forma global, 1a BhCG y la BLH presentan una analogia de aproximadamente el 82 % de sus
secuencias de aminoacidos, permitiendo los aminoacidos en exceso existentes en la BhCH, 1a

obtencion de AC monoclonales especificos (76).

Otra diferencia importante radica en que, mientras que la subunidad-B de la LH posee una
itnica cadena lateral de oligosacdridos N-unida a la asparragina 12, 1a subunidad-8 de Ia hCG
posee en total seis cadenas laterales de oligosacaridos, de las que dos estan N-unidas, una
también a la asparragina 12 y la otra a Ia asparragina 30, siendo las 4 cadenas restantes
0-unidas a los residuos 121, 127, 132 y 138, que corresponden, todos ellos, a serinas {15, 116).
Estos oligosacaridos, presentes en la hCG, contienen acido sidlico como glicido terminal y no
contienen S0, como sucede con las gonadotropinas hipofisarias, por incapacidad del tejido
placentario para realizar la sulfatacion debido a su carencia de sulfotransferasas (127). La
fizura 4.5. representa las secuencias de las subunidades SLH y BhCG y los lugares de unién

de las cadenas laterales de glicidos.

El gen que codifica la subunidad-b de ]la LH se encuentra en el cromosoma 19, con 3 exones
¥ 2 intrones (29). En el caso de la BhCG se han identificado 7 genes o seudogenes que la
codifican que también contienen 3 exones y 2 intrones, estando muy relacionadas las

porciones codificadoras de las dos subunidades, BhCG y BLH (29). La figura 4.6. representa las
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estructuras de los genes de 1a BLH y de la BhC& humanas.

1 10 p. )
v %
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Figura 4.5. Secuencias de aminodcidos de las cadenas fLE y BhCG. Los guiones indican
que el aminocdcido de la cadena ShCG es idéntico al de la cadena fLH. Los tridngulos
indican los lugares de anclaje, mediante uniones N, de las cadenas laterales de
oligosacdridos. Los circulos indican los lugares de anclaje de las cadenas laterales
de oligosaciridos que se encuentran unidoz mediante uniones 0O (15}.

0.4kb 0.2 kb
20 +121
SUBUNTBAD /ZLH (1,5 KB)
0.4kb 0.2kb
— T I
-20 +145

SUBUNIDAD ShCG (1,9 KB)

Figura 4.6. Estructura de los genes que codifican la sintesis de la RLH y de la £hCG
(Segun Gharib y cols. Citado por 15)
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Como consecuencia tanto del mucho mayor contenido en oligosacaridos, como del mayor
namero de aminoacidos, que entran a formar parte de la subunidad-BhCG, en relacion a la

SLH, el peso molecular es también muy superior, siendo de 14 KD para la LH, mientras gue

para la hCG es de unos 24 KD (127).

1.5. PERMANENCIA DE LA HORMONA ACTIVA.

La vida media de la LH en plasma se ha estimado en alrededor de 60 minutos (86). En el caso
de Ja LH recombinante la vida media bioactiva se ha determinado en 84 minutos (139),
mientras que su vida media inmunoreactiva se ha estimado en 52 minutos (139). Estas vidas
medias son ligeramente distintas a las de la LH extractiva hipofisaria que se han estimado
en 66 y 135 minutos {inmunoreactiva y bioactiva respectivamente) y a las de la LH urinaria
presente en la hMG, determinadas en 111 minutos la inmunoreactiva y 200 minutos la
bioactiva (139). La diferencia en las vidas medias es consecuencia del distinto grado de

sializacion segun su origen.

La desaparicion de la LH sigue una doble curva exponencial, con un primer componente de
alrededor de 20 minutos y un segundo de alrededor de 200 minutos (159), produciéndose su

metabolizacion y eliminacion a nivel del higado y rifién respectivamente.

La vida media de la hCG es superior a las 24 horas (125, 139, 159). Yen y cols. (159)
encontraron que la eliminacion de la hCG segnia una curva doble exponencial, con un primer
componente que presentaba una vida media de 11,2 horas por término medio (rango de 7,4 a
14,1 horas), y un segundo componente mas lento con una media de 23,4 horas (rango de 21

a 27,4 horas). Posteriormente, Rizkallah y cols. (125) publicaron un estudio en el que también
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se atribuia a Ia hCG una eliminacién bifésiea, de 24 a 36 horas, con un primer componente
de unas 5 horas y un segundo componente de unas 24 horas. Mis recientemente la vida media
de la hCG, tras su administracion intramuscular, se ha ¢alculado, dependiendo del estudio, en
2,32 dias, con un error estandar de 0,22 dias (20), o en 31+3 horas (128), y tras su

administracion subcutinea en 38+3 horas (128).

Estas diferencias existentes en la vida media de la LH y de la hCG se atribuyen, basicamente,
al mayor contenide en Acido sidlico que presenta la hCG (15). Tsuruhara y cols. (146)
estudiafon las propiedades biolégicas de la hCG tras eliminar de ésta los residuos de Acido
sidlico. Pudieron observar que la eliminacion de estos residuos no afectaba la union de la
hormona a su receptor, indicativo de que estos monosacaridos no juegan un papel importante
en la funcidén de fijacion de la hormona. Sin embargo la velocidad de aclaramiento metabélico
de 1a hormona se veia muy incrementada, siendo la vida media de la hCG desializada de tan
solo 20 segundos. Ademas, con la desializacién, se producia una cierta pérdida de la
capacidad de la hCG para estimular la esteroidogénesis in vitro, que era inicamente del 46
% respecto a la molécula intacta (146). Con posterioridad se ha documentado mas ampliamente
este mantenimiento de la afinidad de la hCG deglicosilada por el receptor de la LH, aunque
con una reduccion de su actividad biolégica (18, 72, 85, 66, 121, 131), debido a la disminucién
de su capacidad de estimulo sobre el sistema adenilatociclasa que se traduce,
consecuentemente, en una reduccién de la esteroidogénesis (25). Esta reduccién no aleanza a

bloquear totalmente la esteroidogénesis in vivo (81, 108).

Junto al hecho de que la hCG posee una vida media, y una permanencia en plasma, mayor
que la LH, se ha postulado que el periodo de fijacidn-activacién del receptor para la hCG es

mayor que para la LH (19).
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La menor vida media de 1a LH ha hecho plantearse, a los autores de trabajos experimentales
en los que se ha estudiado su efecto ovulatorio, la necesidad de administrar dosis de apoyo
durante la fase litea. Simon y cols. (139 ), en el dnico trabajo publicado sobre el uso de una
LH humana recombinante para inducir la ovulacién, administraron 2.600 UI de LHr para
evocar un pico ovulatorio en monas hipofisectomizadas médicamente mediante la
administracion de un analogo antagonista de 1a GnRH, a las que previamente se estimulé el
desarrolle folicular con FSH. Los autores administraron 50 Ul de LHr cada 6 horas durante 15
dias. Como consecuencia se produjo una fase litea normal con una adecuada secreecién de

progesterona (139).

Zelinski-Wooten (165) comparé los efectos producidos en monas por una dosis ovulatoria de
1000 UI de hCG con los obtenidos al administrar una dosis de 2452 UI de LH urinaria seguidos
0 no de la administracién de 200 UI de LH urinaria cada 8 horas durante 1a fase hitea y hasta
la menstruacion. La administracién de LH urinaria permitié alcanzar unos valores maximos
de LH bioactiva en plasma mayores o comparables a los que se alcanzan durante el pico
endogeno de LH de los ciclos espontaneos, aunque con una duracién inferior, de entre 18 y
24 horas. Este pico fue tres veces superior a los que se obtienen cuando se administra GnRH
o un analogo de la GuRH en dosis iinica. El periodo de elevacion de la LH bioactiva en plasma
tuvo una duracion equivalente a un tercio del que se obtuvo cuando se administré hCG que
fue de 72 horas. Mientras que tanto la administracion de hCG como de LH urinaria, seguida
de una dosis de refuerzo de LH durante la fase litea, produjeron una adecuada secrecion de
progesterona (pico de progesterona de 114 y 137 nmol/l respectivamente), la administracién
de una dosis ovulatoria inica de LH urinaria, si bien fue capaz de producir la ovulacién,
maduracion ovocitaria y transformacion litea del foliculo, no produjo una adecuada secrecién

de progesterona, que alcanzé un pico de tan solo unos 20 nmol/l (165)
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1.6. EL RECEPTOR LH/CG.

Tanto el receptor de LH presente en las células granulosas del foliculo, como el receptor
presente para la hCG en el cuerpo hiteo, constituyen un unico tipo de receptor (76, 109, 127).
Este mismo receptor, al que se ligan tanto la LH como la hCG, esta presente en las eélulas

de la teca del ovario y en las células de Leydig testiculares.

La union de estas hormonas glicoproteicas inicia toda una serie de acontecimientos comunes
en el mecanismo de activacion inducido por hormonas, entre los que se incluye la
estimulacion de la actividad adenilatociclasa por mediacion de la proteina ligadora de Ia
guanosina trifosfato, una proteina G, y Ia fosforilizacion. Por lo tanto los receptores de las
hormonas glicoproteicas pertenecen a la subfamilia de receptores ligados a las proteinas G
(82, 88, 94). En este grupo de receptores la transduccion de la sefial es asumida por el propio
receptor, 1a proteina G y un efector, que es la adenilatociclasa. El receptor esta formado por

una cadena polipeptidica simple que atraviesa la membrana celular siete veces {figura 4.7.)

------------------------------
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> EXTRACELULAR
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T
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INTRACELULAR

Figura 4.7. Repressentacién de la topologia de los receptores de las hormonas
glicoproteicas.
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La regién carboxiterminal de los receptores de las hormonas glicoproteicas es muy similar
a otros receptores unidos a proteinas G, incluyendo los 7 dominios transmembrana, los tres
bucles extracelulares y la cola carboxiterminal citoplasmica (8). El dominio exiracelular
aminoterminal posee lugares N, donde potencialmente se puede producir glicosilaciones, y estd
compuesto por secuencias repetidas formadas por 25 residuos, entre los que abunda la leucina
(88). Este dominio extracelular constituye el lugar de unién de alta afinidad de la hormona,
aunque, también a los dominios transmembrana se les supone, ademéas de un papel en la

transduccion de la sefial, cierta aceion en la unién de la hormona al receptor (8).
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2. INDUCCION DE LA OVULACION CON GONADOTROPINAS EXOGENAS: EL REMEDO

FARMACOLOGICO DE UN FENOMENO FISIOLOGICO.

2.1. EL CRECIMIENTO FOLICULAR HASTA LA OVULACION EN EL CICLO OVARICO NATURAL

DE LOS HUMANOS (46, 56).

De acuerdo a A. Gougeon (46), quien ha realizado completos estudios sobre el desarrolio
folicular, dicho proceso puede ser dividide en tres etapas que denomina 1) fase de inicio del

desarrollo, 2) fase de crecimiento tonico y 3) fase dependiente de las gonadotropinas.

La fase de inicio del desarrollo corresponde a la evolucion folicular a lo largo de 4 tipos de
foliculos que incluyen desde el estadio de i) foliculo primordial, tipo B, en el que el ovocito
estd rodeado de una unica capa de células granulosas planas; ii) foliculo intermediario, tipo
BIC, en el que el ovocito esta rodeado por células granulosas planas y cuboideas; i) foliculo
primario, tipo C, en el que el ovocito esta rodeado de una tnica capa de células cuboideas;
finalmente iv) foliculo secundario, tipo D, en el que el ovocito estd rodeado de mas de una
capa de células cuboideas, de acuerdo a los estudios de Lintern-Moore (79). El tiempo necesario
para que los foliculos completen esta fase no resulta plenamente conocido, pero se estima en
aproximadamente 1-2 meses (46). La figura 4.8. muestra de forma resumida esta primera fase

de 1a foliculogénesis.
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Figura 4.8. Iniciacidn del desarrollo folicular: el reservorio de foliculos pequeiios
con foliculog sin crecimiento, y evolucién de los folicules durante las fases mas
tempranas de su desarrollo hasta foliculo preantral de la clase 1 {(tomado de Gougeon,
46) .

La fase de crecimiento ténico recibe esto nombre porque, durante la misma, los foliculos
pueden seguir creciendo, a pesar de la presencia de niveles muy bajos de gonadotropinas y
el fenomeno de atresia no se relaciona con los cambios ciclicos en las gonadotropinas
circulantes (46). Durante esta fase de crecimiento tomico los foliculos, ya secundarios,
pertenecen a 4 clases distintas, en funcion de su diametro: la clase 1 la forman foliculos de
0,12-0,2 mm de didmetro; 1a clase 2 1a componen los foliculos con 0,2-0,4 mm de didmetro; la
clase 3 abarca a los foliculos cuyos didmetros estan comprendidos entre 0,4 y 0,9 mm;
finalmente la clase 4 incluye foliculos de 0,9 hasta 2 mm de didmetro (46) (Figura 4.9.). El

proceso tiene una duracion aproximada de 65 dias.
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Figura 4.9. Clasificacién de los foliculos en el ovario humano (tomado de Gougeon, 46)

De esta forma el crecimiento ténico comienza con la entrada de los foliculos en la clase 1,
momento en que se produce la diferenciacion de la primera capa de eélulas de 1a teca interna.
Dado que, para la proliferacion de estas células, se necesita la presencia de estradiol y
gonadotropinas a niveles suficientes (117), la entrada de los foliculos en esta clase se debe
producir en la fase litea temprana de un ciclo ovarico, después de la elevacion preovulatoria

del estradiol y del pico ovulatorio de las gonadotropinas (46).

La entrada de un foliculo en la clase 2 supone la formacién de un incipiente antro y en
consecuencia, un cambio cualitativo importante en el foliculo. El estradiol es la hormona

prineipal responsable de la formacion del antro {120, 40). Como resultado, la elevacion de los
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niveles de estradiol preovulatorios del ciclo evarico siguiente posibilitaran el paso del foliculo

de clase 1 a clase 2.

Unos 20 dias después los foliculos entran en la clase 3 (al final de la fase litea) y unos 15

dias después, durante la fase folicular tardia, en la clase 4 (46).

Clase 5

2-3
P FASE DE CRECIMIENTO TONICO
1 tddias
L 1.2
Clase 4 \Q§§
FASE DE CRECI-
MIENTO GONADO-
ANl N\
' 0.5-0.9 Clase 2 } ~
 02-0.4 Antral Peaeig,; y1as
25 dias 5
Clase 1
Preantral

3 er. Cido

Figura 4.10. Cronclogia del desarrollo ds los foliculos correspondientes a la cleada
de foliculos en la que se encuentra el foliculo destinado a ovular. El procesc de
erecimiento tiene lugar a lo largo de tres ciclos consecutives (Tomado de Gougeon, 46)

La fase de desarrollo folicular dependiente de las gonadotropinas se inicia con los foliculos
antrales pequefios (25 mm), de la clase 5, pasando sucesivamente por las clases siguientes

hasta la clase 8, correspondiente al foliculo preovulatorio, con un didmetro de 16 a 20 mm
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(46). A lo largo de esta tltima fase los foliculos aumentan en progresién geométrica tanto su
contenido en células granulosas, como su actividad hormonogénica. En el ciclo natural un
unico foliculo ovulara. Durante todo este proceso, en el que una oleada o cohorte de foliculos,
seguia un desarrollo paralelo, 1a inmensa mayoria de los foliculos, en realidad todos menos

el destinado a ovular, se habran vistos abocados a 12 atresia en uno u otro momento (46, 56).

Los foliculos antrales pequefios, a partir de 2 mm de diametro, tienen capacidad para
responder a las variaciones de FSH circulante (90) habiendo entrado, finalmente, en la etapa
FSH-dependiente de su desarrolo. La elevacion de FSH que se produce interciclo, y que se
inicia durante la segunda semana de la fase litea del ciclo ovarico precedente, pone en
marcha el fendmeno conocido como reclutamiento (44), proceso por el que un grupo de estos
foliculos antrales pequefios es estimulado a desarrollarse, incrementando su indice mitético
y su capacidad hormonogénica, en respuesta al estimulo FSH (33, 44, 121). Este grupo de

foliculos serd el responsable de proveer el que ovulara en el ciclo ovarico subsiguiente.

Sin embargo, como ya hemos expresado, en un ciclo natural solo ovulara un foliculo. Este
foliculo es seleccionado de entre todos los foliculos reelutados en base a su mejor
capacitacion, erigiéndose en dominante, y viéndose los restantes foliculos en desarrollo
abocados a la atresia (56). El proceso por el que el foliculo dominante es seleccionado incluye,
como mecanismo importante, la reduecion en los niveles de FSH que se produce con el final
de la elevacion transitoria de esta hormona, que se inicid en la fase litea tardia del ciclo
anterior, y que remite en los primeros dias de la fase folicular. Resulta conocido que la FSH
es capaz de inducir 1a aparicién de sus propios receptores en las células granulosas (23) asi

como de poner en marcha toda una serie de mecanismos autocrinos y paraerinos (111). En
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estas condiciones sélo el foliculo mejor dotado funcionalmente es capaz de seguir adelante
en su desarrollo en presencia de unos niveles menguantes de FSH. Se trata de un foliculo de
entre 5 y 8 mm de diametro, cuya seleccién se produce hacia el dia 5 6 6 del ciclo (46) (Figura

411)
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Figura 4.11. La trayectoria del crecimiento folicular durante el ciclo ovarico. Una
vez geleccionado el foliculo dominante a partir del grupo de foliculos reclutades para
ege ciclo, el resto de los mismos abandona su desarrollo y entra en atresia.
Finalmente s6le el seleccionado alcanzari la ovulacidn (Tomado de Hodgen, 46)

Se entra asi en la fase ovulatoria del ciclo ovarieo, en cuya dinAmica forma parte esencial
la descarga ovulatoria de gonadotropinas, esencialmente LH, con un pico menor de FSH, que
sera responsable de la ruptura folicular, 1a reasuncién de la meiosis por parte del ovecito y
su maduraciéon final, su extrusion del foliculo, y la transformacion litea de las eélulas
granulosas. La duracién media del pico de LH en el cielo natural es de 48 horas, aunque los

valores maximos se alcanzan tan pronto como a las 14 horas, momento en que sus valores
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ya comienzan a declinar (59).

2.2. GONADOTROPINAS EXOGENAS EN LA INDUGCION DEL CICLO OVARICO.

La administracion de gonadotropinas exégenas persigue, mediante el uso de un estimulo
farmacoldgico, generar el desarrollo folicular mediante la creacion de una fase de crecimiento
folicular gonadotropin-dependiente de forma artificial, bien cuando ésta no se produce de
forma espontanea debido a la presencia de alteraciones endocrinas (induccion de la
ovulacién), o bien porque se desea ampliar el mimero de gametos obtenidos en un ciclo

natural (superovulacion), para la aplicacion de una técnica de reproduccion asistida.

La utilizacion de gonadotropinas para Ia induccién de la ovulacién en mujeres con ciclos
anovulatorios se remonta a 1945, cuando Hamblen y Davis [citado por Schwartz y
Jewelewicz(137)] administraron PMSG (gonadotropina de yegua prefiada) y hCG a una mujer
que presentaba una hipofuncién ovarica. La PMSG sin embargo fue abandonada rapidamente,
en cuanto a su uso en humanos, debido a que se trata de un extracto con un elevado poder
sensibilizante antigénico. En la década de los 50, Genzell y cols (38) fueron los primeros en
publicar resultados positivos tras 1a utilizacién de un extracto de gonadotropinas hipofisarias
humanas seguidas de la administracion de hCG. La utilizacién de gonadotropinas de origen
extractivo hipofisario se realizé durante los afios siguientes a escala muy limitada debido,
esencialmente, a las limitaciones propias de su origen que impedian poder disponer de las
cantidades suficientes de hormona. A finales de la década de los 50 y principios de los 60,
Donini y cols. (22) consiguieron purificar gonadotropinas a partir de la orina de mujeres
postmenopausicas (hMG) y Lunenfeld y cols. (83) obtuvieron el primer embarazo utilizando hMG

y hCG. Desde entonces el uso de gonadotropinas constituye una practica habitual para el
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fratamiente de la esterilidad por amovulacién (67, 74, 75, 103, 136, 137). Ademis las
gonadotropinas son sistematicamente utilizadas como agentes superovuladores cuando se
aplican técnicas de reproduccion asistida, con el fin de incrementar el nimero de gametos y
preembriones y aumentar, de esta forma, las posibilidades de obtener un embarazo en cada

ciclo de tratamiento.

Una caracteristica de los ciclos induecidos con gonadotropinas es la inhibicién, casi
sistematica, que se produce en relacién al pico endogeno de LH, que deberia producirse como
consecuencia de la elevacion de los niveles de estradiol (44, 80, 110). Por ello resulta
imperativo, después de administrar el preparado gonadotropico con accion foliculoestimulante,
administrar un sustituto del pico ovulatorio de LH una vez alcanzada la madurez folicular. La
hormona utilizada sistematicamente como sustituto de 1a LH es la hCG (35, 60, 135, 103, 137).
En este mismo eapitulo nos hemos detenido a estudiar 1as caracteristicas diferenciales mas

notables que existen entre 1a LH y la hCG.

Sin embargo, cuando se utilizan las gonadotropinas para indueir la ovulacién en una mujer
que presenta una anovulacion, el tratamiento farmacologico aportado se debe de aproximar,
aunque no lo sea en sentido estricto, al concepto de terapia de sustitucién. Esto es asi porque
la excesiva estimulacion ovarica puede dar lugar a la aparicion, como efecto secundario, de
cuadros graves, con potencial riesgo vital, de hiperestimulacion ovarica (51, 95, 100, 123, 124,
134) o embarazos miltiples, habiéndose reportado la aparicion de hasta un 38 % de estos
iltimos en series amplias de pacientes, como la de 1897 ciclos de induccion publicada por

Oelsner (103).

El tratamiento con preparados con accion foliculoestimulante a dosis farmacologicas estimula,
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casi sistematicamente, el desarrollo multifolicular, como consecuencia de que el proceso de
seleccion unifolicular, que se produce en el ciclo natural, resulta superado por el elevado nivel
de FSH circulante, a causa de su administracién exdgena a dosis farmacologicas. En
consecuencia, en el momento de la administracién de la hCG, aunque tan solo resulte aparente
un unico foliculo preovulatorio {16-20 mm), pueden existir otros foliculos seleccionados que,

potencialmente y si no entran en atresia, pueden continuar su desarrollo.

1000 hCG
Menstruacién l > 72 Horas
.
500 |- hMG ] —
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Figura 4.12. El desarrollc folicular estimulado con preparados gonadotrdpicos con
accién FSH (hMG@ & FPSH} va més alld de la seleccidén de un dnico folicule dominante.
Cuando se administra la hCG existen numerosos foliculos en desarrcllo. Como este
desarrollo es asincrdnico, a partir de ese momento los foliculos pueden ir ovulande
conforme van alcanzando el estadio de foliculo preovulatorioc que puede ser dias
después de la administracién de la hCC (modificado de Hodgen, 56).

