
UNIVERSIDAD COMPLUTENSE

Departamento de Fisiología

INVESTIGACION DE LAS ANALOGIAS Y DIFERENCIAS ENTRE

LA LH RECOMBINANTE Y LA hCG EN EL PROCESO REPRODUCTIVO

FAEMACOLOGICAMENTE INDUCIDO EN LA CONEJA.

TESIS DOCTORAL

JoséAntonia PeinadoPeinado

Diciembre de 1993



INFORME DEL DIRECTOR DE LA TESIS

La tesis titulada “Investigación de las analogías y diferencias entre

la III recombinante y la hCO en el proceso reproductivo farmacológica—

mente inducido en la cofleja”, presentada por el licenciado en Medicina

It José Antonio Peinado Peinado, ha sido realizada bajo mi direccion,

y, a mi juicio, reune las condiciones Lemáticas, metodol.égicas, anail—

ti cas y (le presentación suf Ic rentes y riecesaCias; , ~ le ida y ——

juzgada por el correspondiente tribunal.

át=IMi~C?u ~É

R~V.S Vk tSt~<~LLtÉS. Cwú uc~QA YTE\XA

~ Au~Ww ~ (le Li

~; \4WiKCS¡. 1 )i CCt(>I~
~2
Y A

¡41

File
[echa y Fm>

uN 1<

¿¼— ‘II— %IL

1 (jO _____________

I)Nl

INFORME DEL CONSEJO DE DEPARTAMENTO

El Consejo del Departamento, reunido en sesión ordinaria el 26 de novientbre

de 1993, acordé admitir a tr~inite la tesis presentada por It Jose Antonio

Peinado Peinado.

Fecha reunión

Consejo Departamento

26 de noviembre de 1993

FI Director del Departamento

r2? -~1&u~=41S
F.J. Rubia Vila

Fdo.:

tiecha y irma)



D. ALBERTO ROMEU SARRIO, Doctor en Medicina y Profesor Asociado del
Departamento de Pediatría, Obstetricia y Ginecología de la Universidad de Valencia:

CERTIFICO: que la tesis titulada ‘lnvestigación de las analogías y diferencias entre
la LH recombinante y la hCG en el proceso reproductivo farmacológicamente
inducido en la coneja”, presentada por el Licenciado en Medicina D. José Antonio
Peinado Peinado, ha sido realizada bajo mi dirección.

AUTORIZO su presentación en la Universidad Complutense de Madrid para
optar al grado de Doctor.

Valencia, a 3 de Enero de 1 .994.



Dfla. INMACULAUj MOLINA BOTELLA, Doctora en Ciencias
Biológicas:

CERTIFICO: que la tesis titulada “Investigación de las analogías
y diferencias entre la LH recontinante y la hCG en el proceso
reproductivo farmacológicamente inducido en la coneja”,
presentada por el Licenciado en Medicina D. José Antonio Peinado
Peinado, ha sido realizada bajo mi dirección.

AUTORIZO su presentación en la Universidad Complutense de

Madrid para optar al grado de Doctor.

Valencia, a 3 de enero e 1994.



AGRADECIMIENTOS

Al Departamento de Ciencia Animal de la Universidad Politécnica
de Valencia, y muy especialmente al Dr. Marcial Plá, por su
colaboración en todo lo relativo al material animal.

A Ignacio Alvarez Cantalapiedra, Gerente del Dpto. de
Bicestadística y Biometria de Laboratorios Serono, por su
asesoramiento estadístico.

A María Baez, responsable del Dpto. de Documentación de
Laboratorios Serono, y a Josefina Castellá, por su magnífica
labor en relación a la búsqueda del soporte bibliográfico.

A Blanca Granados y la Dra. Vaticón miembros del Departamento de
Fisiología de la Universidad Complutense, por su colaboración en
la valoración de las muestras hormonales.

A mi empresa, Laboratorios Serono, S.A. y muy especialmente a
Jacinto Fernández Lugo, Director de las Divisiones de
Reproducción y Hospitalaria, por entender y compartir las
inquietudes que impulsaron este trabajo de investigacion.

Al Prof. Jesús A. F. Tresguerres, de cuya mano me inicié en el
conocimiento de la fisiología de la reproducción, por haberme
aconsejado y dirigido durante mi doctorado.

Al Dr. Alberto Romeu, pionero en Espafia en el estudio de los
efectos de la LB en reproducción experimental, por sus ideas y
apoyo, y a la Dra Inmaculada Molina por brindarme su experiencia
y tiempo en mi formación como investigador.



A ints padres

A Salley Daniel



INDICE

1. .JUSTIFICACION 2

2. HIPOTESIS DE TRABAJO 3

3. OBJETIVOS 4

4. ANTECEDENTES 5

1. Qonadotroplnascon acción luteinlzante:LB y IiCG 6
2. Inducción de la ovulación con gonadotropinasexógenas:el remedio

farmacológicode un fenómenofIsIológIca 20
3. Aspectosde la fisiología reproductivade la coneja 31
4. Reseñassobre la inducción de la ovulacióny reproducciónasistida

en la coneja 33

5. MATERIAL Y METODOS 36

1. AnImalesutilizados. Selección 37
2. Hormonasutilizadas 38
3. Diseñogeneralexperimental 40
4. Inseminaciónartificial 43
5. Obtención de las muestrasde sangre 48
6. Estudio de ovarios, ovocitos y embrionesa las 48 horasde la inducción

de la ovulación 47
7. Estudio de implantacióny pérdidasprecocespostimplantatorlasa los 14 días

de la inducción de la ovulación 56
8. DeterminacIónde estradioly progesterona 59
9. Análisis estadístico 61