Con el fin de minimizar la presencia de mas de 1 foliculo preovulatorio, o el desarrollo de
foliculos adicionales que vayan por detras del foliculo preovulatorio, o la ovulacién de un
excesivo nitmero de folicules, circunstancias todas ellas que pueden ser causa de cuadros de
hiperestimulacién, durante los afios recientes se han desarrollado algunas estrategias activas
para prevenir la hiperestimulaeion, a diferencia de las meramente vigilantes y de control

existentes hasta ahora frente a este fenémeno.
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Una de las estrategias, actualmente aceptadas de forma bastante general, consiste en actuar
durante la fase folicular del ciclo estimulado, administrando dosis bajas de FSH e
incrementandolas, si es necesario, de forma minima a los 7 o 14 dias, hasta encontrar un
umbral de respuesta minimoe que permita el desarrello de 1 inico foliculo (14, 49, 138). Esta
forma de administrar la gonadotropina foliculoestimulanie pretende limitar el mimero de
foliculos seleccionados de forma que, en el momento de 1a administracién de la h(g, exista
un niimero muy bajo de foliculos activos, idealmente uno que sea el preovulatorio. Series
amplias de pacientes han puesto de manifiesto que constituye una aproximacién Wtil, que

reduce el riesgo de hiperestimulaciones graves y la incidencia de embarazos multiples (148).

Una segunda estrategia se orienta hacia la induccién misma de la ruptura folicular,
ovulacion, induccién de la maduracién del ovocito y transformacion hitea, sustituyendo la
utilizacion de 1a hCG por la liberacion de unos pulsos endogenos de LH hipefisaria. En 1973
Nakano y cols (99) publicaron el primer caso en que, con el fin de programar la ovulacién
después de la practica de una inseminacién, administraron una infusion intravenosa, durante
6 horas, de hormona liberadora de las gonadotropinas {GnRH), logrando un embarazo en las
dos mujeres en que realizaron este tratamiento. No ha sido posible encontrar mas referencias
en la bibliografia del uso de 1a GnRH nativa, un decapéptido con una vida plasmatica de
pocos minutos, como sustitutivo de la hCG. Mas recientemente han sido numerosas las
publicaciones aparecidas que hacen referencia a la utilizacién de los agonistas de Ia GnRH
para inducir un pico enddgeno de LH, en sustitucién de la administracion de hCG {28, 41, 63,
64, 77, 98, 126). Gonen y cols. (41) compararon los niveles de LH y hCG en dos grupos de
mujeres que, después de haber sido sometidas a un mismo protocolo de estimulacién folicular
con hMG, fueron asignadas para recibir, bien una dosis de 0,5 mg de acetato de leuprolide,

bien una dosis de 5.000 UI de hCG. El pico ovulatorio de LH inducido por el analogo de la GnRH
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alcanzé su valor maximo a las 5 horas de su administracién, llegando a unos valorss en
suerc de 130 UL/, descendiendo por debajo de las 10 Ull a las 34 horas. Con la hCG el pico
maximo se obtuvo a las 17 horas de su administracién, alcanzando unos valores de 137 UL/l
Sus valores séricos no retornaron a niveles inferiores a las 10 UI/l hasta 5 dias después de

su administracion. Se pudo constatar una excelente calidad de los embriones obtenidos con

la LH enddgena (41).

La utilizacién del pico endégeno de LH hipofisaria con el objetivo primario de prevenir la
aparieion de cuadros de hiperestimulacion ovarica en ciclos de induccién de 1a ovulacién ha
sido propuesta por distintos autores (28, 64, 98, 126), con resultados favorables, probablemente
debido a que la duracion del periodo de actividad ovulatoria y luteinizante de la LH no se
prolonga mas alld de las 24 horas. Sin embargo Van der Meer (150), ha publicado un trabajo
recientemente, en el que comunica la aparicién de 3 cuadros de hiperestimulacion moderada
sobre un total de 48 ciclos de induccion de 1a ovulacion en que se administré un analogo de
la GnRH por via nasal, para la induccién del pico endogeno de LH. El autor concluye que el
uso de los analogos agonistas de 1a GnRH para inducir el pico ovulatorio endégeno de LH no
previene la aparicion de la hiperestimulacion, si bien considera que la induccion de la
ovulacion producida por la LH endégena puede mejorar las tasas de embarazos respecto al

uso de hCG.
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3. ASPECTOS DE LA FISIOLOGIA REPRODUCTIVA DE LA CONEJA.

El aparato reproductor de la coneja esta compuesto por dos ovarios, dos oviductos y dos
cuernos uterinos separados entre si que desembocan en la vagina mediante dos orificios

cervicales independientes.

La coneja no presenta ciclo estral (6, 7, 144), produciéndose la ovulacion de forma refleja
cuando se produce un coito (54, 130). La gestacion dura unos 30 dias y si, Ia monta es estéril,

se establece un estado de pseudogestacion que dura unos 16 dias.

El fenémeno de la ovulacién en la coneja ha sido objeto de algunos estudios (101, 115),
poniéndose de manifiesto que a los pocos minutos del coito se inicia la liberacién de LH
responsable de los cambios ovulatories. Salvo este estimulo adicional que viene constituido
por el coito, el resto de las relaciones hormonales entre gonadotropinas y esteroides es, a

grandes rasgos, semejante a las observadas en las especies de mamiferos con ciclo estral.

En relacion a los foliculos preovulatorios, éstos son los que alcanzan un diametro de 0,8 mm,
mientras que los que pequefios, de 0,2 a 0,4 mm estarian destinados a la atresia (62). El

nimero de foliculos que ovulan se sitia alrededor de los 5-6 dvulos (114).

La fecundacién se produce a las 8 6 9 horas después de que los espermatozoides hayan
alcanzado la unién itsmo-ampular en los oviductos. La emigracioén de los ovocitos fecundados
desde el oviducto al utero se produce a partir del cuarto dia, hacia las 75 u 80 horas. A las

24 horas de la fecundacién se puede observar el estadio embrionario de 2 células, a las 60
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horas el de mérula y a las 72 horas el de blastula (143). Se ha documentado que los embriones
en la coneja pasan a les cuernos uterinos durante la transicién de mérula a blastocisto que
tiene lugar hacia las 7278 horas después del coito (10). La implantacion se produce a la
semana de la monta por ¢l macho, apareciendo los botones implantatorios eomo pequeiias

vesiculas translicidas situadas en la Zona opuesta al mesometrio (1).
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4. RESENAS SOBRE LA INDUCCION DE LA OVULACION Y REPRODUCCION ASISTIDA

EN LA CONEJA.

4.1. TRATAMIENTO DE ESTIMULACION OVARICA EN LA CONEJA.

La FSH ha sido utilizada en la coneja como agente superovulador com resultados
contradictorios. Si bien es cierto que se obtiemen respuestas foliculares imtensas, son
numerosas las referencias que asocian este tipo de estimulacion ovarica con la aparieion de
efectos negativos. Se le ha atribuido una aceleracién del transporte por el oviducto (147), una
posible modificacion en los patrones de seerecion uterina (5), ser causa de retrasos en la
ovulacion (70) y la produccion de un mayor porcentaje de anomalias cromosimicas en los
blastocistos (34). También se ha observado que, tras la administracién de FSH, no se afectaba
el porcentaje de ovocitos fertilizados, pero si que se producia una elevada tasa de pérdidas
preimplantatorias (5). Otros autores han observado que se producen elevadas pérdidas
postransferencia y que los estudios citologicos de los embriones ponian de manifiesto la
existencia de un elevado mimero de vesiculas picndticas (119). Los regimenes y vias de

administracién fueron descritos por Kennelly (70).

Dados los controvertidos antecedentes existentes con FSH, y nuestra mayor experiencia con
PMSG (42, 96, 97), en el presente estudio hemos utilizade ésta ultima como agente
superovulador. La PMSG (pregnant mare serum gonadotropin) es un preparado de
gonadotropinas que se extrae del suerc de yeguas gestantes. La PMSG presenta una doble

actividad: una actividad predominante FSH y, en menor medida, actividad LH. Su vida media
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es prolongada por lo que se requiere una unica administracién de PMSG para obtener la

superovulacion.

Los estudios comparativos entre FSH y PMSG han puesto de manifiesto que el nimero de
ovocitos degenerados en la coneja es menor con PMSG (119) y si bien es cierto que existen
estudios que apoyan su utilizacién (118), también los hay en su contra (87). Presenta el
inconveniente de su escasa relacién desis-respuesta en el conejo y su posible produccién de

ovulaciones prematuras.

La dosis utilizada por distintos autores ha sido variable: 25 UI (53), 50 UI (118), e incluso 100

Ul (87) y las vias de administracién bésicas son la intramuscular (53, 118) y 1a subcutinea (87).

Una vez administrada Ia PMSG, el intervalo hasta Ia provocacién del mecanismo ovulatorio
Y maduracion final del ovocito mediante la administracion de hCG o GnRH es de 68-72 horas

(53, 87, 118); el mimero de cuerpos liteos oseila habitualmente alrededor de 16-24 (87, 118).

4.2. ANTECEDENTES DE INSEMINACION ARTIFICIAL EN CONEJOS.

En 1960 Adams (1) recurrié a la practica de la inseminacidn artificial en hembras de conejo,
con el fin de estudiar las pérdidas pre y postimplantacién. Este autor utilizé la inseminacién,
adicionalmente al coito natural, con el fin de incrementar las posibilidades de fecundacién

de los ovocitos ovulados tras la administracién de hCG y el coito.
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Con el fin de facilitar Ia recogida y posterior manipulacion del semen, de forma que fuera
posible la practica de la inseminacion artifial, se desarrollaron vaginas artificiales. Walton,
en 1958 [citado por Adams(1)] describié un modelo perfeccionado de vagina artificial sobre el
que se hasan las vaginas artificiales utilizadas en la actualidad. En el apartado de material

se hara una descripeion detallada.

Obtenido el semen, una practica habitual consiste en la mezcla de semen procedente de varios

machos con el fin de minimizar la presencia de un posible factor mascuiino (1).



5 MATERIAL
Y

METODOS
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1. ANIMALES UTILIZADOS. SELECCION.

Las 40 conejas utilizadas en este trabajo pertenecen a la raza neozelandesa y se han alojade

en condiciones de ambiente controlado, en la granja experimental del Departamento de

Clencia Animal de la Universidad Politécnica de Valencia.

Los animales se han sometido a un régimen de iluminacion de 16 horas diarias. Asimismo se
ha controlado Ia temperatura que, en todo momento, trata de mantenerse con las menores
variaciones posibles mediante un sistema de ventilacion. Una descripcion completa de las
caracteristicas de las instalaciones y de las caracteristicas ambientales ha sido realizada por

Gareia-Ximénez (36)

El procedimiento de seleccion de los animailes para el presente experimento es bisicamente
el descrito por Gonzdlez Santana (42). Las hembras en lactacion y los gazapos, una vez que
son capaces de tomar alimento sélido, lo hacen a demanda; el resto de animales recibe 130

gr. de pienso comercial al dia, cantidad suficiente para cubrir sus necesidades.

Las hembras utilizadas en este trabajo fueron separadas a las 10 semanas de edad, y
exploradas convencionalmente para asegurar su bien estado de salud, con un peso minimo
de 1800 grs. A las 18 semanas y con un peso comprendido entre 3 y 4 kg, se seleecionaron
definitivamente para este estudio, una vez superado un segundo examen que garantizaba su

estado de salud adecuado.
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2. HORMONAS UTILIZADAS.

Se utilizaron tres hormonas en el presente experimento: PMSG (pregmant mare serum
gonadotropin), con el fin de estimular el desarrollo folicular, y hCG y LH recombinante para
inducir la maduracion final de ovocito y la ruptura folicular. Las caracieristicas de estas

substancias se detallan a continuacion.

PMSG (Pregnant mare serum gonadotropin) se trata de un preparado gonadotrofico que se
obtiene del suero de yeguas gestantes. Posee una accion esencial de tipo FSH, aunque también
presenta una accion menos importante de tipo LH. Su vida media es larga y se llega a
prolongar varios dias. Por esta razdén se realizé una iinica administracién y a una dosis poco
elevada, para evitar la variabilidad en la respuesta observada con dosis mayores e incluso
el desencadenamiento de la ovulacién que puede producirse. Se utilizo el preparado Serigan”

(Laboratorios Ovejero, Valencia, Espaiia).

hC6 (hormona coriogonadotropa humana). se obtiene de la orina procedente de mujeres
embarazadas, durante el primer trimestre del embarazo, siendo de origen coridénico. En
nuestra experiencia utilizamos Profasi 500, como liofilizado, con una bioactividad de 400-625

UI por ampolla y con lactosa como excipiente (Laboratorios Serono, Madrid, Espaiia).

LBr (LH recombinante) hormona luteotropa humana ohtenida mediante tecnologia ADN
recombinante. A diferencia de la hCG que es un preparado extractivo, Ia LH recombinante es
un preparado biosintético con una pureza superior al 99 %. La hormona fue producida y
suministrada por IRCS (Intituto di Recerca Cesare Serono S.p.A., Ardea, Italia), como materia

prima, en forma liguida y congelada a -20 grados C. Recibimos un volumen total de 0,5 ml.
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Las caracteristicas del producto se detallan a continuacion. La inmunoactividad del preparado
era de 44.008 Ul/ml (método Serozyme) y 46,026 Ul/ml (método MAIA clone). La bio-actividad
determinada por el método de Van Hell fue de 113.543 UI/ml. La identificacion de la substancia
se realizd mediante electroforesis (SDS-page y Western Blotting, IEF y Western Blotting) y
cromatrografia RP-HPLC. También se realizd un estudio de las secuencias terminales de las
porciones iniciales (extremos amino) de las cadenas alfa y beta y mediante el estudio del
extremo carboxiterminal de la cadena beta. El estudio de la secuencia de aminoacidos (peptide
mapping) fue el correcto. El estudio de pureza se realizé mediante cromatografia de alta
resolucién (SEC-HPLC) que puso de manifiesto la presencia de un pico dnico y una pureza

superior al 99 %.

Las diluciones se realizaron de acuerdo a lo siguiente: para la hC6 las 50 Ul se administraron
en 0,2 ml de disolvente; en el caso de 1a LHr las 50 unidades se administraron en 0,2 ml de
tampén fosfato (pH 7), solucién recomendada por el fabricante y que fue la misma utilizada

para la preparacion de las alicuotas.



3. DISENO GENERAL EXPERIMENTAL.

Se seleccionaron 40 conejas, de la forma ya detallada en el apartado de material animal.
Estos 40 animales fueron divididos en dos grupos, de acuerdo a la hormona utilizada para

inducir Ia ovulacion y la maduracion final del ovocito (LHr o hCG):

GRUPO PMSG + LHr (n=20): el desarrollo folicular se indujo mediante la administracion
de una dosis de 25 U.I de PMSG {pregnant mare serum gonadotropin), una vez que la vulva
de Ia coneja presentaba una coloracion roja; a las 48 horas se procedié a la administracién
de 50 U.l. de LH recombinante y se practicd la inseminaciéon tal y como se deseribirda mas

adelante.

GRUPO PMSG + hCG (n=20). el desarrollo folicular se indujo mediante la administracién
de una dosis de 25 U.I. de PMSG (pregnant mare serum gonadotropin), una vez que la vulva
de 1a coneja presentaba una coloracién roja; a las 48 horas se procedié a la administracion

de 50 U.I. de hCG y se practicé la inseminacion tal y como se describird mas adelante.

De cada uno de los grupos descritos se formaron dos subgrupos compuestos por 10 hembras
cada uno de ellos, 4 grupos en total, 2 que recibieron LHr vy 2 que recibieron hCG, en funcién

del momento en que fueron estudiados.

En los 10 animales del primer subgrupo LHr y en los 10 del primer subgrupo hCG, se tomaron
muestras de sangre a las 0 horas (inmediatamente antes de la administracién de la LHr o de

la hCG), asi como a las 24, 48 y 72 horas tras la inyeecion de la LHr o de la hCG, con el fin
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de determinar los valores de estradiol y progesterona séricos y estudiar sus perfiles post-
ovulatorios. Estos animales fueron sacrificados a Ias 72 horas de la indaccion de la ovulacion,

con el fin de proceder al estudio ovéarico y de calidad embrionaria.
En un segunde subgrupo de cada uno de los grupos (LHr o hCG) el sacrificio fue aplazado
hasta los 14 dias de la induccion de la ovulacién, con el fin de proceder al estudio de las

tasas de implantacion y de las pérdidas parciales postimplantatorias.

La figura 5.1. muestra el disefio general experimental de forma esquematica.
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FIGURA 5.1.



4. INSEMINACION  ARTIFICIAL

4.1 RECOGIDA Y PREPARACION DEL SEMEN.

Para la realizacion de las inseminaciones se utilizé una mezela de semen procedente de 3 a
5 machos. El semen fue obtenido mediante la utilizacion de una vagina artificial similar a la

descrita por Boussit (11) (figura 5.2.)

Esta vagina artificial consta de un cuerpo formado por un cilindro de plastico de 2,8 cms de
diametro interior y 3,7 cms de diametro exterior y 9,5 cms de longitud. Va provista de una
valvula que permite 1a introduccion de agua caliente en la misma. Al cuerpo se Ie adapta una
funda o camisa. En nuestra experiencia utilizamos un preservativo, al que se le habia cortado
previamente el extremo distal, como camisa. Esta camisa se introdujo en el interior de la
vagina artificial volviéndose los extremos de la misma, permitiéndose de esta forma la
creacion de una camara entre el cuerpo y la funda o camisa para la introduccion de agua.
Un manguito de caucho de seccion decreciente permitié 1a recoleccion del semen depositado

en la vagina, que era asi recogido en un fubo de vidrio de 10 ec de eapacidad.

Una vez calentada el agua, ésta se introducia a unos 40 grados de temperatura en el espacio
creado entre la funda y el cuerpe de la vagina artificial a través de la valvula. Esta
temperatura es la mas adecuada para obtener la eyaculacion del animal en el interior de la

vagina artificial.

Previamente a la introduccion del pene del macho utilizamos un lubricante en el extremo



abierto de la vagina artificial. Para la introduceién del pene en l1a vagina artificial se recurrio

a la utilizacion de una hembra viva como maniqui.

Los tubos utilizados para la recoleccién del semen se almacenaron en un contenedor a 37

grados centigrados.

El semen asi recogido fue estudiado en relacién a la concentracién y motilidad de los
espermatozoides y una vez controlada su calidad, incubado al bafio maria hasta su dilucién
en leche descremada a la razén de 3 cc de semen en 8 cc de leche descremada. La

concentracion de espermatozoides por ce de esta dilucion es de alrededor de 150.000 por ce.

De este semen preparado Se utilizé 1 cc para la inseminacién de cada una de las hembras

incluidas en el estudio.
Fijacidén camisa \M

Cuerpo

Introduccidn agua

Fijacién camisa

Recogida de semen

Figura 5.2. Modelc de vagina artificial.
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4.2.INSEMINACION.

En nuestra experiencia utilizamos una técnica de inseminacion artificial de la coneja similar
a la descrita por Egea y cols (26) con algunas variaciones. Para la realizacién de la
inseminacion se utilizé una pipeta de vidrio estéril para inseminacion de 23 cms de longitud
¥y 7 mm de diametro externo. Esta pipeta posee una acodadura de 150 grados en el tercio
distal, que es el que se introduce en la vagina de la coneja, con el fin de facilitar su correcta
penetracion. El otro extremo de la pipeta se conecté a una jeringa mediante un tubo de goma.
Antes de proceder a la carga del semen en la jeringa se aspird una cantidad de aire y
posteriormente, el propio semen. Ello permite que todo el semen pueda ser introducido en la

vagina de 1a coneja y no quede atrapada en el sistema ninguna cantidad residual.

Una vez sujetada Ia hembra se procede a introducir 1a pipeta, con 1a acodadura hacia la parte
dorsal y una vez pasada la pelvis se le da un giro de 180 grados hasta alcanzar una longitud
de 814 cm, momento en que se habra alcanzado el cérvix. En ese momento se introduce el

semen presionando la jeringa, retirindose lentamente la pipeta.

Realizada 1a inseminacion se procedio a la inyeccion de hCG o de LH recombinante con el fin

de indueir 1a ovulaeion.



5. OBTENCION DE LAS MUESTRAS DE SANGRE PARA LAS DETERMINACIONES DE ESTRADIOL Y

PROGESTERONA.

Se tomaron muestras de sangre de las diez conejas de cada subgrupo (LHr y hCG) sacrificadas

a las 72 horas.

Se practicaron 4 tomas de sangre en cada una de las conejas: momento 0, inmediatamente
antes de la administracién de la LHr o de la hCG y posteriormente a las 24, 48 y 72 horas

post-induccion de 1a ovulacion y de 1a maduracion final del ovocito.

Las tomas de sangre se realizaron mediante la canulacién de la arteria central de la oreja.
Para obtener una vasodilatacion se procedié a tratamiento previo con xilol. Utilizamos un

sistema Vacutainer’.
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6. ESTUDIO DE OVARIOS, OVOCITOS Y EMBRIONES A LAS 72 HORAS DE 1A

INDUCCION DE LA OVULACION.

En los ovarios se procedié a estudiar los siguientes parametros a las 72 horas de la induccién

de la ovnlacion y la maduracion final de ovocito:
-Nimero de cuerpos liteos (CL).
-Nimero de foliculos preovulatorios (FP).
-Nimero de foliculos hemorragicos (FH)
-Potencial ovulatorio, tomado como la suma del nimero de
foliculos preovulatorios y el nmimero de cuerpos liteos (Pot).

De 1a misma forma, en los oviductos se procedié a estudiar:

-Nimero de blastocistos en oviductos.

-Numero de ovocitos en oviductos.

En los cuernos uterinos se procedid a estudiar:

-Nimero de blastoeistos en cuernos uterinos.

-Niimero de ovocitos en cuernos uterinos.

En relacion a los embriones obienidos se procedi¢ a determinar:

-El niimero total de blastocistos.



-La tasa de fecundacion.

-La calidad embrionaria.

6.1. ESTUDIO DE LOS OVARIOS.

Las hembras fueron sacrificadas mediante 1a seccién de la vena yugular y Ia arteria cardtida.
Una vez sacrificado el animal se procede a la evisceracion separindose el aparato genital del
mismo (Fotografia 5.1.). Posteriormente se separan los ovarios y se procede al estudio de las
estructuras foliculares presentes. Para ello procedimos a la observacion de las mismas

mediante el use de una lupa binocular de 12,5 aumentos, realizandose el conteo de:

-FOLICULOS LUTEINIZADOS; CUERPOS LUTEOS (CL). Se trata de foliculos grandes que poseen un
didmetro de aproximadamente 1 mm y que presentan una cicatriz ovulatoria facilmente
visualizable; son opacos y de color amarillo, por lo que resaltan notablemente sobre la

superficie del ovario. Se procedié al conteo de los mismos en los dos ovarios de cada coneja

(fotografia 5.2.).

-FOLICULOS HEMORRAGICOS (FH). Son foliculos de un tamaiio inferior a los luteinizados (0,7 mm
de didmetro aproximado). Como consecuencia de que no han ovulado, y a diferencia de los
cuerpos lateos, no presentan cicatriz ovulatoria y poseen una cubierta lisa y transparente que
permite visualizar el contenido hemorragico que hay en su interior. Se trata de foliculos que
han sufride una lisis vascular consecuencia de una cierta transformacién debido a la accién
luteotropa de la hCG o de la LH. Sin embargo el proceso ovulatorio no se ha completado,
probablemente debido a una accién luteinizante insuficiente por un escaso desarrollo de los

receptores a LH. Igualmente se procedié al contaje de los mismos en cada uno de los ovarios
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Fotografia 5.1. Tracto reproductor de la hembra de conejo. Permite visualizar ambos
ovarios (1}, oviductos (2) y cuernos uterinocs (3), asi como el cérvix (4}.

Fotografia 5.2. Ovario de coneja en la que son visibles las siguientes estrcturas: 1.
Cuerpo liiteo; 2. foliculo preovulatorio.




de las hembras estudiadas (fotografia 5.3.).

FOLICULOS PREOVULATORIOS (FP). Son foliculos de menor tamaﬁb que los anteriores (0,5 a 0,7
mm de didmetro). Tampoco presentan cicatriz ovulatoria y su cubierta tramsparente permite
ver el contenido translkicido de los mismos. Estos foliculos han sufrido todo el proceso de
desarrollo folicular a consecuencia del efecto foliculoestimulante de la PMSG pero, sin
embargo, no han respondido en absoluto al efecto Iuteotropo de la LH o de la hCG
manifestando algin tipo de transformacion litea, probablemente a consecuencia de una
carencia casi total de receptores para la LH. Se proeedio al contaje de estas estructuras en

cada coneja (fotografias 5.2. y 5.3.).

POTENCIAL OVULATORIO (Pot=CL+FP). Se trata de una expresion numérica que, en el presente
estudio, serd el resultado de la suma del nimero de cuerpos liteos y el de foliculos

preovulatorios. Se calculd en cada uno de los animales estudiados.
6.2. ESTUDIO DE LOS O0VOCITOS Y EMBRIONES PRESENTES EN OVIDUCTOS.

Para el estudio de los oviductos se procedié a seccionar a nivel de la ampula y de la unién
istmo-uterina. Los oviductos fuerom perfundidos con 10 cc de medio Dulbecco Phospate
Buffered Saline (DPBS) con el propdsito de obtener los blastocistos y los ovocitos presentes en

los mismos.

Para la perfusién de los dos oviductos utilizamos una jeringa de 5 c¢ conectada a un catéter
de poliuretano. El volumen de DPBS idoneo es de 10 ml. El catéter utilizado para la perfusion

de los oviductos fue introducidoe en el infundibule. La técnica utilizada para recoger los
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embriones y ovocitos ha sido descrita previamente por Vicente (155), realizindose la perfusion
en una copa conica invertida y abierta por amhos extremos, recogiéndose los embriones en

un tubo estéril.

Posteriormente se procedié al contaje de los ovocitos (NOO) y de los blastocistos presentes en
los oviductos (NBO) y a la evaluacion morfolégica de estos iltimos. Para ello se utilizé un
microscopio de contraste de fases de la casa Nikon modelo Diafot, utilizando una
magnificacion de 40 x 10 aumentos. Se tomaron fotografias de los blastocistos mediante el

uso de una camara acoplada al microscopio.

6.3. ESTUDIO DE LOS OVOCITOS Y EMBRIONES PRESENTES EN LOS CUERNOS UTERINOS.

Una vez separados lo oviductos de los cuernos uterinos, como se ha descrito anteriormente,
una nueva seccion realizada a nivel de la unién vaginal permite separar los cuernos uterinos.
Una vez separados se introduce el catéter de perfusion por el orificio dtero-tubarico que se
origind al realizar la seccion para separar los oviductos de los cuernos uterinos, y se procede

a perfundirlos con DPBS con un volumen de 30 c¢ por cada uno de los cuernos.

De esta forma se obtienen conjuntamente ovocitos y embriones. Posteriormente se procede a
la deteccidn y contaje de los ovocitos (fotografia 5.4.) (NOC: ovocitos en cuernos uterinos), que
no fueron clasificados de acuerdo a su calidad y de los blastocistos (NBC: blastocistos en
cuernos uterinos) obtenidos, utilizando el mismo procedimiento y utillaje descritos en el punto

anterior. Los blastocistos fueron clasificados de la forma en que se expondra mas adelante.



Fotografia 5.3. Ovario y oviducto de coneja en el que se puede observar la presencia
de un foliculo hemorridgico (1) y de un foliculo preovulatorio (2).

Fotografia 5.4. Ovocito de buena calidad en el que se observa un corpisculo polar
integro.
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6.4. ESTUDIO DE LAS TASAS DE FECUNDACION (TF).

La tasa de fecundacion se obtuvo mediante la aplicacion de la siguiente expresion:

TF = [(NBO + NBC } / (NBO + NBC + NOO + NOC)| * 100

0 sea que se calculé como el cociente existente entre el niimero de blastocistos en oviductos

méas el mimero de blastocistos en cuernos uterinos, dividido por la suma del total de

blastocistos y ovocitos (por cien).

6.5. ESTUDIO DE LOS BLASTOCISTOS.

Los blastocistos fueron estudiados y clasificados de acuerdo a los criterios publicados en 1986

por L. Veeck y M. Malony (151) y que de forma resumida son los siguientes:

EMBRIONES GRADO 1i: son embriones con las blastdmeras de igual tamaiio y que no

presentan fragmentacion citoplasmica.

EMBRIONES GRADO 2: son aquellos embriones que poseen blastémeras iguales de

tamaiio pero presentan fragmentacion citoplasmica.

EMBRIONES GRADO 3: son embtriones formados por blastémeras de distinto tamaiio y

que no presentan fragmentacion citoplasmica.

EMBRIONES GRADO 4: son embriones compuestos por blastomeras de distinto tamaio



¥ que, ademas, presentan fragmentacion citoplismatica.

EMBRIONES GRADO 5: sus blastémeras son irregulares y poseen fragmentacién

citoplasmatica. Son embriones degenerados.

En el presente estudio se realizari le evaluacién utilizando tres categorias en relacion a la
calidad de los blastocistos: la primera categoria fueron los embriones de buena calidad, que
agrupa a los embriones de los grados 1 y 2 (E12), embriones de calidad intermedia, que
agrupa a los embriones de los grados 3 y 4; finalmente y como tercera categoria, embriones
grado 5 o degenerados. Las fotografias 5.5, 5.6. y 5.7. muestran embhriones de las tres

categorias, buena calidad, calidad intermedia y embriones degenerados respectivamente.

Fotografia 5.5. Embrién de buena calidad (Grades 1-2}



Fotografia 5.6. Embridén de calidad intermedia (Grados 3-4).

Fotografia 5.7. Embridén degenerado (Grado 5).
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7. ESTUDIO DE IMPLANTACION Y PERDIDAS PRECOCES POSTIMPLANTATORIAS A LOS

14 DIAS DE LA INDUCCION DE LA OVULACION.

Para el sacrificio de las hembras se procedié de forma idéntica que en los grupos sacrificados
a las 72 horas. Una vez separado el tracto genital se procedié a determinar el nimero de
cuerpos luteos (foliculos con cicatriz ovulatoria) en los ovarios, tal y como se ha descrito

previamente en el punto 5.1. {(Fotografia 5.8.)

En Ios dos cuernos uterinos de cada una de las hembras procedimos a contabilizar el nimero
de botomes embrionarios presentes para determinar el niimero de embriones totales (ET);
posteriormente se determind cuantos embriones presentaron un desarrolle saludable, con
vascularizacion tamaiio y aspecto adecuado (ED, embriones en desarrollo) y cuantos estaban

en proceso de reabsorcion, siendo éstos considerados como embriones en regresion (ER).

-EMBRIONES EN DESARROLLO: se presentan como botones embrionarios bien vascularizados
en los que se observa ficilmente 1a presencia de latido cardiaco, expresién de la existencia

de una vesicula cardiogénica funcional. (Fotografia 5.9.).

-EMBRIONES EN REGRESION: se presentan como hotones embrionarios mas pequefios que
los embriones en desarrollo, en proceso de reabsorcion, con una vascularizacion pobre y en

los que no se observa la presencia de latido cardiaco. (Fotografia 5.9.)



Fotografia 5.8. Ovario de coneja sacrificada a los 14 dias de la induccidn de
ovulacién en el que son visibles los cuerpos ldteos.

Fotografia 5.9. Cuerno uterino correspondiente a una hembra sacrificada a los 14 dias
de la induccién de la ovulacidén. Se pueden observar 8 embricnes en degarrollo y un
embrién en regresidén (ER).




CALCULO DE LAS TASAS DE IMPLANTACION

En base a los datos anteriores se procedié a caleular el porcentaje de implantacion (% Imp.)

de acuerdo a la siguiente expresion:

% Implantacion= [(ED+ER)CLF*100

En donde CL es el nimero de cuerpos liteos y ED y ER el niimero de embriones en desarrollo
y en regresion respectivamente, siendo el % de implantacion resultade de dividir la suma de

los embriones en desarrollo y regresion por el nimero de cuerpos liteos, por cien.

CALCULO DE LA TASA PE PERDIDAS PARCIALES A LOS 14 DIAS DE GESTACION.

También se calculd la tasa de pérdidas parciales postimplantatorias a los 14 dias (PP14) de

acuerdo a la expresion:

PP14 = [ER/ED+ER)f*100

Siendo 1a pérdidas parciales a los 14 dias el cociente existente entre el nimero de embriones

en regresion a los 14 dias y la adicién del nimero de embriones en desarrollo y regresion, por

cien.
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8. DETERMINACION DE ESTRADIOL Y PROGESTERONA.

Una vez obtenido el plasma, se centrifugdé a 2500 rpm durante 10 minutos. Todas las muestras
fueron congeladas a -24 grados centigrados hasta ¢l momento de su procesamiento mediante

radioinmunoanalisis.

Cada muestra fue procesada para determinacion de estradiol y progesterona, en el Dpto. de

Fisiologia, Facultad de Medicina, de la Universidad Complutense de Madrid.

Tras la descongelacion del plasma se procedié a agitar la muestra utilizando un agitador de
la marea Heidolph (r). Posteriormente se tomo la cantidad exacta de muestra (100 xl) con una
micropipeta y se deposito en el fondo del tubo del kit para radioinmunoanalisis. Esta cantidad
de muestra corresponde a la cantidad de cada uno de los tubos de 1a curva patron, de tal
forma que se trabajé con el mismo volumen en los tubos con muestra y en los de la curva.
Una vez que todas las muestras estuvieron en sus tubos correspondientes, incluyendo las de
los puntos de la curva patron, se aiiadié la correspondiente hormona mareada y se procedid
a la agitacion de los tubos. Una vez que los tubos permanecieron a temperatura ambiente
durante 3 horas, su contenido fue aspirado utilizando una bomba de vacio y posteriormente
contados en un contador gamma de la empresa Packard, modelo Cobra Autogamma (Dawners

Grove, Illinois, USA)

En relacion a la hormona marcada utilizamos los siguientes voliimenes:
- 1 ml para la progesterona (=62.000 cpm)

-800 pl para el estradiol (=28.000 cpm)
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Ello supuso un % de unidén especifica del 35 % en el anilisis de 1a progesterona y del 49 %

en el del estradigl.

Se practicé una unica determinacion para cada muestra aunque, por ser un factor critico,
para la determinacion de los puntos de la curva patrén se hicieron dos determinaciones de
cada muestra. Ademas, en relacion a la curva patron, en el kit de progesterona se practicaron

tres puntos adicionales, intermedios entre los aconsejados por el fabricante.

El rango de la curva patrén fue para cada esteroide:
-Progesterona: desde 5 hasta 4.000 pg/ml

-Estradiol: desde 5 hasta 3.600 pg/ml

El sistema comercial de RIA wutilizado fue el COAT-A-COUNT KIT (Diagnostics Products

Corporation, Los Angeles, California, USA) cuyas caracteristicas fueron las siguientes:

*ESTRADIOL:
SENSIBILIDAD: 0,8 pg/mi
VARIACION INTRAENSAYO: 5 %.
*PROGESTERONA:
SENSIBILIDAD: 0,05 ng/ml

VARIACION INTRAENSAYO: 3 %.
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9. ANALISIS ESTADISTICO.

Se realizd un estudio descriptivo en cada uno de los grupos (PMSG+LHr y PMSG+hCG). Los

resultados obtenidos vienen expresados por la media y su error estandar (x + SEM).

Previamente al estudic analitico se ha realizado el test de Kolmogorov-Smirnov como prueba

de ajuste a una distribucion de Gauss.

El nivel de significacién estadistica se establecio en alfa = 0,05.

Para la realizacion del analisis estadistico utilizamos la base de datos biostadistica Sigma.

ESTUDIO DE LAS ESTRUCTURAS FOLICULARES EN LOS OVARIOS.

Se procedié a realizar un estudio descriptivo de cada uno de los grupos (LHr o hCG),

calculindose 1a media y el error estandar para cada uno de los siguientes parametros:

-Ntimero de cuerpos luteos (72 horas y 14 dias).
-Nimero de foliculos preovulatorios (72 horas).

-Nimero de foliculos hemorragicos (72 horas).

Se compararon los valores obtenidos por ambos grupos del estudio (LHr vs hCG) mediante el

test de Student para muestras independientes.
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ESTUDIO DE LOS OVOCITOS, EMBRIONES Y TASAS DE FECUNDACION.

En los subgrupos de hembras saerificados a las 72 horas efectuamos el estudio de los

siguientes parametros:

-Niimero de blastocistos en oviducto.
-Nimero de blastocistos en cuernos.
-Nimero de ovacitos en oviductos.
-Numero de ovocitos en cuernos.

-Tasa de fecundacion.

Se procedié de igual forma que para los parametros ovaricos. La tasa de fecundacién fue
tratada como media de porcentajes, procediéndose a calcular también la media y el error
estandar medio y comparandose ambos grupos (LHr vs hCG) mediante el test de Student para

muestras independientes.

ESTUDIO DE LOS PARAMETROS HORMONALES.

En las hembras sacrificadas a las 72 horas se tomaron muestras para determinacion de
estradiol y progesterona. Los parametros hormonales fueron estudiados mediante la prueba
de Student y adicionalmente se practicd el analisis de 1a varianza de una via para series
repetidas, con el fin de valorar los niveles de progesterona y estradiol en los distintos tiempos

de determinacién, 0, 24, 48 y 72 horas post-induccion de 1a ovulacién con hCG o LHr.

Cuando el analisis de 1a varianza resulté significative, se realizaron comparaciones de niveles
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a cada tiempo respecto del nivel basal mediante test de Student para muestras apareadas,

previa realizacion de la correccion de Bonferroni.

En el caso de Ia progesterona se ha utilizado una transformacion de tipo logaritmico como
correccion a la dispersién observada en sus valores. Igualmente se ha procedido en las

relaciones en las que 1a progesterona era uno de los componentes de la expresion.

ESTUDIO DE IMPLANTACION Y PERDIDAS PARCIALES POSTIMPLANTATORIAS.

En los subgrupos de hembras sacrificadas a los 14 dias se procedié a estudiar los siguientes

parametros y tasas:

-Nimero de embriones en desarrollo.
-Nimero de embriones en regresion.
-Nimero de embriones totales.
‘Tasa de implantacion.

-Tasa de pérdidas parciales a los 14 dias.

La tasa de implantacion y la de pérdidas parciales postimplantatorias a los 14 dias fueron

tratadas como medias de porcentajes, siendo analizadas, como en el caso de los datos

numéricos, de 1a misma forma que para los parimetros ovaricos, ovocitarios y embrionarios.

ESTUDIO DE CORRELACIONES.

Con la finalidad de observar la posible relacién entre los diferentes parametros del estndio
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se ha realizade un analisis de correlacion de Pearson entre las variables del estudio.
[tilizamos un método de correlaciones miltiples con el fin de elaborar unas tablas matriz que

reflejen las posibles relaciones.

Los datos correlacionados fueron los correspondientes a los grupos que recibieron LHr y hCG,

tanto los subgrupos estudiados a las 72 horas, como a los 14 dias postinducecion de la

ovulacion.

También procedimos a estudiar las relaciones existentes entre los datos obtenidos a los 14
dias de la administracion del agente inductor de la ovulacién y los siguientes de los obtenidos

a las 72 horas, tanto en el grupo LHr como en el hCG:

-Progesterona a las 24 horas.
-Progesterona a las 48 horas.
-Estradiol a las 24 horas.
-Estradiol a las 48 horas.
-Embriones de buena calidad.
-Embriones de calidad intermedia.

-Embriones degenerados.

Independientemente del grado de significacion estadistica del coeficiente de correlacion, en
el presente estudio consideramos un buen nivel de relacion cuando el coeficiente de

correlacion es igual o mayor a +/- 0,7.



6. RESULTADOS



1. ESTUDIO DESCRIPTIVO Y COMPARATIVO.
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L1. ESTUDIO DE LOS DATOS OVARICOS Y EMBRIONARIOS OBTENIDOS EN LAS

HEMBRAS SACRIFICADAS A LAS 72 HORAS DE LA INDUCCION DE LA OVULACION.

En total se estudiaron 20 hembras sacrificadas 72 horas después de la induccién de la
ovulacién, con PMSG y la maduracion final del ovocito, de Ias que 10 recibieron LH
recombinante y otras 10 hCG. De las 10 hembras que recibieron LH 1a ovulacion se produjo en
9, mientras que entre las 10 en que se administréo hCG ovnlaron 8. Por lo tanto para algunos
de los parametros biolégicos analizados, que son consecuencia directa de la ovulacion, el
tamafio de la muestra utilizado para el analisis estadistico depende del nimero de animales

con ovulacion positiva en cada grupo.

En la tabla 6.1. se muestra el mimero de animales de cada grupo en los que tras el sacrificio
realizado a las 72 horas existian cuerpos luteos (CL), foliculos hemorragicos (FH), foliculos
preovulatorios (FP} y el potencial ovulatorio (Pot) resultado de la adicion del nmamero de
cuerpos liateos + foliculos preovulatorios; en relacion a los gametos y blastocistos la tabla
muestra para cada grupo los animales que presentaron blastocistos en oviducto (BO),
blastocistos en cuernos uterinos (BC) y ovocitos en cuernos uterinos (0C). Ninguna hembra
presentd ovocitos en oviducto. En consecuencia no haremos mas referencia a este parametro
en este apartado. Por iltimo se expresa el nimero de hembras de cada grupo con embriones
de buena calidad (E1-2), embriones de calidad intermedia 3 y 4 (E3-4) y embriones degenerados

(E5).
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CL FH Fp Pot BO BC oC E1-2 E3-4 E5

LHr 9 4 9 10 3 8 5 9 9 4

hCG 8 7 4 10 8 4 7 8 8 8

Tabla 6.I. Nimero de animales que recibieron LHr o hCG en los que se determind
la existencia de los parametros sefialados. CL: cuerpos liteos; FH: foliculos
hemorridgicos; FP: foliculos preovulatoriocs; Pot: cuerpos litecs+foliculos
preovulatoriocg (potencial ovulatorio); BO: blastocisteos en oviductos; BC:
blastocistos en cuernos uterinos; 0QOC: ovocitos en cuernos; El-2: embriones
grados 1 y 2; E3-4: embriones grados 3 y 4; E%: embriones degenerados.

La tasa de recuperacion, definida como el niimero total de gametos y zigotos recuperados en
relacion al niimero de cuerpos liteos y expresada en porcentaje, fue del 100 % en las hembras

sacrificadas a las 72 horas, tanto en la poblacién que recibié hCG como en la que recibié LHr.

1.1.1. CUERPOS LUTEOS.

El nimero medio de foliculos que ovularon y sufrieron una transformacién en cuerpo liteo
fue para el grupo tratado con LH de 8,1 + 0,87, mientras que para el grupo hCG fue de 13,1
+ 0,76. La diferencia alcanzé una elevada significacion estadistica con una p <0,001 (Tabla

6.IL, Figura 6.1.).
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1.1.2. FOLICULOS PREGVULATORIOS.

La presencia de foliculos gque no habian llegado a ovular con el tratamiento y que, cuando se
realizo el estudio a las 72 horas, se encontraban en estadio preovulatorio mostré diferencias
importantes entre los dos grupos de tratamiento. En el grupo tratado con LH la media fue de
8,2 £ 1,43 mientras que para el grupo tratado con hC@ la media fue notablemente inferior,

situandose en 1,8 + 0,85. La diferencia fue altamente significativa (p< 0,01) (Tabla 6.11,

Figura 6.1.).

1.1.3. FOLICULOS HEMORRAGICOS.

La media observada de foliculos hemorrigicos fue semejante en ambos grupos de
tratamiento, siendo de 3,6 + 1,5 para el grupo tratado con LH y de 3,9 + 2,13 para el tratado

coni hCG (Tabla 6.11., Figura 6.1.).

Parametro Grupo LH Grupo hCG P
(¥ + SEM) (X + SEM)

C. LGteos 8,1+0,87 13,1+0,76 0,0006767 p<0,001
F. hemorriag. 3,6+1,50 3,9+42,13 0,90978 NS

F. preovulat. 8,2+1,43 1,8+0,85 0,0012244 p<0,01
C. Liteos + 15,5+1,43 12,3+1,25 0,11128 NS

F. preovulat,

Tabla 6.II. Parametros ovaricos estudiados en ambos grupos de tratamiento, LHr
Yy hCG.
NS: no significativo.



PARAMETROS OVARICOS A LAS 72 HORAS

20

s p<o.oo1_| —l—

10

teos F. hemorrag. F. preovula. C.Lateos+F.preovu.

i
i
¥}

C. L

M Grupo LHr (x = SEM) Il Grupo hCG (X = SEM)

Figura6.1.

1.1.4. ESTUDIO DEL POTENCIAL OVULATORIO.

El potencial ovulatorio {(cuerpos liteos + foliculos preovulatorios) presenté unos valores
medios de 15,5 + 1,43 en el grupo LH, siendo en el grupo hCG de 12,3 + 1,25, no existiendo

diferencias estadisticamente significativas entre ellos (Tabla 6.IL, Figura 6.1.).

1.1.5. ESTUDIO DE LOS BLASTOCISTOS PRESENTES EN OVIDUCTOS.

El nimero medio de blastoeistos en los oviductos fue mayor en el grupo tratado econ hCG que
en el tratado con LH. Asi en éste ultimo fue de 2,4 + 1,43 blastocistos mientras que en el de
hCG fue de 9,0 + 1,86. La diferencia alcanzé significacion estadistica (p <0,05) (Tabla 6.II1,

Figura 6.2.).
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1.1.6. ESTUDIO DE LOS BLASTOCISTOS PRESENTES EN L0S CUERNOS UTERINOS.

En el grupo tratado con LH el niimero de blastocistos presentes en los cuernos uterinos a las
72 horas de la administracion de la hormona fue de 5,1 £+ 0,94. Para el grupo tratado con hCG
la media fue de 2,9 £ 1,21. A pesar del mayor namero de blastocistos presentes en cuernos
para los casos tratados con LH, la diferencia no alcanzd significacion estadistica (Tabla 6.IIL.,

Figura 6.2.)

1.1.7. ESTUDIO DE LOS OVOCITOS PRESENTES EN LOS CUERNOS UTERINOS.

Los ovocitos presentes en los cuernos uterinos ofrecieron, para el grupo tratado con LH, una
media de 0,5 + 0,17; en el grupo hCG la media fue superior, concretamente 1,2 + 0,25. La

diferencia mostrd significacién estadistica (p < 0,05) (Tabla 6.1, Figura 6.2).

1.1.8. TOTAL DE EMBRIONES.

El nimero total medio de embriones fue de 7,6+0,97 en el grupo LHr y de 11,9+0,97 en el

grupoe hCG. La diferencia resultd estadisticamente significativa (Tabla 6.IIL.)

1.1.9. ESTUDIO DE LAS TASAS DE FECUNDACION

La tasa de fecundacién media ([NBO+NBC|/[NBC+NBO-+NOC}*¥100) fue, para el grupo de animales
en los que se indujo la ovulaciéon con LH, del 91,1 + 3,17 % (media de porcentajes); en el grupo
tratado con hCG fue ligeramente inferior, situindose en el 89,6 + 2,48. No se detectd diferencia

estadisticamente significativa entre los grupos (Tabla 6.11L, Figura 6.2).



Parametro Grupo LH Grupo hCG P

{(x + SEM) {X +SEM)
NBO 2,4 £ 1,43 9,0 + 1,86 0,01281 P<0,05
NBC 5,1 + 0,94 2,9 + 1,21 0,16324 NS
NocC 0,5 + 0,17 1,2 + 0,25 0,035264 P<0, 05
NBTot 7,6 + 0,97 11,9 + 0,97 0,007 p<0,01
TF (%) 91,1 + 3,17 85,6 &+ 2,48 0,71205 NS

72

Tabla 6.III. Comparaciém de los blastocistos y ovocitos presentes en los

oviductos y cuernos uterinos de los animales tratados con LHr o con hCG.
NBO: numero de blastocistos en oviductos.

NBC: numeroc de blastocistos en cuernos uterinos.
NOC: nimerc de ovocitos en cuernos uterinos.

NBTot: blastocistos totales
TF: tasa de fecundacidn
NS: no significativo.

<nns-|

NBO NEC NOC

¥ Grupo LHr (2 + SEM) B Grupo BEG (X + SEM}

ESTUDIO DE LOS OVOCITOS Y EMBRIONES A LAS 72 HORAS
POSTINDUCCION DE LA OVULACION.
TASAS DE FECUNDACION.

%

TASK OE FECUNDACION

Figura 6.2.
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1.1.10. ESTUDIO DE LA CALIDAD EMBRIONARIA.

Para el estudio de los embriones, estos se agruparon en 3 categorias distintas, de mayor a
menor calidad, que fueron: embriones de buena calidad (gradoes 1y 2), embriones de calidad
intermedia (grados 3 y 4) y finalmente embriones de grado 5 o degenerados. Todos los

porcentajes que se expresan a continuacion son medias de los mismos.

El estudio de la calidad embrionaria mostrg, para el grupo tratado con LH los siguientes
resultados: el 67,8 + 5,26 % de los embriones fueron de grado 1-2; el 26,6 + 4,85 % lo fueron
de grado 3-4 y unicamente el 5,6 + 2,25 % fueron embriones degenerados (embriones grado

).

En el grupo tratado con hCG los resultades difirieron notablemente en relacién al grupo LH.
Asi los embriones de grado 1y 2 supusieron el 33,5 + 3,01 % del total; los embriones de grado

2 y 3 fueron el 34,1 + 3,26 %, mientras que los degenerados (grado 5) fueron el 27,3 + 4,7 %.

Las diferencias observadas en relacion a 1a calidad embrionaria entre los grupos alcanzé
significacion estadistica, tanto para los embriones de mejor calidad (Grados 1-2), que
supusieron un porcentaje significativamente superior en el grupe tratado con LH (p <0,001)
en relacién al grupo tratado con hCG, como para los embriones degenerados (grado 5),
resultando una proporcion significativamente mayor en el grupo tratado con hCG en

comparacién con el grupo tratado con LH (p <0,01) (Tabla 6.1V., Figura 6.3.)
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Parametro Grupo LHr Grupo hCG P

(X + SEM) (X + SEM)
Embriocnes 67,8 £ 5,26 33,5 & 3,01 0,00006692 p<0,001
grado 1-2 (%)
Embriones 26,6 + 4,85 34,1 + 3,26 0,23208 NS
grado 3-4 (%)
Embricnes 5,6 + 2,25 27,3 + 4,7 0,0016498 p<0,01
Grado 5 (%)
(degenerados)

Tabla 6.IV. Grado de calidad embrionaria obtenida tras cada uno de los
tratamientos, LH o hCG.
NS: no significativo

[ ESTUDIO DE LA CALIDAD EMBRIONARIA A LAS 72 HORAS

% 0,001
80 r’.- < 0,001 —
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1-2 3-4 5

M Grupo LHr (x + SEM) l Grupo hCG (X = SEM)

Figura 6.3.
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1.2. ESTUDIO HORMONAL HASTA LAS 72 HORAS POSTINDUCCION DE LA OVULACION.

1.2.1. ESTRADIOL

Los niveles de estradiol mostraron un perfil bifasico, con un descenso inicial respecto a los
valores preovulatorios y un ascenso posterior en el que se alcanzaron valores superiores a
los preovilatorios 4 las 72 horas del desencadenamiento de 1a ovulacion. Este fenémeno se

produjo en los dos grupos de tratamiento, LH y hCG.

En el grupo LH el valor preovulatorio del estradiol sérico fue de 21,8 + 47 pg/ml,
alcanzandose su valor minimo a las 24 horas que resulté ser de 9,5 + 1,7 pg/ml. A partir de
ese momento se inicié un ascenso que aleanzé un maximo de 23,9 £+ 3,2 pg/ml a las 72 horas
de Ia administracion de la LH (Tabla 6.V.). Considerado el grupo de forma giobal, el analisis
de la varianza puso de manifiesto que, tanto el descenso inicial como el posterior ascenso de
los niveles de estradiol, fueron estadisticamente significativos respecto a sus valores
preovulatorios (p < 0,05). No se encontro significacion estadistica cuando se estudié cada uno
de los momentos en que se determind esta hormona en relacion al valor preovulatorio {Figura

6.4.).

En el grupo tratado con hCG el nivel preovulatorio de estradiol fue de 19,1 + 3 pg/ml. A
diferencia del grupo tratado con LH, en éste el valor minimo de estradiol se detecté a las 48
horas siendo de 10,1 £ 2 pg/ml. A las 72 horas los niveles de este esteroide fueron de 26,3 +

5,1 pg/ml (Tabla 6.V.). Globalmente tanto el descenso inicial como el incremento posterior
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fueron estadisticamente signifieativos (p < 0.01; ANOVA).

Cuando se analizé cada uno de los valores postovulatorios del estradiol en relacin a los
valores precovulatorios se pudo constatar que, tanto a las 24 como a las 48 horas, el descenso
mostro la existencia de diferencias estadisticamente significativas (p = 0,016 y p = 0,006

respectivamente) (Figura 6.5.).

Aunque los niveles minimos de estradiol se alcanzaron en momentos distintos, no se
fletectaron diferencias estadisticamente significativas entre el grupo tratado con LH y el

grupe tratado con hCG, en ninguno de los momentos en que se determiné este esteroide.

Tiempo de Grupoc LHr Grupc hCG P
determinacidn {(pg/ml) (pg/ml)

(X + SEM) (X + SEM)
0 horas 21,8+4,7 19,1+3,0 0,63788 NS
24 horas 9,5+1,7 11,8+1,3 0,29664 NS
48 horas 11,1+2,1 10,1+2,0 0,71702 NS
72 horas 23,9+3,2 26,3+5,1 0,69595 NS

Tabla 6.V. Valores medios de estradiol sérico previos a la adminiatracién de
LHr (n=10) o de hCG (n=10) y evolucidn posterior en cada uno de loa grupos.

NS: no significativo.
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EVOLUCION DEL ESTRADIOL TRAS LA ADMINISTRACION DE hCG.
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Figura 6.5.
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progesterona considerado globalmente resulté estadisticamente significativo (p < 0,001;
ANOVA). El incremento operado por esta hormona respecto a la basal resultd significativo
tanto a Ias 24 horas (p = 0,0006) como a las 48 horas {(p = 0,00009) y a las 72 horas (p =0,001)

(Figura 6.7.),

Cuando se estudiaron las diferencias existentes entre el grupo tratado con LH y el grupo
tratado con hCG, se pudo establecer que los niveles de progesterona a las 24 horas
postovulacion fueron significativamente mayores en el grupo tratado con hC& que en el grupo
tratado con LH (p < 0,05). No se detectaron diferencias estadisticamente significativas ni a

las 48 ni a las 72 horas entre los dos grupos (Tabla 6.VI.)

Tiempo de la Grupo LHr Grupo hCG P
determinacién (pg/ml) (pg/ml)

(X + SEM) (% + SEM)
0 horas 356,3%+ 76,9 169,0+ 32,9 0,15282 NS
24 horas 272,5+ 42,7 537,0¢ 95,8 0,02017 p<0,05
48 horas 9502,0+150,6 1131,0+146,1 0,37093 NS
72 horas 1265,5+234,6 1381,5+230,9 0,95542 NS

Tabla 6.VI. Valores de progesterona previcos a la administracién de LHr (n=10)
y de hCG (n=10) y evolucién posterior de los mismos (valor de P calculado
mediante transformacidén logaritmica.}

N8: no significativo.
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1.2.3. RELACION ESTRADIOL/PROGESTERONA

La relacion estradioliprogesterona mostré una reduccion respecto a su valor preovulatorio en

ambos grupos de tratamiento, LH y hCG.

En el grupo tratado con LH 1a relacién estradiol/progesterona preovulatoria fue de 0,16 + 0,08.
A las 24 horas mostré una reduccion que alcanzé su minimo a las 48 heras, momento en que
el valor de este cociente fue de 0,01 + 0,0001. A las 72 horas operd un ligero incremento
(Tabla 6.VIL) El analisis de la varianza no puso de manifiesto la existencia de cambios
estadisticamente significativos, ni considerando los datos globalmente, ni en cada uno de las

determinaciones postovulatorias respecto a la preovulatoria (Figura 6.8.).

En el grupo tratado con hCG la relacién estradiol/progesterona antes de la administracion de
1a hormona fue de 0,13 = 0,06. La evolucion de esta relacion fue paralela a la observada en
el grupo tratado con LH: a las 24 horas habia descendido a 0,03 + 0,0056 alcanzandose sus
valores minimos a las 48 horas en que fue de 0,01 & 0,002, para posteriormente, a las 72
horas, incrementarse levemente (Tabla 6.VIL) En este grupo de tratamiento las variaciones
globales de la relacion estradiol/progesterona aleanzaron significacién estadistica (p <0,01;
ANOVA), aunque la comparacién individual de cada uno de los valores postovulatorios con el
valor previo a la administracién de la hCG no mostré la existencia de diferencias

estadisticamente significativas (Figura 6.9.).
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No se detectd la presencia de diferencias estadisticamente significativas cuando se analizaron

los distintos valores del cociente estradiol/progesterona entre los grupos tratados con LH y

h(G.

Tiempo de Grupo LHr Grupo hCG P
determinacién (x + SEM) (x + SEM)

0 horas 0,1640,08 0,19+0,06 0,3167 NS
24 horas 0,04+0,01 0,03+0,006 10,2444 NS
48 horas 0,01+0,0001 0,01+0,002 0,1379 NS
72 horas 0,03+0,0006 0,04+0,02 0,972 NS

Tabla 6.VII. Valores de los cocientes estradiol/progesterona en el grupc que
recibidé LHr (n=10) y en el que recibid hCG (n=10)
NS: no gignificativo {(valor de P: transf. logaritmica)

EVOLUCION DEL COCIENTE ESTRADIOL/PROGESTERONA TRAS
LA ADMINISTRACION DE LHr.

N.S. (ANOVA)
0,3
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0,1

0,05 e
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o,

"‘Mw.
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Figura 6.8.
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EVOLUCION DEL COCIENTE ESTRADIOL/PROGESTERONA TRAS
LA ADMINISTRACION DE hCG.

03 p < 0,01 (ANOVA)
0,25 —_

0,2
0,15

0,1

N
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0,05 N
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0 24 48 72 horas
Figura 6.9.

1.2.4. PROGESTERONA EN RELACION A LOS CUERPOS LUTEOS.

La progesterona por cuerpo liteo operd un incremento postovulatorio en ambos grupos de
tratamiento, especialmente importante a partir de las 48 horas de la administracion de la LH

0 de la hCG.

En el grupo tratado con LH el cociente de la progesterona/cuerpos lateos (observados a las
72 horas) fue de 48,4 £ 13,1 pg por cuerpo liteo (CL), tras un descenso no significativo a las
24 horas (39,1 + 7,4 pg/CL), se produjo un incremento de sus valores a las 48 horas hasta
113,6 £ 16,1 pg/CL y a las 72 horas hasta 160,1 + 24,5 pg/CL (Tabla 6.VIIL). Las variaciones
en este cociente respecto a sus valores previos, consideradas globalmente, mostraron

significacion estadistica (p <0,01; ANOVA). A las 72 horas de la administracién de la LH la
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progesterona por cuerpo liteo fue significativamente superior a la preovulatoria (p=0,005)

(Figura 6.10.).

En el grupo tratado con hCG el cociente progesterona/cuerpo liteo en el momento 0 fue de 12,5
* 2,9 pg/CL. Al contrario de lo sucedido en el grupo LH, a las 24 horas mostrd un incremento
de sus valores hasta 51,7 + 11,8 pgiCL, que fue significativo respecto a los valores
preovulatorios (p=0,003). A las 48 horas fue de 1025 + 6,6 pg (p=0,000001 respecto a valores
preovulatorios), y a las 72 horas fue de 1295 + 8,6 pg (p=0,0000024). Globalmente el
incremento de la progesterona por cuerpo hiteo alcanzd significacion estadistica (p <0,01;

ANOVA) (Tabla 6.VIIL, Figura 6.11.).

El cociente progesterona/cuerpo liteo en el momento 0 fue significativamente mayor en el
grupo LH que en el hC& (p <0,05). Aunque el perfil de la progesterona por cuerpo liteo fue
distinto en cada grupo de tratamiento, con valores superiores para el grupo hCG a las 24
horas, e inferiores a las 48 y 72 horas respecto al grupo LH, las diferencias existentes entre

los grupes no mostraron significacion estadistica (Tabla 6.VIIL).

Tiempo de Grupo LHr Grupo hCG P
determinacidén pg/CL pg/CL

(X + SEM) {X + SEM)
0 horas 48,4+13,1 12,5+ 2,9 0,02956 p<0,05
24 horas 39,0+ 7,4 51,7+11,8 0,32444 NS
48 horas 113,6+16,1 102,51+ 6,6 0,91333 NS
72 horas 160,1124,5 129,54+ 8,6 0,57688 NS

Tabla 6.VIII. Evolucidén de la progesterona por cuerpeo liiteo en las 9 conejas
del grupc LHr y en las 8 del grupo hCG que mostraron cuerpos liteos a las 72
horas de la administracidén de la hormona corresgpondiente (valor de P:
transformacidén logaritmica)

CL: cuerpo lidteo NS: no significative.
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1.2.5. RELACION DE LA PROGESTERONA CON EL POTENCIAL OVULATORIO.

La relacion progesterona/potencial ovulatorio (cuerpos liteos + foliculo preovulatorios -Pot;)
muestra un ineremento a las 72 horas en ambos grupos de tratamiento, aunque el

comportamiento es distinto en cada uno de los grupos.

En el grupo de animales tratado con LH los valores preovulatorios fueron de 25,1 + 6,2 pg/Pot.
descendiendo a las 24 horas de su administracion (19 + 4,2 pgiPot.) e incrementindose
posteriormente hasta 61 = 9,9 pg/Pot a las 48 horas (p = 0,004 respecto a valores
preovulatorios) y a 83 + 13,1 pg/Pot a las 72 horas (p=0,001). Globalmente las variaciones

fueron estadisticamente significativas (p <0,01) (Tabla 6.IX,, Figura 6.12.)

En el grupo de animales tratados con hCg, a diferencia del grupo tratado con LH, 1a relacion
progesterona/potencial ovulatorio ya se habia incrementado a Ias 24 horas respecto a la basal
(46,5 + 9 vs 17,6 + 5,8 pg) siendo los incrementos estadisticamente significativos respecto al
valor preovulatorio a las 48 horas (30 + 8,2 pg; p=0,00005) y a las 72 horas (104 + 14,4 pg;
p=0,0008). Las variaciones globales postovulatorias fueron significativas (p <0,01) (Figura

6.13).

El incremento de este parimetro fue significativamente mayor en el grupo tratado con hCG
que en el tratado con LH a las 24 horas (p <0,05) y casi significativo a las 48 horas (p <0,1),

perdiéndose toda significacion a las 72 horas (Tabla 6.1X.).
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Tiempo de Grupo LHr Grupo hCG P
determinacién pg/Pot pg/Pot

(X + SEM) (X + SEM)
0 horas 25,1+ 6,2 17,5+ 5,8 0,47185 NS
24 horas 19,0+ 4,2 46,5+ 59,0 0,02243 p<0,01
48 horas 61,0+ 9,5 90,5+ 8,2 0,0531s p<0,1
72 horas 83,0+13,1 104,3+14,4 0,09687 NS

Tabla 6.IX. Valores de 1la progesterona por cuerpe liditeo + foliculo
preovulatorio (potencial ovulatorio) en los animales que recibieron LHr (n=10)
y hCG (n=10) (Valor de P: transf. logaritmica)

Pot: potencial ovulatorio {(CL+FP).

NS: no significativo.

EVOLUCION DE LA PROGESTERONA EN RELACION AL POTENCIAL
OVULATORIO TRAS LA ADMINISTRACION DE LHr.
pg/Pot.Ov. p < 0,01 (ANOVA)
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Figura 6.12 |
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1.2.6. OTRAS RELACIONES DE LOS PARAMETROS HORMONALES Y BIOLOGICOS

NIVELES DE ESTRADIOL MAXIMOS EN RELACION A LA PRESENCIA DE FOLICULOS

PREOVULATORIOS.

En el grupo tratado con LH, los niveles de estradiol alcanzados a las 72 horas por foliculo
preovulatorio (FP) fue de 2 + 0,6 pg. En el grupo tratado con hCG el valor de esta expresion
fue de 10,3 + 5 pg/FP; a pesar de la gran diferencia existente entre uno y otro grupo ésta no
llegé a alcanzar significacion estadistica debido a la dispersion de los valores presentados

por el grupo hCG (Tabla 6.X. Figura 6.14.).
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Grupo LHr Grupo hCG P
pg/FP pg/FP
(X + SEM) (X + SEM)
Estradiol 72 h/FP 2,0 + 0,6 10,3 + 5,0 0,22208 NS

Tabla 6.X. Estradiol por foliculc preovulatorio a laa 72 horas de 1la
administracién de la LHr (n=9) o de la hCG {(n=4).

FP: foliculos preovulatorios.

NS: no significativo.

NIVELES DE ESTRADIOL MAXIMOS EN RELACION A LA PRESENCIA DE CUERPOS LUTEOS.

A las 72 horas de la administracion de la LH, el estradiol por cuerpo liteo (CL) fue mayor que
a las 72 horas de la administracion de la hC¢ (32 + 0,43 pgiCL vs 2,1 + 042 pg/CL
respectivamente. La diferencia casi llegé a alcanzar significacién estadistica (p=0,096753)

(Tabla 6.X1. Figura 6.14.).

Grupo LHr Grupo hCG P
.pg/CL _pPg/CL
{(x + SEM) {x + SEM)
Estradiol 72 h/CL 3,2 + 0,4 2,1 + 0,4 0,096753 «<0,1%*

Tabla 6.XI. Estradiol por cuerpo liteo a las 72 horas de la administracidn de
la LHr (n=9%) o de la hCG (n=8).

CL: cuerpos liteos.

*: cagi significativo.

NIVELES DE ESTRADIOL MAXIMOS Y POTENCIAL OVULATORIO.

Los niveles de estradiol a las 72 horas, en relacion al nimero de foliculos preovulatorios y

cuerpos liteos (Pot), fue para la LH y para la hCG de 1,7 + 0,27 pg/Pot y de 2,1 + 0,32 pg/Pot
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respectivamente, no existiendo diferencia estadisticamente significativa entre los mismos

(Tabla 6.XII., Figura 6.14.)

Grupc LHr Grupo hCG P
pg/Pot pg/Pot
(x + SEM) (x + SEM)
Estradiocl 72 h/Pot 1,7 + 0,3 2,1 £+ 0,3 0,31046 NS

Tabla 6.XII. Estradiol por cuerpo liteo a las 72 horas de la administracidn
de la LHr (n=10) o de la hcG (n=10}.

Pot: cuerpos ldtecs+foliculos preovulatorics.

NS: no significativo.

ESTRADIOL A LAS 72 HORAS EN RELACION EL NUMERO DE
FOLICULOS PREOVULATORIOS, CUERPOS LUTEOS Y POTENCIAL

OVULATORIO
— NS
15 _I
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l_ NS —l
5 NS
7
- | .
0 . —— i .. . —

Estradlol/FP Estradiol/CL Estradlol/PO
M Grupo LHr (x = SEM) Il Grupo hCG (X = SEM)

NS: no signiticativo Figura 6.14.
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1.3. ESTUDIOS DE IMPLANTACION A LOS 14 DIAS.

En total se estudiaron 20 conejas a los 14 dias, diez de las cuales recibieron LH recombinante
y las 10 restantes hCG. Nueve de las conejas tratadas con LHr ovularon, mientras que las 10
tratadas con hCG alcanzaron la ovulacién. Consecuentemente los calculos y el analisis
estadistico relativos a los embriones totales, embricnes en desarrollo, embriones en regresion,
porcentajes de implantaciéon y pérdidas parciales a los 14 dias, se realizaron sobre 9 animales

del grupo tratado con LHr y sobre la totalidad (10) del grupo tratado con hCG.

1.3.1. FOLICULOS CON OVULACION; CUERPOS LUTEOS.

Fl grupo tratado con LH presenté una media de foliculos con ovulacion, determinados por la

presencia de sus correspondientes cuerpos liteos, de 9,7 + 1,1.

En el grupo tratadoe con hCG la media de cuerpos hiteos fue de 13,4 + 1,3.

El niimero de cuerpos liteos en el grupe hCG resulto ser significativamente mayor que en el

grupo LH (p <0,05) (Tabla 6.XIIL Figura 6.15.)

1.3.2. EMBRIONES TOTALES.

El nimero medio de embriones totales por coneja fue, en el grupo tratado con LHr de 9,3 &

1 embriones por animat.
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En el grupo tratado con hCG 1a media de embriones totales fue de 12 + 1,2.

No existieron diferencias estadisticamente significativas entre el grupo que recibio LHr y el

que recibié hC& en relacién a este parametro (Tabla 6.XIIL, Figura 6.15.)

1.3.3. EMBRIONES EN DESARROLLO.

En el grupo de conejas que recibio LHr el nimere medio de embriones en desarrollo en los

cuernos uterinos fue de 8,4 + 1,1.

El grupo tratado con hCG, a los 14 dias de la administracién de la hormona, dié una media

de 11 £+ 1,1 embriones en desarrollo.

No existieron diferencias estadisticamente significativas entre los grupos (Tabla 6.XIII., Figura

6.15.)

1.3.4. EMBRIONES EN REGRESION.

El estudio de este parametro en el grupo tratado con LHr puso de manifiesto la presencia de

una media de 0,9 + 0,3 embriones en regresion a los 14 dias de la ovulacién.

En el grupo tratado con hCG la media de embriones en regresion fue de 1 + 0,3.

No se hallaron diferencias estadisticamente significativas entre los dos grupos de tratamiento
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(Tabla 6.XIII. Figura 6.15.).

Parametro Grupo LHr Grupo hCG P

(X + SEM) (x + SEM)
Cuerpos 9,7 + 1,1 13,4 + 1,3 0,03978 p<0, 05
liteos.
Embriones en 8,4 + 1,1 11,0 + 1,1 0,11822 NS
desarrollo.
Embriones en 0,9 + 0,3 1,0 + 0,3 0,78457 NS
regresion
Embriones 9,3 + 1 12,0 + 1,2 0,10724 NS
totales
% de im- 96,9 + 1,6 89,4 + 2,5 0,02405 P<0, 05
plantacidn.
Pérdidas 10,2 + 3,3 8,6 + 2,5 0,70149 NS
parciales

a los 14 d.

Tabla 6.XIII. Resultados del estudic de implantacidén a los 14 dias.
NS: no significativo.

1.3.5. PORCENTAJE DE IMPLANTACION.

El porcentaje de implantacion medio (JCL{ED+ER)}J/CL) en el grupo de conejas tratadas con LHr

fue del 96,9 + 1.6 %.

En el grupo tratado con hCG el porcentaje de implantacion medio fue del 83,4 + 2,5 %.

El porcentaje de implantacion resulté ser significativamente mas alto para el grupo tratado



con LHr (p <0,05) (Tabla 6.XIIL, Figura 6.16.)

1.3.6. PERDIDAS PARCIALES A LOS 14 DIAS.
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El porcentaje de pérdidas parciales (ERJED+ER[¥100) a los 14 dias de la induccién de la

ovulacion con LHr fue del 10,2 + 3,29 %.

En el grupo tratado con hCG las pérdidas parciales fueron del 8,6 + 25 %.

No existieron diferencias estadisticamente significativas entre los dos grupos de tratamiento

{(Tabla 6.XIIL, Figura 6.16.).
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1.4. TASA DE OVULACION Y CUERPOS LUTEOS EN EL TOTAL DE LA EXPERIENCIA.

La tabla 5XIV. refiere 1a tasa de ovulacion y la media de cuerpos liteos (foliculos con
ovulacion) que se obtienen cuando se consideran conjuntamente los 20 animales que recibieron
LH y los 20 que recibieron hCG, al adicionar los animales estudiados hasta las 72 horas y los

estudiados hasta los 14 dias.

El niimero de conejas que ovularon fue del 90 % en ambos grupos, LHr y hCG. El namero de
foliculos con ovulacion y transformacién litea fue mayor en el grupo gque recibié hCG gue en

el que recibio LHr, siendo la diferencia altamente significativa (p <0,01).
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Grupos LHr Grupos hCG P
{n = 20) (n = 20)
Taga de 18/20 18/20 -—-
ovulacion (%) (50%) (90%)
Cuerpos
liteos 8 + 0,87 11,95 + 1,14 0,00911 p<0,01

Tabla 6.XIV. Tasa de animales que ovularon con LH ¥y con hCG y media de cuerpos
liiteos {(media + error estandar medio) tras la administracidén de LH o hCG en
el total de la experiencia.



2. ESTUDIO DE CORRELACIONES
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2.1. DATOS OVARICOS Y EMBRIONARIOS DE LAS HEMBRAS SACRIFICADAS A LAS 72

HORAS (Tabla 6.XV.).

La tabla 6.XV. (matriz de correlaciones) refleja los resultados de las correlaciones caleuladas

para estos parametros a las 72 horas postinduccién de la ovalacion.

2.1.1 CUERPOS LUTEOS (Tabla 6.XV.)

GRUPO LHr.
El nimero de cuerpos liteos presentd una correlacion inversa significativa con el niimero de
foliculos hemorragicos (r= -0,7255), y directa con el mimero total de blastocistos {r= 0,98958),
la tasa de fecundacion (r= 0,74565), el nimero de embriones de grado 1y 2 (r= 0,89797) y el
niimero de embriones de grado 3 y 4 {r= 0,69555); en relacion con los parimetros hormonales
existi6 una correlacion directa significativa con los niveles de progesterona a las 72 horas

de 1a administracién de la hormona.

GRUPO hCG.
El nimero de cuerpos liteos se correlacioné inversamente y de forma estadisticamente
significativa con el mimero de foliculos preovulaiorios (r= -0,81541). Se pusc de manifiesto la
existencia de correlaciones directas con significacién estadistica con el niimero de foliculos
hemorragicos (r= 0,78132), el nimerc de blastocistos totales (r= 0,99107), el potencial
ovulatorio (foliculos preovulatorios + cuerpos liteos) (r= 0,9194), la tasa de fecundacion (r=
0,89605), el numero de embriones grado 1y 2 (r= 0,88595), y el mimero de embriones grado

3y 4 (r= 0,87912). En cuanto a los parametros hormonales existié una relacién directa y
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significativa entre el niimero de cuerpos liteos y los valores de progesterona medidos a las

48 horas (r= 0,89084) y a las 72 horas (r= 0,90807).

Aunque el grado de correlacion fue débil y sin significacion estadistica, el coeficiente de
correlacion existente entre el nimero de cuerpos liteos y el namero de embriones grado 5

(degenerados) fue mayor para el grupo tratade con hCG (r= 0,43771) que para el grupo tratado

con LH (r= 0,29006).

Se produjo una cambio en el signo de la correlacion existente con los niveles de estradiol
medidos a las 24 horas, que en el grupo tratade con LH fue inversa (r= -0,34512) y en el grupo

en que se utilizd hCG fue directa (r= 0,30519).

2.1.2. FOLICULOS HEMORRAGICOS (Tabla 6.XV.).

GRUPO LH.
Ademas de la correlacion directa descrita con el mimero de cuerpos liteos, se puso de
manifiesto la existencia de correlaciones inversas, estadisticamente significativas, con el
namero de embriones de grados 1y 2 (r= -0,73366) y con el nimero de blastocistos totales (r=

0,65749).

GRUPO hCG.
Ademas de la correlacion directa existente con el nimero de cuerpos liteos, al igual que
sucedié en el grupo LH, existieron correlaciones inversas, estadisticamente significativas, con
el nimero de blastocistos totales (r= -0,74213) y con el namero de embriones de gradoes 1y

2 (r= -0,71972). Adicionalmente se pusieron de manifiesto correlaciones inversas significativas
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con el potencial ovulatorio (r= -0,64178) y en cuanto a los parametros hormonales, con la
progesterona determinada a las 48 horas (r= -0,6523) y a las 48 horas (r= -0,67997). La

correlacion fue directa y estadisticamente significativa con el nimere de foliculos

preovulatorios (r= 0,74979).

En relacion al estradiol medido a las 24 horas, si bien no existié un cambio de signo, se
encontrd que el coeficiente de correlacién fue inverso para el grupo hCG (r= -0,64459), siendo

en la practica inexistente para el grupo LH (r= 0,02709)

2.1.3. FOLICULOS PREOVULATORIOS (Tabla 6.XV.)

GRUPO LH.
Existié un grado de correlacion directa, que alcanzé significacion, en relacién al potencial
ovulatorio (r= 0,69336) e inversa con el estradiol preovulatorio (medido a las 0 horas) (r=

0,064797).

GRUPO hCG.
Ademas de las correlaciones estadisticamente significativas ya descritas, inversa con el
nimero de cuerpos hiteos y directa con la presencia de foliculos hemorragicos, el mimero de
foliculos preovulatorios se correlacioné de forma significativa con el nimero total de
blastoeistos (r= 0,76203), asi como con el nimero de embriones de los grados 1y 2. En cuanto
a los parimetros hormonales, el estudio de correlaciones mostrd la existencia de
correlaciones inversas, estadisticamente significativas con la progesterona medida a las 24

(r=-0,65537), a las 48 (r= -0,70774) y a las 72 horas (r= -0,67019).
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La correlacion existente entre el nimero de foliculos preovulatorios y el nimero total de
blastocistos, que ya se ha citado fue directa en el grupo tratado con hCG, cambié de signo
haciéndose inversa, aunque muy débilmente, en el grupo tratado con LH. Igualmente sucede
en el caso de los embriones grado 1 y 2 para les que el grupo LH mosiré una correlacion
inversa (-0,5977);, para los embriones grados 3 y 4 y embriones degenerados (grado 5) es

débilmente inversa para el grupo LH y para el grupo hCG (sin significacion en ambos easos).

2.1.4. NUMERO DE BLASTOCISTOS TOTALES (Tabla 6.XV.)

GRUPO LH.
Ademas de las correlaciones con significacion estadistica descritas, direeta con el nimero de
cuerpos hiteos e inversa con el mimero de foliculos hemorragicos, este parametro se
correlacioné de forma significativa con la tasa de fecundacién (r= 0,82855), y el nimero de
embriones de grado 3 y 4 (r= 0,75339). En cuanto a los parametros hormonales se
correlacionod, alcanzando significacion estadistica, con los niveles de progesterona a las 48

(r= 0,65286) y a las 72 horas (r= 0,79328).

GRUPO hCG.
Ya se han descrito las correlaciones existentes, directa con el nimero de cuerpos liteos e
inversa con el nimero de foliculos hemorragicos. Adicionalmente existié un alto grado de
correlacion con el potencial ovulatorio (r= 0,94252), la tasa de fecundacion (r= 0,95332), los
embriones de grade 1y 2 (r= 0,86777) y embriones de grados 3 y 4 (r= 0,92526), correlaciones
significativas todas ellas. En cuanto a los valores hormonales, el nimero de blastocistos

totales se correlaciond de forma estadisticamente significativa, con la progesterona
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determinada a las 48 horas (r= 0,88401) asi como a las 72 horas (r= 0,99007).

Se observo un cambio del signo de la correlacién, en el grupo tratade con hCG respecto al
grupo tratado con LH, de la correlacion existente con el mimero de foliculos preovulatorios
(r= -0,33291 para LH y r= 0,76203 para hCG), asi como de los débiles coeficientes de
correlacion calculados entre los blastocistos totales y los niveles de estradiol a las 24 horas

siendo r= -0,32859 para LH y r= 0,28714 para hCG.

2.1.5. POTENCIAL OVULATORIO (NUMERO DE CUERPOS LUTEOS + NUMERO DE FOLICULOS

PREOVULATORIOS) (Tabla 6.XV.)

GRUPO LH.
Con la excepcion del nimero de foliculos precvulatorios, parametro con el que se correlaciond
de forma directa, no se puso de manifiesto la existencia de otras correlaciones que

alcanzaran significacion estadistica.

GRUPO hCG.
Ademas de las correlaciones con significacion descritas, con nimero de cuerpos lateos,
nimero de foliculos hemorragicos y nimerc de blastocistos totales, el potencial ovulatorio se
correlaciond directamente, de forma estadisticamente signifieativa, con 1a tasa de fecundacion
(r= 0,80422), ¢l nimero de embriones de grados 1y 2 (r= 0,73494), y embriones de grados 3
y 4 (r= 0,93088). En cuanto a los parametros hormonales el coeficiente de correlacién aleanzé
significacién estadistica con los niveles de progesterona a las 48 horas (r= 0,83172) y a las

72 horas (r= 0,88262).
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Los débiles coeficientes de correlacion existentes con los niveles de estradiol detectados a las
0, 24, 48 y 72 horas, cambian de signo de un grupo respecto al otro siendo negativos para el

grupo tratado con hCG y positivos para el grupo tratado con LH.

2.1.6. TASA DE FECUNDACION (Tabla 6.XV.).

GRUPO LH.
Junto a las correlaciones directas existentes con el nimero de cuerpos liteos y el nimero de
blastocistos totales, la tasa de fecundacion se correlaciond de forma directa y

estadisticamente significativa con la progesterona medida a las 72 horas (r= 0,88659).

GRUPO hCG.
Ademas de las correlaciones detectadas como significativas, con el nimero de cuerpos liteos,
blastocistos totales y con el potencial ovulatorio (todas ellas directas), los embriones de
grados 3 y 4 se correlacionaron de forma estadisticamente sigmificativa con la tasa de

fecundacién (r= 0,8709).

Ain siendo bajos los coeficientes de correlacién, existe un cambio en el signo de la
correlacion en los coeficientes existentes enire la tasa de fecundacién y los embriones

degenerados (grado 5), siendo r= -0,3291 para hCG y r= 0,57885 para LH.
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2.1.7. EMBRIONES DE LOS GRADOS 1 Y 2 (Tabla 6.XV.)

GRUPO LH.
Salve las correlaciones directas existentes con el nitmere de cuerpos litees y con el niumero
de blastocistos totales e inversa con el nimero de foliculos hemorragicos, no existi6 ningin

otro parametro de este tipo de embriones que se correlacionara de forma significativa.

GRUPO hCG.
Adicionalmente 2 la correlacién directa existente con el nimero de cuerpos hitegs, el nimero
de foliculos preovulatorios, blastocistos totales y potencial ovulatorio, e inversa con el nimero
de foliculos hemorragicos, existieron otras correlaciones estadisticamente significativas entre
numero de embriones de grados 1y 2 y el nimero de embriones de grados 3 y 4 (r= 0,64972),
asi como con la progesterona medida a las 48 y a las 72 horas (r= 0,80948 y r= 0,79022

respectivamente).

Se produjo un cambio en el sentido de la correlacion de un grupo respecto al otro en las
correlaciones existentes con el mimero de foliculos preovulatorios por una parte (r= 0,83958
para hCG y r= -0,5977 para LH) y con el estradiol a las ¢ horas (r= -0,56123 para el grupo h(G
y r= 0,5679 para el grupo LH; no significativos) por otra. Existié un mayor grado de
correlacion entre el namero de emhriones de grados 1y 2 y el estradiol a las 24 y 48 horas

en ¢l grupo LH que en el grupo hCG.
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2.1.8. EMBRIONES DE LOS GRADOS 3 Y 4 (Tabla 6.XV.)

GRUPO LH.
Junto a las correlaciones directas existentes con el niimero de cuerpos liteos y de blastocistos

totales, existieron correlaciones estadisticamente significativas con la progesterona a las 48

(r= 0,77689) y 72 horas (r= 0,81792).

GRUPO h{G.
Ya se describieron las correlaciones directas y significativas calculadas entre este parametro
y el nimero de cuerpos liteos, blastocistos totales, potencial ovulatorio, tasa de fecundacién
y embriones de grados 1 y 2. Adicionalmente, se detectd la existencia de coeficientes gque
alcanzaron significacion estadistica para este parametro y la progesterona a las 48 y 72
horas (r= 0,73576 y r= 0,76627 respectivamente), asi como con el estradiol a las 48 horas (r=

0,69576).

Se produjo un cambio del signo de los coeficientes de correlacion, débiles y no significativos,

para el estradiol medido a las 0 horas (r= -0,41368 para la LH y r= 0,2742 para la hCG).

2.1.9. EMBRIONES DEGENERADOS (GRADO 5) (Tabla 6.XV.).

GRUPO LH.

No existieron correlaciones con significacién estadistica hacia ningunc de los parametros

estudiados.
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GRUPO hCG.
No se puso de manifiesto la existencia de ninguna correlacién significativa con ninguno de

los parametros biolégicos u hormonales estudiados.

Se detecté un cambio de signo de los coeficientes de correlacion existentes entre los grupos,
bajos ¥ que no alcanzaron significacion estadistica en ningin caso, con el estradiol
determinado a las 0, 24, 48 y 72 horas, existiendo coeficientes de correlacién inversos en el
grupo tratado con LH (r= -0,43957 con el estradiol a las 0 horas; r= -0,4155 con el estradiol
a las 24 horas) y directos para el grupo gue recibié hCG (r= 0,036753 con el estradiol a las

0 horas; r= 0,42468 con estradiol a Ias 24 horas; r= 0,030326 con estradiol a las 48 horas).

2.2. DATOS HORMONALES HASTA LAS 72 HORAS POSTINDUCCION DE LA OVULACION

(Tabla 6.XV.)

La tabla 6.XV. (matriz de correlaciones) expone los resultados obtenidos en el cilculo de las

correlaciones de los datos hormonales.

2.2.1. PROGESTERONA (Tabla 6.XV.).

2.2.1.1. PROGESTERONA DETERMINADA A LAS 0 HORAS.

GRUPO LH: se puso de manifiesto la existencia de una correlacion directa, estadisticamente

significativa con la progesterona medida a las 24 horas (r= 0,79454).
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GRUPO hCG: ademas de la correlacion directa y significativa existente con el nimero de

foliculos hemorragicos, no se puso de manifiesto la existencia de ninguna otra.
2.2.1.2. PROGESTERONA DETERMINADA A LAS 24 HORAS.

GRUPO LH: anteriormente se detalld 1a correlacion directa existente con la progesterona a las

0 horas. No se hallé ninguna otra correiacion significativa.

GRUPO h(G: ademas de la correlacion ya deserita, inversa, con el nimere de foliculos

preovulatorios ningun otro coeficiente alecanzd significacion estadistica.
2.2.1.3. PROGESTERONA DETERMINADA A LAS 48 HORAS.

GRUPO LH: adicionalmente a las correlaciones significativas detectadas con el nimero de
blastocistos totales (directa) y con los embriones de grados 3 y 4 (directa), existieron
correlaciones con significacion estadistica con la progesterona a las 72 horas (r= 0,81093) asi

como con el estradiol a las 48 horas {r= 0,72971).

GRUPO hCG: junto a las correlaciones significativas que mostré con algunos parametros
biolégicos (directas para el nimero de cuerpos lateos, blastocistos totales, potencial
ovulatorio, y embriones grados 1-2 y 34 e inversas con el nimero de foliculos hemorragicos
y foliculos preovulatorios) existi6 un muy alto grado de correlacién directa con la

progesterona medida a las 72 horas (r= 0,99)
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2.2.1.4. PROGESTERONA DETERMINADA A LAS 72 HORAS.

GRUPO LH: no se pusieron de manifiesto otras correlaciones significativas que no se hayan
descrito {con nimero de cuerpos liteos, blastocistos totales, tasa de fecundacion, embriones

de los grados 3 y 4 y progesterona medida a las 48 horas, todas ellas directas).
GRUPO hCG: no existieron correlaciones significativas aparte de las referidas con el mimero
de cuerpos liteos, blastocistos totales, potencial ovulatorio, embriones grados 1y 2 y grados

3 y 4, todas ellas directas. y con el nimero de foliculos hemorrigicos y foliculos

preovulatorios, estas dos ultimas inversas.

2.2.2. ESTRADIOL (Tabla, 6.XV.).

2.2.2.1. ESTRADIOL A LAS 0 HORAS.

GRUPO LH: excepto la descrita, inversa, con el mamero de foliculos preovulatorios, ningan otro

coeficiente alcanzo significacion estadistica.

GRUPO hCG: no existio ninguna correlacion significativa.

Se produjo un cambio en el signo de los bajos coeficientes de correlacion existentes con el

potencial ovulatorio, que fue inverso para el grupo tratado con LH (r= -0,53666) y débilmente

directo en el grupo tratado con hC& (r= 0,10629).
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2.2.2.2. ESTRADIOL DETERMINADO A LAS 24 HORAS.

GRUPO LH: no existen correlaciones significativas con ningyin otro parametro.

GRUPO hCG: no se detectaron correlaciones con significacion.

Existe, de forma general, un cambio en el signo de los coeficientes de correlacion entre los
grupos, destacando entre ellos los relativos al niamero de cuerpos liteos (r= 0,30519 para el
grupo hCG y r= -0,34512 para el grupo LH), nimero de blastocistos totales (r= 0,28714 para
el grupe hCG y r= -0,32859 para el grupo LH) y embriones degenerados (Grado 5) (r= 0,42468
para el grupo hCG y r= -0,4155 para el grupo LH). Ninguno de ellos alcanzé significacion

estadistica.

2.2.2.3. ESTRADIOL DETERMINADO A LAS 48 HORAS.

GRUPO LH: ademas de la correlacion directa existente con la progesterona medida a las 48

horas, no se detectd ningun coeficiente adicional significativo.

GRUPO hCG: no se detectd ninguna otra correlacion significativa adicional a la directa

existente con el nimero de embriones de grados 3 y 4.

Se pradujo un cambio en el signo de los débiles coeficientes existentes entre el estradiol
medido a las 48 horas y el potencial ovulatorio (r= 0,45096 para el grupo tratado con hCG y

r= -0,20351 para el grupo tratado con LH).
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2.2.2.4. ESTRADIOL DETERMINADO A LAS 72 HORAS.

GRUPO LH: no existieron correlaciones significativas.

GRUPO hCG: no existieron correlaciones significativas.

Se produjo un cambio en el signo de los coeficientes de correlacion existentes en relacion con
el potencial ovulatorio, que fue positivo para el grupo tratado con hCG (r= 0,60758), y negativo

para el grupo LH (r= -0,11832).

2.2.3. CORRELACIONES ENTRE EL COCIENTE ESTRADIOL/PROGESTERONA Y LA CALIDAD

EMBRIONARIA (Tabla 6.XiV.a)

El estudio de correlaciones puso de manifiesto la existencia de una relacion inversa en el
grupo hCG, estadisticamente significativa, entre el cociente estradiol/progesterona a las 72
horas postinduccion de la ovulacion y la presencia de embriones de buena calidad (r=-0,7283).

Este tipo de correlacion no se evidencié en el grupo LHr {r=0,3332).

No se detectd la existencia de otras correlaciones significativas entre el cociente

estradiol/progesterona y el grado de calidad embrionaria, en ninguno de los grupos LHr o hCG.

hCG LHr

Correlacidén entre
calidad embrionaria -0,7283* -0,3332
¥y cociente E,/P, (72 h)

Tabla &6.XIV.a (* p<0,05)



LHr/72 H,

- [#]% H P ! NB.TOT it CL+FP ! TF Et— E3—4 ES
CL —0,358894 0,39417 BT 0,29006
FH 2 0,13246 —0,43535 —0,086021 —0,34477 0,02709
FP —0,33201 0,0063321 —0,5977 0,068665 0,199
NB TOT 0,44192 0,34234
CL + FP 0,52201 0,42641 0,10611 0,61254 04254
TF 0,094304 0,3057 0,48113 0,636031 0,57385
E1-2 0,43671 0,33518 0,17817
E3—4 -0,57982 —0,53639 0,16257
ES 0,43771 ~{),64459 —0,584 0,34602 0,23621 —0,3291 0,39509 0,042117
1P1 I 0,26801 —0,47827! —0,514081 —0,44563! 0,2879| —0,32708 —0,051188
1P2 | 035287)| = -0A4B42Gpoaunuadplawgd 20 027187] 0,07 645 -0,6979 36161 5 0,26591
P3 0,59583 F 0,5087
P4 0,59428 0,52128
Et 0,58245 ~0,53358 -0,42739 0,67712 {,58255 0,17445 -0,56123 0,2742 0,36758
E2 il 0,305191 ~-0,08514| —0,505381 0,28714 | 0,10629! 0,0140421 —0,05731 0,42468 |
IE3 | 0,53037 | ~0,46701 | —0,486421 0,5646 | 0,45096 | 0,39016 | 0,25833 0,083168|
HE4 I 0471611 ~0,24891 | —0,128491 0,513461 060758 0,531311 0,15226 0,30326
— hCG/72 H
LHr/ 72 H.
iﬁ_ i —0,16862 0,19813 061862 0,140311 —0,345121 0,422291 0,4631914
iFH § —0,05683 ~0,25032 —0,29815 —0,1614 —0,12793 0,43771 —0,307811 —0,103471
IFP ] 0,026352 | ~0,11142 —0,24622 —-0,20185 -0,331991 —0,535111 —0,47394]
NB TOT I —0,188221 0,15685 0,051672 —0,328591 __0,397241 0,476461
CL + FP i -0,105ﬂ 0,043826 0,23825 0,35947 ~0,53666 ! —0,601441 —0,20351 | -=0,11832]
TF [ —0,038317 | —0,027534] 0,54515 —£,45633! -0,12591! 0,17971! 0,36574)
iE1-—-2 1 0,29947 1 017071 0,35537 047137 0,5697 | 0,056531 | 0,43306 | 0,51729|
1E3—4 i —0,456781 —0,22141 —0,4136861 0,132 0,2411 0,2811]
ES 0,28325 0077706 0,15898 0,4605 —0,43957! —0,4155| —0,085979 | -0,077421
P1 —0,12357| —0,14747 | 0,081808 | 0,14157] 0,339 ~0,018
P2 0,29153 0,16674 0,1166 0,415581 0,21676 0,598 0,232
1P3 i —0,28089 0,38886 ~0,028151 0,2406 E 0,24109
P4 ] —0,36834 0,33454 -0,206 -0,016 0, ] 0,49378
E1 [1 —0,54138| —0,027965 0,5606 0,612 0,40079 0,44389 | 0,1465
E2 1 —0,087162 | —0,0041091 0,18341 0,153 0,57973 0,548 0,1826
1E3 I —0,2308 | —0,1981 0,320291 0,321481 0,5375 0,4951 0,39282
LE4 I ~0,62531 ~0,3041 0,48829! 054282 | 0,5517! 0.,1246 0,35054
hCG/72 H
TABLA 8.XV Matriz de correlaciones de Jos subgrupos estudiados a las 72 horas. Sobre la diagonal se encuentran jos datos del grupo LHr, y debajo los correspondientes

al grupo hCG. Sobre trama las correlaciones son significativas (p < 0,05)

E12: Embricnes grados 1y 2.

E34: Embriones grados 3y 4.

E5 : Embriones degenerados.

ED: Embriones en desarrollo.

ER: Embriones en regresién.

E.TOT.. Embriones totales.

9% IMP.: Porcentaje de implantacién.

PP 14 DIAS: Pérdidas parciales postimplantatorias a las 14 dias.

P1: Progesterona alas O Hrs.
P2 Progesterona a ias 24 Hrs.
P3: Progesterona a las 48 Hrs.
P4: Progesterona a las 72 Hrs.
Et: Estradiol alas O Hrs.
E2: Estradiol a las 24 Hrs.
E3: Estradiol a las 48 Hrs.
E4: Estradiol a las 72 Hrs.
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2.3. CORRELACIONES DE LOS DATOS HORMONALES Y LA LOCALIZACION DE OVOCITOS Y

EMBRIONES (Tabla 6.XVI.)

La tabla 6.XVI muestra las correlaciones existentes entre los niveles de estradiol y

progesterona y la presencia de ovocitos y embriones en oviductos o cuernos uterinos.

En ambos grupes, LHr y hCG, se puso de manifiesto la existencia de correlaciones
significativas entre los niveles de progesterona a las 48 y 72 horas y la presencia de
blastocistos en los oviductos. Estas correlaciones fueron mas potentes en el grupo hCG
(r=0,7258 a las 48 horas y r=0,6601 a las 72 horas en el grupo LHr; r=0,8146 a las 48 horas

y r=0,8153 a las 72 horas en el grupo hCG).

Ademas, en el grupo LHr, los niveles de progesterona a las 72 horas se correlacionaron de

forma inversa y significativa con la presencia de ovocitos en cuernos uterinos.

En el grupo hCG, por contra, los niveles de progesterona a las 24 horas se correlacionaron

directa y significativamente con la presencia de ovocitos en cuernos uterinos.

No existieron otras correlaciones significativas entre los niveles esteroideos y la localizacion

de ovocitos y embriones



GRUPO LHr

E1 E2 E3 E4 P1 P2 P3
NBO —0,2808 -0,1350 0,2881 0,3393 -0,5343 —0,2081 ]
NBC 0,4302 —0,2043 0,0823 0,1049 0,4740 0,4568 —0,197
|___NOC 0,5905 —-0,0588 0,1053 —~0,2213 0,2318 0,2537 —0,336
GRUPQO hCG
E1 E2 E3 E4 P1 P2
NBO 0,3813 -0,0163 0,4683 0,4175 —-0,2536 0,1361
NBC 0,2827 0,5186 0,1018 0,1079 -0,3488 0,0361 |
NOC 0,3163 02321]  -00436]  -0,1165] -0,1296 0,36 0,3792|
TABLA 6.XV! Correlaciones entre los niveles esteroideos y la localizacién de Blastocistos y Ovocitos.
En sombreado aparecen las correlaciones significativas (p < 0,05)
NBO: Numero de Blastocistos en Oviductos. Et1 6 P1: Estradiol o Progesterona a las 0 horas.
NBC: Numero de Blastacistos en Cuernos. E2 6 P2: Estradiol o Progesterona a las 24 horas.
NOC: Numero de Qvocitos en Cuernos. E3 6 P3: Estradio! o0 Progesterona a tas 48 horas.
E4 6 P4: Estradiol o Progesterona a las 72 horas.



114

2.4. GCORRELACIONES EN LOS GRUPOS ESTUDIADOS A LOS 14 DIAS (Tabla 6.XVIL)

La tabla 6.XVII. corresponde a la matriz de correlaciones de los parametros estudiados a los

14 dias.

2.4.1. NUMERO DE CUERPOS LUTEOS.

GRUPO LH: se puso de manifiesto la existencia de una correlacion directa, estadisticamente
significativa y con elevados coeficientes de correlacion, entre el nimero de cuerpos hiteos y
¢l nimero de embriones en desarrollo (r= 0,96704) asi como con el nimero de embriones

totales (0,99411).

GRUPO hCG: de igual manera que en el grupo anterior, aunque con coeficientes de correlacion
discretamente mas bajos, existid una correlacion directa con el nimero de embriones en

desarrollo (r= 0,92001) y el de embriones totales (r= 0,97191).

2.4.2. EMBRIONES EN DESARROLLO.

GRUPO LH: ademais de la correlacion directa descrita con el niimero de cuerpos liteos, existio

otra, estadisticamente significativa, con el nimero de embriones totales (r= 0,98173).

GRUPO hCG: ademas de 1a correlacion directa descrita con el mamere de cuerpos liteos, se

puso de manifiesto la existencia de un alto grado de correlacién con el nimero de embriones
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totales (r= 0,9677).

2.4.3. EMBRIONES EN REGRESION.

GRUPO LH: existié una correlacion que alcanzé significacién estadistica con el mimero de

pérdidas parciales a los 14 dias (r= 0,95256).

GRUPO h{G: al igual que en el grupo LH se correlaciond bien con las pérdidas parciales

producidas hasta los 14 dias (r= 0,89187).

Estas correlaciones son consecuencia de l1a aplicacion de la formula utilizada para el calculo

del porcentaje de pérdidas parciales.

2.4.4. EMBRIONES TOTALES.

GRUPO LH: no se produjeron otras correlaciones significativas que no fueran las detalladas

anteriormente (directas con embriones en desarrollo y nimero de cuerpos lateos).

GRUPO hCG: salvo las descritas, directas, con el nimero de cuerpos liteos y embriones en

desarrollo, el resto carecidé de significacion.

2.4.5. PORCENTAJE DE IMPLANTACION

No se puso de manifiesto 1a existencia de correlaciones significativas entre este parametro

y ninguno de los restantes.



116

Existié un cambio en el signo del coeficiente de correlacién relative a las pérdidas pareiales,

slendo directo para el grupo hCG (r= 0,59472) e inverso para el grupo LH (r= -0,27245).

2.4.6. PERDIDAS PARCIALES A LOS 14 DIAS.

GRUPO' LH: salvo la correlacion existente, estadisticamente significativa, ya descrita con el

nimero de embriones en regresién, no se detectd ninguna mas con significacion.

GRUPO hCG: Gnicamente existié la anteriormente descrita, con el nimero de embriones en

regresion.



ILHr / 14 DIAS

i __| 1 PP 14 DIAS |
CL —0,16846]
ED —0,44154
ER
ETOT - 0,28808 |—| «-0,1 0087 —0,21766 ||

(% IMP B 0,40473 [ ~0,29826] o 31141 | NG —0,27245]

(PP 14 DIAS 0,011524 —0,34714} —~0,10422] 0 59472]_]

HCG / 14 DIAS
TABLA 6.XVii Matriz de correlaciones de los subgrupos estudiados a Ids 14 dias. Sobrd la diagonalllos datos corresponden al grupo LI

y por debajo de eila al grupo hCG.

CL : Cuerpos Luteos.

ED: Emblriones en desarrollo.

ER: Embriones en regresion.

E. TOT.: Embriones Totales

% IMP.: Porcentaje de implantacion.

PP 14 dias : Pérdidas parciales postimplantatorias a los 14 dias.
En sombreado aparecen los coeficientes de correlacién estadisticamente sigr

ificativos (p < 0,05)
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2.5. CORRELACIONES ENTRE LOS SUBGRUPOS ESTUDIADOS A LAS 72 HORAS Y LOS

ESTUDIADOS A LOS 14 DIAS (Tabla 6.XVIIL).

Con el fin de conocer si existian relaciones entre los niveles de esteroides maximos y los
resultados obtenidos en cuanto a implantacion y pérdidas precoces postimplantatorias, se
procedié a realizar el estudio de correlaciones entre el estradiol y la progesterona medidos
a las 48 y 72 horas de 1a administracién de la LHr o de la hCG y el nimero de embriones en
desarrollo, embriones en regresion, embriones totales, porcentaje de implantacion y pérdidas

parciales a los 14 dias.
Igualmente se estudid 1a existencia de posibles correlaciones entre los embriones de grados
1-2, 3-4 y degenerados (grado 5) obtenidos en el estudio a las 72 horas con los parimetros

referidos anteriormente estudiados a los 14 dias.

La tabla 6.XVIIL expresa los coeficientes de correlacion existentes entre los parametros objeto

de estudio en este apartado.

2.5.1. PROGESTERONA A LAS 48 HORAS.

En ninguno de los grupos (LH o hCG) existieron correlaciones estadisticamente significativas.
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2.5.2. PROGESTERONA A LAS 72 HORAS.

En ninguno de los grupos (LH o hCG) existieron correlaciones estadisticamente significativas.

2.5.3. ESTRADIOL A LAS 48 HORAS.

GRUPO LH: no existieron correlaciones significativas. El coeficiente de correlacion existente

entre el porcentaje de implantacion y el estradiol medido a las 48 horas fue r= -0,5033.

GRUPO h(G: existié una relacion inversa estadisticamente significativa entre el estradiol

medido a 1as 48 horas y el porcentaje de implantacion (r= -0,75376)

2.5.4. ESTRADIOL A LAS 72 HORAS.

GRUPO LHr: existid una relacion inversa estadisticamente significativa entre el estradiol

medido a las 72 horas y el porcentaje de implantacién {r= -0,92738).

GRUPG hCG: no existié ninguna correlacion estadisticamente significativa.

2.5.5. EMBRIONES DE LOS GRADOS 1Y 2.

GRUPO LHr: no existieron correlaciones que alcanzaran significacion estadistica.

GRUPO hCG: existio una correlacion inversa estadisticamente significativa con el porcentaje

de implantacién (r= -0,71755).
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2.5.6. EMBRIONES DE LOS GRADOS 3 Y 4.

GRUPO LHr: no existieron correlaciones que alcanzaran significacion estadistica.

GRUPO hCG: existio una correlacion inversa estadisticamente significativa con el porcentaje

de implantacién (r= -0,6966), y directa con las pérdidas parciales a los 14 dias (r= 0,72557).

2.5.7. EMBRIONES DEGENERADOS (GRADO 5)

En ninguno de los grupos (LH o hCG) existieron correlaciones estadisticamente significativas.



. | ED | ER | E.TOT [ %IMPL. PP 14D |‘
P3 i 0,21154 —-0,10822] 0,18537] —0,17436 —0,29286]
P4 0,15657 0,1739] 0,18558 ~0,41717 —0,071947]

[E3 0,14438] ~0,02597 0,13564 —-0,5033]| —0,089367 |
E4 | 0,26599 0,43363] 0,34159] 0,22024]
E12 I 0,20532 —0,058321 0,18882 —0,62835]] —0,34208]
F34 | 0,08326 —0,16724 0,04922 ~0,14428]] —0,32555

13 | —0,12804 —0,05455 —0,13507 0,16587 —0,15227]

] | ED ER E.TOT | % IMP PP 14D |
[P3 —0,051898 0,47237 0,066] ~0,51722 0,50437
[P4 0,011074 0,50787 | 0,11263] —0,48733 0,50798
[E3 | —0,37177 —0,07909 —0,36545 0,26852]
E4 I 0,13 0,19724 0.16885]  0,033078] 0,141
E12 0,029693 0,55604 0,16226f 0,62468
[E34 —0,2597 0,53636 —-0,11207]

(E5_ [ 0,36848]| —0,26186| 0,28831 | ~-0,09957 || —0,41574]

TABLA 6.XVIii Correlaciones entre subgrupos 72 horas y 14 dias

P3: Progesterona a las 48 h.
P4: Progesterona a las 72 h.

E£3: Estradiol a las 48 h.
E4: Estradiol a las 72 h.

E12: Embriones grados 1y 2
E34: Embriones grados 3 y 4

E5: Embriones degenerados.

ED: Embriones en desarrollo.

ER: Embriones en regresion

E.TOT: Embriones totales.

% IMP.: Porcentaje de implantacion.
PP 14 DIAS: Pérdidas parciales postimplantatorias a los 14 dias.

En sombreado aparecen las correlaciones estadisticamente significativas (p < 0,05)

GRUPO LHr

GRUPO hCG



7. DISCUSION



123

En nuestro trabajo nos proponiamos alcanzar los siguientes objetivos:

1. Establecer si 1a administracién de LH recombinante es capaz de indueir la ovulacion

y la maduracion final del ovocito en conejas en ausencia de la descarga endogena refleja de

LH que se produce con la monta de la coneja por el macho.

2. Determinar, en la etapa inmediatamente posterior, la calidad de los embriones
obtenidos, tras la practica de una inseminacién, comparande los datos obtenidos con la

administracién convencional de hCG.

3. Estudiar, finalmente, 1a viabilidad de los zigotos obtenidos, en lo que se refiere a la
tasa de implantaciéon y a la tasa de pérdidas precoces postimplantatorias, comparativamente

con la hCG.

Dado que la coneja no presenta ciclos ovaricos que sigan esquemas regulares (144, 145), tal
y como ya se ha detallado en el apartado de antecedentes, resulta imperativo estimular el
desarrollo folicular previamente a la induccion final de la ovulacién com el agente
luteinizante. Ademas la presencia de un desarrollo multifolicular simula de forma mas
adecuada las condiciones imperantes cuando se practican técnicas de superovulacion previas

a la aplicacion de téenicas de reproduccion asistida en el humano.

En nuestro experimento optamos por la administracién intramuscular inica de 25 Ul de PMSG,
como agente inductor del desarrollo multifolicular, durante la fase de estro del animal. Esta

dosis, con la que hemos trabajado con anterioridad (42, 96, 97), nos ha proporcionado buenos
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resultados, y previamente ya habia sido recomendada por otros autores (53).

Hasta el presente nuesiro grupo no habia desarrollado ningiin experimento con LH
recombinante. Tampoco existe ninguna referencia bibliografica sobre los efectos de la LH
humana recombinante sobre la ovulacion, calidad embrionaria a las 48 horas y sobre las

tasas de implantacién y de pérdidas parciales postimplantatorias en la coneja.

Por contra si gue existia experiencia previa en relacion al uso de LH humana pura de origen
urinario (42, 96, 97) y sus efectos sobre la ovulacion, calidad ovocitaria y embrionaria. Sin
embargo no nos resultaba conocido hasta que punto, los resultados obtenidos, estaban o no
influenciados por 1a monta de 1a hembra por el macho, al tratarse la coneja de un animal con
descarga ovulatoria de LH inducida por el coite (54, 130), aunque inferiamos que esta
influencia existia. Por otra parte la LH urinaria, como sucede con otros extiractos
gonadotripicos de uso comin, posee un relativamente elevado contenido de proteinas no LH

cuya naturaleza desconocemos.

Inicialmente nos habiamos planteado la realizacion del presente estudio mediante el
desarrollo de un diseiio experimental que incluia tres grupos de hembras: un primer grupo en
el que dnicamente se practicaba la estimulacion folicular mediante Ia administracion de PMSG
seguida de monta por el macho (grupo control} y dos grupos adicionales que contemplaban
1a administracién de hCG o de LH recombinante, respectivamente. Este diseiio, pensabamos,
permitiria conocer los efectos atribuibles a la descarga endogena de LH que se produce en
la coneja consecutiva a la monta (145) y consecuentemente, una mejor aproximacion a los

efectos especificos determinados por la LH recombinante en comparacion con la hCG.
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Sin embargo, Ia posibilidad de practicar inseminaciones artificiales, evitando la monta por
el macho, abria nuevas posibilidades: de una parte permitia simplificar el estudio, ya que
podiamos prescindir del grupo control con PMSG + monta; por otra parte podiamos analizar
de forma mucho mas precisa, especifica y directa la accién de la LH recombinante humana

el la coneja. En consecuencia optamos por esta segunda posibilidad.

En un estudio previo (42), se compard el efecto de la LH pura urinaria sobre Ia tasa de
ovulacion, calidad ovocitaria y calidad embrionaria a las 24 y 48 horas, respectivamente, con
el obtenido con la hCG. En él se puso de manifiesto un efecto superior de la LH urinaria, al
obtenerse una mejor calidad morfolégica de ovocitos y embriones. Ya hemos mencionado que
en este estudio la inseminacion de la hembra se realizd mediante coito natural, y los
resultados podian verse alterados por el efecto aditivo o por las interferencias causadas por

l1a LH endégena generada reflejamente por dicha maniobra.

Resulta oportuno, en esta primera parte de la discusidn de resultados, tratar acerca de la
validez de nuestro disefio. La respuesta esteroidogénica del ovario al estimulo de las
hormonas con accion luteotropa puede constituir un indieador adecuado de los posibles efectos
derivados de la combinacién monta + administracién exdgena de LH o hCG. El disefio del
estudio de Gonzalez Santana (42) incluia la determinacién de los valores de estradiol y
progesterona a las 24 y 48 horas de la administracion de la hCG o la LH pura urinaria (y de
la monta correspondiente por el macho). La disponibilidad de estos datos posibilita la
realizacién de comparaciones entre los niveles de estos dos esteroides, hallados en el estudio
de referencia y los obtenidos en el presente estudio en los mismos tiempos post-induecion de

1a ovulacién.
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El estudio comparativo puso de manifiesto que, los niveles de estradiol y progesterona, eran
de manera sistematica, significativamente mayores cuando se administraba la hormona
desencadenante de la ovulacion y simultineamente se realizaba la monta por el macho, Asi
la administracion de LH pura urinaria con monta se veia seguida de unos niveles medios de
estradiol a las 48 horas de 30,8 + 7,8 pg/ml (x + SEM) mientras que la administracion de LH
recombinante con inseminacion artificial evocaba una respuesta de estradiol a las 48 horas
de 11,1 + 2 pg/ml (p < 0,05). En relacién a la progesterona el fendmeno se repetia, siendo sus
valores a las 48 horas de la administracion de la LH urinaria y monta de 2739 + 194 pg/ml
mientras que, en los animales que recibieron LH recombinante seguida de inseminacion, se

aleanzaron unicamente 902 + 150 pg/ml (p < 0,001).

Podria argumentarse, en base a los datos hasta aqui expuestos, que la distinta respuesta
esteroidogeénica observada podria atribuirse a la distinta calidad de la LH utilizada en uno
y otro experimento: una de origen urinario, acompaiiada de otros péptidos no LH; otra
obtenida utilizando técnicas de ADN recombinante y desprovista virtualmente de cualquier otra

substancia no LH (especificaciones IRCS para la LH humana recombinante).

La comparacion de los niveles de estradiol y progesterona cuando se administré la misma
dosis de hCG, acompaiiada de monta o de inseminacion, ayuda a despejar dudas al respecto.
Asi los niveles de estradiol a las 48 horas de la administracion de hCG seguida de monta
fueron de 38,6 + 5,3 pg/ml, siendo de 10,1 + 2 pg/mi en nuesiro estudio cuando se administro
la misma dosis de hCG, pero seguida de inseminaciéon. El fenémeno se repitié para la

progesterona.

La tabla que sigue refleja los niveles medios de estradiol y progesterona a las 24 y 48 horas
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postinduceion de 1a ovulacién, en el estudio realizado con LH urinaria y hCG seguidas de
monta por el macho (Gonzilez Santana), y en la presente investigacién, utilizando LH

recombinante y hCG seguidas de inseminacién artificial.

LHu + Monta* LHr + Inseminacidn

(pg/ml) (pg/ml)
P, a las 24 horas 994 82 272 + 42 p<0,001
P, a las 48 horas 2739 + 1%4 902 + 150 p<0,001
E, a las 24 horas 29,2 + 1,7 9,5 + 1,7 p<0,01
E, a las 48 horas 30,8 + 7,8 11,1 + 2,0 p<0,05
hCG + Monta* hCG + Inseminacién
(pg/ml) (pg/ml)
P, a las 24 horas 1340 £ 76 537 + 95 p<0,001
P, a las 48 horas 2840 + 261 1131 & 146 p<0,001
E, a las 24 horas 34,8 + 6,4 11,8 + 1,3 p<0,001
E, a las 48 horas 38,6 + 5,2 10,1 + 1,9 p<0,001
Tabla 6.I. segiin datos obtenidos por Gonz&lez Santana (42)

Nuestra reflexion inicial parece en consecuencia correcta, por cuanto hemos podido demostrar
la existencia de un efecto aditivo em la coneja, cuando se administra la substancia
desencadenante de la ovulacién y después, se procede a la monta por ¢l macho, debido a la
liberacion de LH enddogena como respuesta inmediata. Este efecto aditivo, entre otros, se

manifestaria a través de una potenciacion de la funcion esteroidogénica del ovario.

Queda, por lo tanto, de esta forma plenamente justificado el diseiio utilizado para el presente
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estudio, puesto que hemos evitado el fendmeno aditivo no deseable descrito, lo que nos

permite valorar mas objetivamente los efectos de la LH recombinante frente a la hCG.

En cuanto a la dosis de hCG y de LHr administradas, hemos optado por 50 Ul para ambas,
basandonos en los estudios previos realizados por Bonsell-Helmreich (9). Aunque estos estudios
no hacen referencia a la dosificacion mas idonea de la LHr, refiriéndose inicamente a 1a hCG,
son varias las razones que nos inclinaron a utilizar la misma dosis de ambas sustancias. En
primer lugar el receptor al que se fijan para ejercer su accién es el mismo (127); en segundo
lugar la equivalencia en cuanto a bioactividad, ya que se trata de unidades de actividad
bioldgica, cuya valoracién se establece mediante la realizacién de un biosensayo con células
de Leydig en el que se valora la produccion de testosterona correspondiente a distintas
concentraciones de la sustancia sometida a estudio (149); en tercer lugar se ha publicado que,
cuando se realizan estudios de inhibicion de la unién al receptor, no existen diferencias entre
la LH recombinante y la hCG, en cuanto a su grado de union al receptor de membrana
presente en células liteas (139). Por ultimo, la experiencia previa existente con estas dosis y
su eficacia ovuladora, constituye una razon adicional (42, 92, 97). Asi que unicamente podria
haber variaciones en funcién de la vida media de 1a hormona (125, 139, 159), o de su periodo

de fijacion y activacion al receptor, que son mas prolongados para la hCG que para la LH (19).

El estudio de los ovarios del total de las 40 hembras incluidas en el estudio evidencié que el
porcentaje de animales que ovuld en cada uno de los grupos, LHr o hCG, fue idéntica, del 90
%, en ambos casos (18 hembras sobre un total de 20 para cada hormona). Sin embargo la
tasa de ovulacién media (nimero de foliculos luteinizados con cicatriz ovulatoria) resulto
significativamente inferior en el grupo de hembras que recibieron LHr, siendo en este caso

de 8 + 0,9 cuerpos Liteos frente a 13 = 0,8 en el grupo que recibid hCG.
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En términos de ovulacifn, nuestros resultados son sensiblemente inferiores a los hallados por
Molina y cols. (36) cuando compararon los efectos de la LH pura urinaria con los de 1a hC6,
si bien es cierto que los resultados de su trabajo coinciden con los nuestros en que el niimero
de cuerpos liteos fue superior tras la administracién de hCG que tras la de LH urinaria,
aunque esta diferencia no fue significativa en su trabajo (15,2 con LH urinaria y 17,3 con hCG),

probablemente debido a que en su trabajo el niimere de casos es inferior al nuestro.

Por otra parte el mayor nimero de cuerpos liteos obtenidos en la experiencia de Molina (96),
en comparacion con nuestro experimento, podria deberse a una mayor actividad luteotréfica
ovulatoria, tanto en las hembras que recibieron LH urinaria como en las que recibieron hCG,
como consecuencia de la descarga adicional endégena de LH consecutiva a la monta por el
macho y que hemos referido anteriormente al justificar la validez de nuestros argumentos
para utilizar inseminacion en lugar de monta por el macho, con lo cual se hacia difieil

asignar Ia verdadera efectividad bioldgica de cada preparacion (LH o hCG).

Resulta de interés observar que, a las 72 horas, tan solo 4 hembras del grupo que recibié hCG,
frente a 9 del grupo LHr, presentaban algin foliculo preovulatorio. Ademas, mientras que en
el grupo hCG 1a media de foliculos preovulatorios fue de 1,8, en el grupo LHr fue de 8,2, siendo
esta diferencia altamente significativa. Dado que Ila suma de cuerpos liteos y foliculos
preovulatorios (potencial ovulatorio) fue semejante en amhos grupos, asi como la presencia
de foliculos hemorragicos, cabe pensar que el efecto de la hCG resulté extremadamente mas
potente, o si se quiere mas eficiente, que el de 1a LHr en términos de poder ovulatorio, a
juzgar por las importantes diferencias observadas en relacion a cuerpos liteos y foliculos

preovulatorios en uno y otro grupo, probablemente como consecuencia de su vida mas larga.
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Ademas, en el grupo hCG, encontramos la existencia de una potente relacion inversa entre el
ntimero de cuerpos liteos y el mimero de foliculos preovulatorios (r=-0,81541), que no se
manifiesta en el grupo LHr, dato que también apoya la idea de que la LH hace ovular un
mayor nimero de foliculos que la LHr, a expensas dc los foliculos preovulatorios disponibles
durante el periodo de 72 horas transcurrido desde la administracién de 1a hormona, hasta el
momento de estudio. En el grupo hCk existié una relacién directa significativa entre el namero
de cuerpos liteos y el niimero de foliculos hemorragicos (r=0,78132), mientras que en el grupo
LHr se transformo en negativa, siendo también significativa (r=-0,72553). En consecuencia cabe
pensar que la produccion de foliculos hemorragicos es un fendmeno que se encuenira mas

ligado a las caracteristicas biologicas de la hCG.

Por otra parte el nimero de cuerpos liteos que se producen en el ciclo ovulatorio natural de
la coneja es aproximadamente de 8 (8, 13, 144, 145), similar al obtenido en el grupo que
recibié LHr, e inferior al gue recibio hC6 y todo ello tras un tratamiento superovulador previo,
en el que el potencial ovulatorio, determinado a las 72 horas de la induccién de la ovulacion,
no fue significativamente distinto entre los dos grupos, LHr y hCG. Este hecho abogaria por

un mecanismo ovulatorio mas fisiologico de la LHr frente a la hCG.

En el ciclo natural de la coneja el porcentaje de ovulacién es practicamente del 100 % (144).
Nuestro estudio se desarrolla en condiciones de superovulacion. Por lo tanto el nimero de
foliculos estimulados en el ciclo evaluado, cabe suponer, es superior al de un ciclo natural.
En el presente estudio, a las 72 horas, existe un remanente de foliculos preovulatorios
equivalente al 14,6 % en el grupo hCG (porcentaje calculado utilizando el cociente foliculos
preovulatorios/potencial ovulatorio), pero que adquiere especial relevancia en el grupo LHr en

donde alcanza el 52,9 %.
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Es probable que en un ciclo natural, con el desarrollo sincrénico de una oleada de foliculos,
éstos se encuentren en su totalidad, o en su practica totalidad, con un grado de madurez y
desarrollo (dotacion de receptores para la LH, entre otros) idéneos para ovular y sufrir la
transformacién litea (43, 44), lo que justificaria la ocurrencia de porcentajes de ovulacion del
100 %. Sin embargo, en un ciclo estimulado, en el que utilizando medios farmacologicos se
estimula al ovario a produecir mas foliculos, no resulta probable que se produzea esta
sincronia por cuanto, por una parte, ciertos foliculos pueden ser rescatados de la evolucidn
hacia la atresia, bajo los efectos de la hormona foliculoestimulante administrada
exdgenamente (56), foliculos que, de otra forma, no alcanzarian el estadio preovulatorio. Por
otra parte, foliculos antrales pequefios, ya dotados de capacidad para responder a la FSH,
pueden ver acelerado su desarrollo, al encontrarse capacitados para responder a 1a FSH y
simultineamente, superarse su umbral de respuesta con la administracion a dosis
farmacolégicas del preparado foliculoestimulante (PMSG), pudiendo aleanzar, también, la fase
de foliculo preovulatorio aunque, probablemente, con un cierto retraso respecto a los foliculos
pertenecientes al ciclo natural espontineo (3). En el ciclo natural humano, en la cohorte de
foliculos en desarrollo, existen foliculos con un volumen que varia desde 3 a 30 ml en el
momento de la descarga de LH (71). Asi, en los ciclos estimulades, en el momento de la
administracién de la hCG existe una mayor presencia de foliculos que no han madurado
completamente y carecen en ese momento del nimero adecuado de receptores para la LH (b5,

112).

Muy recientemente Fisher y cols (31) han realizade un estudio, en mujeres sometidas a
tratamiento estimulador ovarico, en el que han tratado de definir el intervalo transcurrido
entre 1a administracién de la hCG, y el momento de la ruptura folicular y de inicio de los

procesos endocrinologicos asociados con la ovulacién. El periodo de seguimiento se prolongé
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hasta las 48 horas post-hCG. Entre sus hallazgos cabe destacar que la ovulacion se produjo
dentro de un amplio rango de tiempo tras la administracién de la hCG. Este rango, que se
iniclaba antes de las 36 horas de su administracion se prolongaba, por un tiempo que los
autores no pudieron determinar debido al disefio de su estudio, mas alla de las 48 horas. Los
autores consideran que la sensibilidad de los foliculos a la hCG es distinta entre ellos, bien
en funcién de su dotacion de receptores para LH, o bien porque existe una discordancia entre
su tamaiio y su sensibilidad a la hCG. En cualquier caso, resulta interesante que, mis ali
de las 48 horas mas de un 10 % de foliculos, en ese momento preovulatorios, todavia no
habian ovulado. Una posibilidad considerada en este estudio por los autores es que la

ovulacién tuviera lugar fuera del periodo de observacion (31).

Hay que tener presente que cuando, segin nuestro diseiio, se administra la PMSG, 1a fase de
reclutamiento folicular espontaneo del ciclo natural de la hembra ya ha transcurrido,
existiendo unos elevados niveles de estradiol, que se manifiestan por el enrojecimiento vulvar
Yy que, por lo tanto, se ha producido la seleccion de algunos foliculos dominantes
correspondientes al ciclo natural sobre el que se ha superpuesto la superovulacién (43, 55, 78,

113)

Llegados a este puntc debemos detemernos y volver a los objetivos perseguidos cuando
diseiiamos el presente estudio. Un hecho critico que tuvimos en cuenta cuando elaboramos las
hipdtesis de este trabajo, es que la vida media bioactiva de la LH recombinante es de 84
minutos (139), mientras que la de 1a hCG es superior a las 24 horas, mis exactamente de 1482
minutos (139, 159). En este hecho diferencial puede residir un mayor efecto luteotropo de la
hCG que explicaria el nimero significativamente mayor de cuerpos liteos, y significativamente

menor de foliculos preovulatorios, producidos en las hembras que recibieron esta hormona en
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comparacion con las que recibieron LH.

En efecto, 1a hCG por su mayor permanencia en plasma de forma bioactiva, permanencia que
dependeria, no solo de los niveles maximos alcanzados en funcién de la dosis administrada,
sino también de su vida media, seria capaz de inducir a 1a ovulacién a foliculos que, en el
momento de su administracion, ain no estaban suficientemente maduros, pero que a lo largo
de las 72 horas transcurridas desde su administracion hasta el momento del sacrificio y
estudio ovarico podian haber aleanzado niveles suficientes de maduracion. Por contra la LHr,
a pesar de haber alcanzado semejantes niveles maximos, desapareceria mucho mas
rapidamente, en cuestion de pocas horas, resultando su efecto ovulatorio y luteotrépico mucho

mas limitado.

Junto al hecho anterior, el periodo de fijacion-activacién del receptor de 1a hCG es mayor que

el de la LH (19).

La dosis de LH administrada constituye un factor adicional importante que hay que tener
presente y que puede condicionar la respuesta obtenida. Este factor, que en nuestro estudio

no puede ser evaluado, debe ser objeto de nuevos estudios.

Aunque muchos de los aspectos etiopatogénicos de la hiperestimulacién ovarica no resultan
conocidos, se sabe que este cuadro se relaciona estrechamente con 1a administracion exégena
de hCG o con la instauracion de un embarazo y la simultanea liberacién de hCG endogena (83,
100, 133). Por otra parte la literatura refleja que una forma efectiva de no desencadenar un
cuadro severo de hiperestimulacion consiste en evitar la administracion de hCG cuando

concurren determinadas circunstancias (32, 39, 141) como son la presencia de elevados niveles
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de estradiol, un incremento excesivamente acelerado de los niveles de este esteroide, o
excesivo desarrollo folicular con numerosos foliculos pequefios e intermedios (123, 134),

ademas de numerosos maduros.

Entre las estrategias alternativas a 1a administracion de hCG que se han desarroilado para
evitar la aparicion de cuadros severos de hiperestimulacién destaca, por su interés y relacién
con el presente trabajo, la sustitucion de la hCG por una descarga endégena de LH mediante
la administracion de un analogo agonista de la GnRH (41, 77). Si bien algunos autores
trataban de obtener una estimulacién mas fisiolégica, Inmoedemhe (63) menciona su posible
uso en pacientes con elevado riesgo de sufrir hiperestimulacion severa. La corta vida media
de la LH hipofisaria, de unos 60 minutos (86), seria uno de los fundamentos esenciales. Aunque
los trabajos mencionados se referian a ciclos de superovulacion para la aplicacion de técnicas
de reproduccion asistida, Romeu y cols (126), en una publicacion reciente, utiliza un analogo
de la GnRH, como sustituto de la hCG, en 4 mujeres que presentaban un elevado riesgo de
hiperestimulacion y que fueron sometidas a tratamiento inductor de la ovulacion con FSH
pura. Ninguna de ellas presenté un cuadro de hiperestimulacién, obteniéndose dos embarazos
a término y otros dos evolutivos en el momento de la publicacion. Ello apunta hacia la
obtencion de ciclos con ovulacion de un nimero Limitado de foliculos, idealmente
monoovulares, pero capaces de proveer ovocitos que den lugar a embriones de buena calidad

(126, 150),

En el ciclo reproductivo de la coneja, 1a emigracién de los embriones desde los oviductos
hasta las cavidades uterinas se produce normalmente hacia las 72-78 después de la monta
por el macho (102). Chang ohservé que la aceleracion del transito de los preembriones

conllevaba el que éstos alcanzaran los cuernos uterinos demasiado pronto y por lo tanto, no
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pudieran desarrollarse debido a la falta de adecuacion del endometrio (17). Esta misma autora
habia observado que, ademas, los embriones de 1 dia transferidos al itero no eran capaces

de implantarse.

El papel que, sobre el transporte de los embriones en los oviductos y su posterior paso a los
cuernos uterinos, juegan los esteroides ha sido objeto de numerosos estudios, atribuyéndose
una funcién importante en este proceso al estradiol y a la progesterona (16, 52). Se ha
atribuido una accion deletérea a la progesterona sobre el proceso de transporte del embrién
en los oviductos (17). Por otra parte se ha sugerido que los cambios que experimentan los
niveles de estradiol los primercs dias después del coito poseen gran importancia en el control
del transporte del embrién en los oviductos, requiriéndose la presencia de un estradiol elevado

el tercer dia postcoito con el fin de permitir su paso hacla el utero (27).

En los momentos en que tiene lugar el paso de los embriones desde los oviductos a los
cuernos uterinos se produce un incremento de la fuerza y velocidad de las contracciones de
los oviductos (58). Un mecanismo de accion atribuido al estradiol consistiria en el incremento
de la sensibilidad del tejido oviductal, especialmente a nivel del istmo, a la estimulacion
nerviosa (65). Sin embarge también se ha sugerido que el pico preovulatorio del estradiol es
responsable de la edematizacion de los oviductos y que puede bloquear temporalmente el
transporte de los zigotos a nivel de la union istmico-ampular, istmo y unién dtero-ovarica

(105).

En otro orden de cosas se ha podido documentar que la hCG incrementa la frecuencia y
duracion de la actividad espontanea del tejido muscular circular del ovidueto 48 y 72 horas

después de su administracion (91). Este incremento de actividad coincide con observaciones
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realizadas, después de inducir la ovulacién a hembras con hCG, por otros autores que han
comunicado la presencia de ovocitos y embriones en cavidades uterinas a las 60 horas de la
administracién de la hormona (57, 156), poniéndose de manifiesto de esta forma un transito

oviductal acelerado causado presumiblemente por la hiG.

Desconocemos si la LH humana ejerce acciones similares a las descritas para 1a hCG por Meiri
y cols (91) y en que periodos después de su administracion. Resulta interesante el que se haya
comunicado, tras la administracion de FSH como tratamiento estimulador ovarico, la presencia
de embriones en vagina 60 horas después del coito, en conjuncion con un ineremento de la

secrecion endometrial (34).

En nuestro estudio no recogimos ningan ovocito en oviductos en ninguno de los grupos. A las
72 horas todos los ovocitos habian alcanzado los cuernos uterinos, poniéndose de manifiesto
una cierta aceleracion de la emigracion oviductal de los ovocitos respecto a los datos
existentes en la bibliografia acerca del ciclo natural (57, 102, 156). La media de ovocitos
recogidos en las cavidades uterinas fue significativamente mayor en el grupo de hembras que
recibio hCG que en el que recibié LH. Sin embargo, este resuliado por si solo, no justifica la
existencia de un transito més rapido en comparacion con el de LH, sino que mas
probablemente es consecuencia del mayor nimero de ovocitos presentes en el grupo tratado

con hCG.

En cuanto a los blastocistos, nuestros resultados ofrecen datos interesantes en relacion a su
localizacion a las 72 horas post-induccion de la ovulacion e inseminacién artificial. Asi, en el
grupo que recibié LHr, la mayoria de los blastocistos se encontraron en cuernos uterinos. Sin

embargo el grupo tratado con hCG, presentaba la mayoria de los blastocistos en oviductos.



137

La diferencia entre ambos grupos fue significativa en relacion a los embriones presentes en
oviductos (media de 9 en el grupo hCG vs 2,4 en el grupo LHr) y por contra no lo fue en
relacion a los blastocistos presentes en cavidades uterinas (2,9 en el grupo hCG y 5,1 en el
grupo LH). Estos resultados apuntan a que la LHr produce un trinsito oviductal de los

blastocistos mas rapido que la hCG.

Asi, en el estudio de correlaciones, tanto en el grupo de hembras que reeibio hC& como en el
que recibié LHr, existié una relacion directa y significativa entre el niimero de blastocistos
en oviductos y los niveles de progesterona a las 48 y 72 horas, pero esta correlacion, que fue
mas fuerte en el grupo hCG, apunta a una mayor permanencia de los blastocistos en los
oviductos tras hCG (grupo LHr: con progesterona a las 48 horas r=0,7258, con progesterona
a las 72 horas r=0,6601; grupo hCG: con progesterona a las 48 horas r=0,8146, con
progesterona a las 72 horas r=0,8153). Estos datos parecen indicar a que, en efecto, la
progesterona puede jugar un cierto papel de frenado del transito oviductal de los blastocistos,
tal y como se ha descrito previamente (17), papel que se ha puesto de manifiesto
especialmente en el grupo hCG, grupo en el que los niveles de progesterona fueron,
globalmente, mayores que en el grupo LHr, sobre todo a las 24 horas de la administracion de
la hormona. En relacion a los ovocitos presentes en cuernos (inica localizacion en donde se
presentaron), existio una relacion inversa con los niveles de progesterona determinados a las
72 horas en el grupo LHr (r=-0,6428). Esta relacin fue directa, aunque a las 48 horas, en el
grupo hCG (r=0,6780). No se detectd la existencia de ninguna otra relacion de interés entre los

niveles hormonales y la localizacion de ovocitos o blastocistos.

En nuestro disefio experimental procedimos a estudiar la calidad embrionaria sacrificando un

subgrupo compuesto por 10 hembras de cada grupo (LHr o h(G) a las 72 horas de la induccion
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de 1a ovulacion. La tasa de fecundacién que encontramos fue similar en ambos grupos (91,1
% en el grupo LHr y 89,6 % en el grupo hCG). Dada esta similitud de las tasas de fecundacion,
y como consecuencia logica del distinto nimero de foliculos que ovulé con cada una de las
hormonas, el nimero total de blastocistos fue significativamente mayor en el grupo de

hembras que recibido hCG (11,5+0,97) que en el que se administré LHr (7.6+0,97).

Tanto las 8 hembras de este subgrupo que ovularon con hC&, como las 9 que lo hicieron tras
recibir LHr presentaron embriones de buena calidad, correspondientes a los grados 1y 2 de
la clasificacion de Veeck (151). Pero cuando se estudia la distribucion de estos embriones en
las tres categorias definidas para la realizacién de nuestro experimento, destaca el hecho de
que, la tasa media de embriones de buena calidad (grados 1y 2) respecto al total, resultd ser
el doble en el grupo de hembras que recibié LHr respecto al que recibié hCG, concretamente
fue 67,8 + 5,26 % en el grupo LHr frente a un 33,5 £+ 3,01 % en el grupo hCG. Esta diferencia
alcanzé una elevada significacion estadistica (p = 0,00006692); por su parte la tasa de
embriones de calidad intermedia, grados 3 y 4, fue semejante en ambos grupos. En relacion
a los embriones degenerados, se invierte la relacién existente para los embriones de buena
calidad y surgen nuevas diferencias entre los grupos: mientras que en el grupo LHr la tasa
media de embriones degenerados {grado 5) es del 5,6 + 2,25 %, en el grupo de hembras que
recibié hCG la tasa es muy superior, aleanzando el 27,3 £ 4,7 %, siendo esta diferencia
altamente significativa (p = 0,0016498). Existe, aparentemente, en ambos grupes una
complementariedad en relacion a la calidad embrionaria de forma que, en el grupo hCg, la
mayor tasa de embriones degenerados se produce a expensas de los embriones de buena
calidad, que ve asi reducida su tasa, y viceversa en el grupo LHr, en el que se produce una

tasa mucho mas elevada de embriones de buena calidad.
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Estos resultados coinciden parcialmente con los previamente publicados por Gonzalez y Molina
en relacion al uso de LH humana urinaria (42, 96), en que se refiere que el porcentaje de
embriones degenerados fue significativamente mas alto para la hCG que para la LH. Sin
embargo no se encontraron diferencias en el porcentaje de embriones de buena calidad,
produciéndose la complementariedad en los embriones de calidad intermedia que supusieron
un poreentaje significativamente mas alto para la LH urinaria que para la hCG. Los autores
destacan el hecho de que, en el estudio de los ovocitos, los obtenidos tras la induecién con
hCG presentaban sisteméticamente una fragmentacion del corpisculo polar, fenémeno mucho
mas raro tras la induccion con LH urinaria. Esta alteracién ovocitaria podria influir
negativamente en su desarrollo posterior (153). En cualquier caso, los hallazgos en relacion
a la calidad ovocitaria mencionados son, también, parcialmente coincidentes con los
publicados por Zelinski-Wooten y cols. (165). Estos autores compararon la calidad de los
ovocitos obtenidos después de inducir la ovulaeion con FSH + hCG 6 FSH + LH humana
urinaria en monas (macacus rhesus), encontrando que el porcentaje de ovocitos atrésicos fue
significativamente mayor entre los obtenidos de 1as hembras tratadas con hCG que entre los

obtenidos de las hembras tratadas con LH humana urinaria (165).

La diferencia enconirada en nuestro estudio entre los grupes a favor de la LHr resulta
sugestiva, por cuanto la capacidad de desarrollo posterior de los embriones varia de forma
importante en funcion del grado de calidad morfologica al que pertenecen, al menos en el
humano. Asi los embriones de grado 1 y 2 presentan las mayores posibilidades de producir
un embarazo evolutivo (46 y 28 % respectivamente), mientras que los embriones de los grados
3 y 4 presentan menos posibilidades (10 y 19 %) respectivamente. Los embriones degenerados
apenas poseen capacidad para anidar y evolucionar posteriormente (5 %) (152). La mejora de

la calidad ovocitaria y embrionaria constituye un objetivo principal en la investigacion de
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nuevos procedimientos para el tratamiento de la esterilidad (112). El ideal de un ciclo de
induccion de la ovulacion consiste en la obtencién de un ciclo monoovular con el fin de evitar
embarazos miltiples y cuadros de hiperestimulacién. En un ciclo monoovular, la calidad
embrionaria se transforma en el factor critico por excelencia. Nuestre estudio ha ofrecido, en
la coneja, una calidad embrionaria signifieativamente mejor para la LHr que para la hCG. En
cualquier caso, hay que tener presentes las limitaciones que se derivan de las diferencias

existentes entre especies, ya que los estudios de Veeck (152) estin realizados sobre embriones

humanos.

Uno de los objetivos establecidos para el presente estudio consistia en estudiar, mas alla de
los procesos ovulatorios y la fecundacion y calidad embrionaria, 1a evolucién del proceso
implantatorio y las pérdidas parciales post-implantatorias hasta los 14 dias después de la
induccion de la ovulacion. Para alcanzar este objetivo se estudid el mimero de embriones
totales, el de embriones en regresion y emhriones en desarrollo, asi como las tasas de

implantacién y de pérdidas parciales hasta el dia 14.

Aunque en relacion al namero de embriones totales, observados a los 14 dias, la tendencia
fue hacia un mayor nimero en el grupe hCG, consecuencia légica del mayor nimero de
cuerpos liteos presentes y ovocitos ovulados, no se alcanzé significacién estadistica (hC6:
12+1,2; LH: 9,3+1; p=0,10724). Tampoco se evidencid ninguna diferencia significativa ni en el
niimero de embriones en desarrollo, ni en el de embriones en regresion, que fueron semejantes
para ambos grupos. Por lo tanto las diferencias existentes hacia un mayor numero de
blastocistos que encontramos a las 72 horas para la hCG disminuyen sustancialmente, y en

la practica desaparecen a los 14 dias.
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Adams (1) realizé un estudio sobre las pérdidas pre y post-implantatorias que se producen en
la coneja. En relacion a las pérdidas post-implantatorias encontré que, a los 8 dias postcoito,
estaba en regresion el 20,2 % de los embriones implantados. En nuestro estudio las pérdidas
parciales hasta el dia 14 de gestacion alcanzaron el 10,2+3,3 % en el grupo LHr, y el 8,6+2,5
% en el grupo hCG, no siendo significativa la diferencia entre ambos. Estas tasas son
considerablemente mas bajas que las publicadas por Adams (1). Cuando procedimos a calcular
la tasa de implantacion pudimos constatar una tasa significativamente superior en el grupo

LHr que en el grupo hCG, (LHr: 96,9+1,6 %; hCG: 89,425 %; p=0,024053).

Cuando se realizo el calculo de correlaciones entre el nimero de embriones en desarrollo ¥
el de cuerpos liteos, aunque en ambos grupos encontramos una correlacion directa con un
coeficiente muy elevado, como logicamente cabia esperar, ésta relacion fue mejor en el grupo
LH que en el hCG (LH: 0,96704; hCG: 0,92001). Un fenomeno semejante sucedio en relacion al
nimero de embriones totales y el de cuerpos liteos. Esto viene a reforzar, de forma indirecta,
la mejor viabilidad, no sdlo de los ovocitos, sino de los embriones obtenidos, aunque fueran

menos numerosos, tras la administraeion de LHr que tras la administracion de hCG.

En el estudio de correlaciones entre los distintos grados de calidad embrionaria obtenidos a
las 72 horas y las tasas de implantacion posteriores (a los 14 dias), inicamente en ¢l grupo
hCG existié una relacion inversa significativa entre el porcentaje de embriones de calidad
buena e intermedia y la tasa de implantacién (r=-0,71755 y r=-0,6966 respectivamente). 0 sea
que, en el grupo hCG, resulta aparente que el menor porcentaje de implantacion, en relacién
al grupo LHr, se produce no sélo como consecuencia de una menor calidad embrionaria, que
se ponia de manifiesto en el estudio a las 72 horas, sino también porque los embriones de

calidad buena e intermedia anidan en menor medida que en el grupo LHr. En este mismo
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grupo hCG, la presencia de embriones de calidad intermedia (Gradoes 3-4) presenté una
correlacion significativa con la tasa de pérdidas parciales postimplantatorias (r= 0,72557) lo
que, probablemente, indica que las pérdidas parciales se producen, en buena medida, a
expensas de los embriones de calidad intermedia en este grupo. Estas relaciones sélo se
pusieron de manifiesto en el grupo hCG. Dado que la clasificacién de la calidad embrionaria
se hizo siguiendo criterios estrictamente morfoldgicos (151), la lectura de estos datos apunta
a que existen otros factores no meramente morfologicos y no elucidados, que pueden
condicionar la correcta implantacién y la ocurrencia de pérdidas post-implantatorias
embrionarias en este grupo que recibié hCG, no produciéndose implaﬁtaciones de embriones
de buena o intermedia calidad morfolégica y produciéndose pérdidas post-implantatorias

esencialmente a cuenta de los embriones de calidad intermedia.

De los datos anteriores se desprende que, a pesar del mayor niamero de foliculos con
ovulacion (cuerpos liteos) y ovocitos obtenidos en el grupo hCG, los ovocitos obtenidos tras
la administracion de LHr dieron lugar, en términos relativos, a mas embriones de buena
calidad que, a su vez, permitieron obtener una mejor tasa de implantacién determinada a los
14 dias de la induceién de la ovulacion y de la practica de la inseminacion artificial. Estos
resultados vienen a reforzar los hallazgos realizados previamente por Molina y cols. {42, 96)
quienes, a las 48 horas después de la administracién de LH urinaria o hCG (+ monta),
observaron la presencia de una mejor calidad morfolégica embrionaria entre las hembras que

recibieron LH urinaria.

El posible papel deletéreo jugado por las alteraciones en el equilibrio esteroideo ha sido
objeto de atencion, atribuyéndose a los desequilibrios existentes entre el estradiol y la

progesterona un papel negativo sobre las tasas de fertilizacién y la calidad embrionaria en
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gatos (45). Ademas, en ratones, la elevacion del cociente estradiol/progesterona durante la
fase litea temprana se ha asociado a una disminucién de la capacidad de implantacién por
parte de los embriones y a alteraclones metabélicas en los mismos, debido a la producecion
de alteraciones endometriales (129). Molina y cols (97), en su estudio hormonal tras LH
urinaria y hCG consideran que resulta posible que los niveles de estradiol, relativamente
elevados, hallados tras la hCG, sean consecuencia de un cierto grado de hiperestimulacion,
producida por el propio tratamiento, y que se produzea la ovulacion de foliculos no viables,
atrésicos o inmaduroes. En tal sentido los efectos de la hCG serian menos selectivos que los
de la LH, aunque en este iltimo caso, como ya se ha discutido anteriormente, debido al
abordaje experimental utilizado (con monta de la hembra por el macho), se suman los efectos
de la hCG con los de la LH endiégena liberada de forma refleja (145), lo que no permite

abordar, probablemente, de forma adecuada este problema.

En relacion a este fenémeno, en nuestro estudio, tanto en el grupo que recibié LHr como en
el que recibid HCG existiéo una correlacidén inversa y significativa entre 1a tasa de implantacion
y los niveles de estradiol alcanzados hacia las 48 o 72 horas. Esta correlacion fue mucho mas
importante en el grupo LHr que en el grupo hCG (r=-0,92738 para LHr a las 72 horas; r= -
0,75376 para la hCG a las 48 horas). Estos resultados sefialan, en efecto, un posible papel
deletéreo del estradiol, cnando aicanza determinados niveles, sobre el desarrollo embrionario,

referido anteriormente por otros autores (45, 129).

La capacidad de implantacion del embrion depende, como uno de los factores esenciales, de
la calidad embrionaria y su capacidad para anidar en el endometrio (152). El otro factor
esencial viene constituido por el ambiente hormonal y la receptividad endometrial (112). En

relacion al primero de los factores, calidad embrionaria, los datos expuestos confirman los
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previamente obtenidos, a las 72 horas, en el sentido de que la mayor calidad embrionaria
obtenida con la LHr transciende hacia las etapas sigulentes, traduciéndose en un incremento
de la tasa de implantacion. Nuevamente podemos ver como la administracion de la LHr parece

condicionar mas positivamente que la hCG la calidad y evolucion embrionarias.

El estradiol juega, en la coneja, un importante papel luteotrépico (21, 50, 68, 93) constituyendo
el principal responsable del mantenimiento de la secrecion de progesterona por el cuerpo liteo
(89) y siendo los foliculos grandes que estin presentes en los ovarios de la coneja prefiada
la principal fuente de estrogenos luteotrdpicos (93). El estradiol produce un cambio en la
estructura celular, incrementando la biogénesis del sistema endopldsmico rugoso y del
sistema mitocondrial en las células hiteas para incrementar los mecanismos esteroidogénicos

(12).

La progesterona, por su parte, resulta imprescindible para la implantacion de los embriones
(5), mientras que el estradiol en la coneja ne parece esencial en este proceso (47), aunque
ejerce un efecto potenciador sobre la progesterona, pudiendo disminuir los requerimientos de

1a misma (140).

En relacion a los niveles de estradiol en plasma encontrados en nuestro estudio, no se puso
de manifiesto la existencia de ninguna diferencia estadisticamente significativa entre los
grupos LHr y hCG en ninguno de los momentos en que se determiné este esteroide. En ambos
grupos de tratamiento se produjo un descenso de los valores del estradiol a 1as 24 y 48 horas
de la administracion de la LHr o de la hCG respecto de sus valores preovulatorios. Este
descenso alcanzd una elevada significacion estadistica en el grupo hCG, pero no en el grupo

LH; a las 72 horas los valores de estradiol se recuperaron en amhos griupos por encima de
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los valores preovulatorios. Cuando analizamos este comportamiento bifasico mediante el
analisis de la varianza, encontramos que, en amhos grupos de tratamiento, las variaciones
fueron significativas, aunque las modificaciones en el grupe hCG fueron mas acusadas,

alcanzando una mayor significacion estadistica.

Las cifras asi como el perfil de estradiol que ofrecen nuestros resultados es coincidente con
el detectado por otros autores (24, 104). Osteen y cols (104) observaron una caida del 27 y 50
% en la cantidad de estradiol presente en sangre periférica y sangre procedente de la vena
ovarica respectivamente, a las 24 horas de la administracion de una dosis de hCG a conejas
y una recuperacion posterior que se iniciaba a las 24 horas post-hC6. En nuestro estudio, en
términos generales, el estradiol se comportd de forma semejante en ambos grupos, LHr y h(G,
con algunas salvedades derivadas del grado de significacion de las variaciones observadas,

que seran tratadas mas adelante.

La hCG posee, en la coneja, un efecto luteolitico que ha sido objeto de algunos estudios (21,
69, 163). Este efecto puede ser revertido por la accién del estradiol (164). Un mecanismo
primario por el que la hCG parece producir este efecto luteolitico consiste en eli propio
fenémeno ovulatorio, por el que se detiene la sintesis de estradiol, 1a hormona luteotréfica por
excelencia en la coneja (69). Otro mecanismo propuesto ha sido la disminucién de respuesta
del cuerpo luteo al estradiol ejercida por la hCG (21, 163). Keyes y cols. (69) postulan que la
puesta en marcha de uno o ambos mecanismos luteoliticos estd en funcion de la dosis; asi
dosis reducidas de hCG actuarian reduciendo los niveles de estradiol mediante 1a puesta en
marcha del proceso ovulatorio, mientras que dosis elevadas reducirian, ademas, 1a presencia

de receptores a estradiol en las células lateas.
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En nuestro estudio la hCG redujo mas drasticamente los niveles de estradiol que la LHr, segin
ha puesto de manifiesto el analisis de Ia varianza realizado y el analisis de la t de Student
para muestras apareadas, que mostré una disminucion significativa a las 24 horas y en tal
sentido su efecto luteolitico deberia haber sido, aparentemente, mas intenso que el de la LHr.
Sin embargo, en ningiin momento se puso de manifiesto un mayor efecto luteolitico de la hCG
respecto de la LHr, en base a los niveles de progesterona observados. Por el momento no se

dispone de publicaciones que refieran la existencia o no de un papel luteolitico para la LHr.

Ya hemos mencionado que, en la coneja, la implantacion se relaciona de forma critica con
la progesterona (b, 47) que se constituye en el esteroide esencial del proceso implantatorio.
Resulta cuanto menos interesante que, cuando estudiamos las tasas de implantaecion en
nuestro experimento, éstas fueron significativamente menores en el grupo de hembras que
rectbid hCG que en el que recibio LHr. Ademas, cuando se estudiaron los cocientes existentes
entre el estradiol y las estructuras ovaricas con las que posee algin tipo de relacién
funcional, encontramos que el estradiol por cuerpo hiteo fue mas bajo en el grupo hCG que
en el grupo LHr (p=0,096753, casi significativo). No estamos en condiciones de poder responder
a la cuestion de si esta reduccion en el cociente estradiol/cuerpo liteo constituye el reflejo
de una mayor actividad luteolitica de la hCG respecto a la LHr, quizi mediada por la
reduccion de los niveles de estradiol, que se¢ pueda traducir en una disminucién de las tasas
de implantacion, sobre todo si se tiene presente el trabajo de Mills (93) quien publico que,
hasta el dia 3 post-coito, el cuerpo Liteo esta dotado para crecer sin necesidad de la presencia
de estradiol, mientras que, a nivel endometrial, a la 24 horas se produce un incremento del

contenido de recepfores para el estradiol, tanto nucleares como citosolicos (73).

A las 72 horas observamos un incremento en los niveles de estradiol, que se situaron por



147

encima de los valores preovulatorios, coincidente con el observado en otros estudios (73, 104).
Este incremento puede ser atribuido a la produccion de una nueva oleada de foliculos en
desarrollo y es de interés por cuanto estos foliculos proveeran el estradiol esencial para el
mantenimiento del cuerpo liteo (104). Los niveles de estradiol alcanzados en este momento

fueron semejantes en ambos grupos de tratamiento.

En el grupo LHr el mimero de foliculos preovulatorios se correlaciond mejor
(significativamente) con los niveles de estradiol a las 24 horas (r=0,64797); esta relacion fue
no solo mas débil, sine que se invirtié en el grupo hCG (r=-0,42739); en el mismo grupo existid,
a las 48 horas de la administracion de la hormona, una buena correlacidén, directa, entre los
niveles de estradiol y los de progesterona. Sin embargo en el grupe hCG en ningin momento
se puso de manifiesto la existencia de correlaciones de interés entre estos dos esteroides.
Todo ello constituye, presumiblemente, la expresion de una mas arménica produceién

esteroidea en el grupo LHr que en el grupo hCG.

Ademas, en el grupo de hembras que recibio hCG detectamos la existencia de una correlacion
directa y significativa entre los embriones de calidad intermedia y los niveles de estradiol
medidos a las 48 horas (r=0,69576), que no existio en el grupo que recibié LHr. Por otra parte
ya hemos hecho mencion al hallazgo de la relacion inversa entre los niveles de estradiol a

las 48/72 horas y 1a tasa de implantacion.

Los valores de progesterona se incrementaron desde sus valores preovulatorios y alcanzaron
niveles semejantes en ambos grupos a las 72 horas de la administracion de la hormona
correspondiente, 126561234 pg/iml y 13811230 pg/ml para el grupo LH y hCG respectivamente.

Estos valores son similares a los comunicados en la literatura para este mismo momento post-
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coito o posi-hCG (13). El analisis de la varianza también mostré que las variaciones
observadas a lo largo de las 72 horas de estudio fueron significativas en ambos grupos. No
obstante las modificaciones fueron mucho mas notorias en el grupo hCG (valor de p <0,001
para hCG vs p<0,01 para LH; ANOVA). Ademas, en el grupo hCG, a las 24 horas post-induccion
de ]a ovulacion, los niveles de progesterona se habian elevado significativamente sobre sus
valores preovulatorios y eran significativamente mas altos que en el grupo LHr. Asi, en el
grupo LHr a las 24 horas no se produjo ningun incremento sobre los valores preovulatorios,
no siendo hasta las 48 horas que los valores de progesterona mostraron una elevacion. En
general los valores de progesterona fueron mas altos en el grupo hCG. Estos datos coinciden
con los obtenidos en estudios previos (42, 97) realizados con un extracto de LH pura urinaria,
en que también a las 24 horas postinduccién de la ovulacion los niveles de progesterona
fueron significativamente mas elevados en las hembras que recibieron hCG que en las que

recibieron LH.

La diferencia significativa observada en el valor del cociente progesterona/cuerpo liteo en el
momento preovulatorio se debe muy probablemente a una distorsion provocada por la PMSG,
por cuanto esta hormona incrementa el contenido de progesterona en los ovarios de la coneja
practicamente a cualquier dosis (162), aunque no es capaz de inducir ovulaciones ni siquiera
tras administraciones repetidas de 50 Ul (162). A las 24 y 48 horas postinduccién de la
ovulacion, el cociente progesterona/CL era muy similar en ambos grupos, mementos en que
el efecto distorsionador deserito bien pudo haber desaparecido. Sin embargo, este cociente fue
superior a las 72 horas en el grupo LHr que en el grupo hCG (160+24,5 pg vs 129+8,6), aunque
con nuestra casuistica esta diferencia no alcanzé significacion estadistica. Se ha sugerido que
este mayor cociente, teniendo en cuenta la presencia de niveles de progesterona mayores en

el grupo hCG, puede ser indieativo de un mejor funcionalismo de los cuerpos liteos obtenidos



149

tras la administracion de LH que tras la administracion de hCG (97). Cabe la posibilidad de

que ésto pueda ser debido al distinto efecto luteinizante que pueda jugar la LH en relacion

a la hCG.

Cuando calculamos el valor del cociente progesterona/potencial ovulatorio el fendmeno se
invirtio respecto al cociente anteriormente discutido (progesteronal/cuerpos liteos), siendo
significativamente mayor a las 24 horas, y casi significativamente mayor a las 48 horas, en

el grupo h(G y también a las 72 horas, aunque perdiendo la significacion.

De nuevo tenemos que hacer mencion a las posibles diferencias interespecie. En el estudio
publicado por Zelinski-Wooten (165), utilizando LH humana urinaria y hCG para inducir la
ovulacién en monas, se puso de manifiesto una pobre secrecion de progesterona cuando
unicamente se administro la dosis ovulatoria de LH urinaria, a pesar de que los mecanismos
de transformacion ovocitaria se produjeron de forma adecuada. Por contra, con la
administracion de pequefias dosis de LH urinaria durante la fase litea, la secrecion de
progesterona aleanzd niveles semejantes a cuando se administré hCG. En este trabajo el
porcentaje de ovocitos atrésicos fue menor cuando se utilizé LH urinaria que cuando se
administré hCG (165). Por otra parte Simon y cols. (139), en su trabajo pionero utilizando LHr
en monas, también realizaron un aporte suplementario de LHr durante 1a fase lhitea tras Ia

administracién de la dosis ovulatoria, obteniendo una fase litea normal.

En nuestro estudio, realizade en conejas, a pesar de la corta vida media de la LHr, la
secrecion de progesterona a las 72 horas fue semejante entre los grupos que recibieron LHr
y hCG y los resuitados a los 14 dias, en cuanto a porcentaje de implantacién, fueron mas

favorables para la LHr.
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En cuanto al estudio de correlaciones detectamos algunas diferencias entre uno y otro grupo.
En ambos casos existid la relacion directa, que cahia esperar, entre los niveles de
progesterona a las 48/72 horas y el nimero de cuerpos liteos, mas importante para la hCG.
Lo mismo sucedié entre los valores de este esteroide en los momentos referidos y ¢l nimero
total de blastocistos. En el grupo hCG existieron relaciones directas entre la progesterona a
las 48 y 72 horas y los embriones de calidades buena e intermedia, mientras que en el grupo

LH Unicamente existio con los embriones de calidad intermedia

Por su parte, en el grupo LHr la progesterona a las 72 horas se relaciond de forma directa
y significativa con la tasa de fecundacion. En el grupe hCG esta correlaciéon no aleanzéd

ninguna significacion.

Los cocientes estradiol/progesterona, calculados en los momentos en que se determinaron
estos esteroides, no mostraron diferencias significativas entre los grupos. Sin embargo llama
la atencién la existencia de una correlacién significativa inversa entre el nimero de
embriones de buena calidad y el cociente estradioliprogesterona existente a las 72 horas de
la induccién de 1a ovulacién en el grupo hCG (r=-0,7283) y que no existio en el grupo LHr. Safro
y cols (129) habian puesto de manifiesto que 1a existencia de cocientes estradiol/progesterona
elevados influian negativamente en el proceso implantatorio y en el metabolismo embrionario.
La relacién encontrada por nosotros y anteriormente por otros autores (45), apoya la idea de
que los desequilibrios hormonales, afectan negativamente, no solo el proceso implantatorio,

sino los eventos embrionarios inmediatamente anteriores.



8. CONCLUSIONES
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1. La LH humana de origen recombinante es capaz de desencadenar eficazmente la ovulaciéon
en conejas previamente sometidas a estimulacién ovirica mediante la administracion de

PMSG.

2. La administraciéon de 50 UI de LH humana recombinante produce una menor tasa de
ovulacion, un menor namero de cuerpos liteos y un menor nimero de embriones, que la

administracion de una dosis semejante de hCG.

3. La LH humana recombinante produce una mejor calidad embrionaria, determinada a las
72 horas de la inseminaciéon artificial, que la hCG; esta mejor calidad se traduce por la
presencia de una mayor proporcién de embriones de buena calidad y una menor proporeion

de embriones degenerados.

4. La LH humana recombinante produce un mayor porcentaje de implantacion a los 14 dias

postinseminacioén que la hCG.

5. La LH humana recombinante produce un transito mas rapido de los blastocistos por los

oviductos que la hiG.

6. I.a LH recombinante tiende a producir un mejor equilibrio esteroideo durante las 72 horas

posteriores a su administracion que Ia hCG.
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