6. RESULTADOS 65

1. Estudiodescriptivoy comparativo 66

1.1. Estudiode los datosováricos y embrionariosobtenidosen las hembras
sacrificadasa las 72 horas 67

1.2. Estudio hormonalhastalas72 horaspostinducciónde la ovulación 75



1.3. Estudiode los datossobreImplantaciónobtenidoshastalos 14 días 91

1.4. Tasade ovulación y folículos ovuladosen el total de la experiencia .... 95

2. Estudiode correlaciones 97

2.1. Datosováricos y embrionariosobtenidosen las hembrassacrificadas
alas72horas 98

2.2. Datoshormonalesobtenidosbastalas 72 horas postinducciónde la
ovulación 106

2.3. Datoshormonalesy localIzacIónde ovocitos y embriones 112
2.4. Datos de Implantaciónobtenidosbastalos 14 díaspostinducción

de la ovulación 114
2.5. Correlacionesde los datosobtenidasa las 72 borascan los

obtenidosa los 14 días 118

7. DISCIJSION 122

8. CONCLUSIONES 151

9. BIBLIOGRAFIA 153



1. JUSTIFICACION.

2. HIPOTESIS DE TRABAJO.

3. OBJETIVOS.



2

1. J u s TI F 1 CA C 1 0 N

En la actualidadlos modernosprocedimientos,genéricamenteconocidoscomo técnicasde

reproducciónasistida,constituyenla terapéuticade primenelecciónparael tratamientode

la esterilidadhumana.

Entendiendocomo reproducciónasistidaaquellasmetodologíasde trabajo que implican el

manejodegametoso preembrionesen el laboratorio,el segundograncapítulodeltratamiento

de la esterilidadhumanalo constituyela Inducciónde la ovulación.

Tanto en esteúltimo caso,como en reproducciónasistida,la estimulaciónovárica, seguida

de la administraciónde hCG, pareceIndispensable.

Un porcentajede mujeres,quepodríallegara representaraproximadamenteel 25 % de todas

aquéilas cuyo ovario se estimula con fines terapéuticos,muestra respuestasde tipo

multifolícular y conileva el riesgo de sufrir cuadrosseverosde biperestimulaciónovárica.

La hiperestimulación ovárica constituye un trastorno potencialmentemortal de origen

endocrinocongravesrepercusioneshemodinámicas,claramentevinculadoa la luteinización.

De hecho,enla prácticaclínica, esfrancamenteexcepcionalen ausenciade la administración

de hCG o de gestación.

Si bien las situacionesde lulperestimulaciónováricasedesencadenancomo consecuenciade

la administraciónde bCG a dosis farmacológicas(a pacientespretratadascon substancias
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folículoestimulantes),éstasaparecentardíamente.Estoha llevadoa pensarquela largavida

media de estahormona,y su prolongadaacciónsobrelos receptores,estánImplicadasen la

fisiopatologíade la lilperestimulaclón.

La recientedisponibilidad de un preparadode LH pura de origen DNA-recomblnante,y el

resultadode experienciasprevias,justifican plenamentela realización de un protocolo de

investigación.

El doctorandohadedicadounabuenapartede su actividad investigadoraa la utilización de

hormonaspurificadas en la estimulación ovárica. En este sentido, ya en su tesina de

licenciatura,analizó los efectosde la FSH “pura” sobreel ovario y el eje blpotálamo-blpófiso-

ovarico en mujerescon hiperandrogenismode origen ovárico.

2. HiPOTESIS DE TRABAJO

1) La administraciónde una dosisadecuadade LH recombinante(LH.r) a conejaspretratadas

con PMSG paraestimulaciónfolicular, debereproducirel efecto biológico(reanudaciónde la

meiosis y ruptura folicular) de la LII natural obtenida de la arma, sin causarefectos

deletéreossobre la fecundabilidadovocitaria nl la viabilidad de los zigotos, pues su

mecanismode acciónes el fisiológico.

2) La acciónde LII debede proporcionarsimilaresefectosbiológicos,y un efecto hormonal

másfisiológico que la hCG.
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3. 0 E 1 E T 1 Y O 5

1) Comprobarel efecto de una dosisde LH-r en conejaspretratadascon PMSG, sin que medie

la descargaendógenade la LH consecutivaa la monta,en términos de a) tasade ovulación

y b) nivelesde estradíoly progesterona.

2) Estudiarla viabilidad de los zigotos en términos de tasade Implantacióny de pérdidas

precocespostimplantatorlas.

3) Compararambosefectoscon los obtenidoscon la hCG.



4. ANTECEDENTES
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1. GONABOTROPINAS CON ACCION LIJTEINIZANTE: LH Y hCG.

1.1. GENERALIDADES.

La LB pertenecea la familia de las hormonasglicoproteicas,familia a la que pertenecen

otrasdos hormonasbipofisarias,la FSH, la otra gonadotropinahipofisaria, y la TSR. Existe

unacuartahormonaglícoproteicaque es la licO, otragonadotropinaglicoprotelcajunto a la

LB y la FSH, que poseeun origenextrahipofisarioya que se sintetizapor el corion, unavez

que se produce la Implantacióndel blastocisto.

Todaslashormonasgilcoprotelcascitadasposeendossubunidadesdenominadassubunldad-a

y subunldad4,compuestaspor secuenciasespecificasde aminoácidos.La subunldad-aes

comúnpara todaslas hormonasglicoproteicasmencionadas(106). Como sucedecon otras

hormonasproteicas,la subunidad-aes específicade especief76) porsu partela subunidad-»

posee una secuenciade aminoácidosdistinta en cadauna de las 4 glicoproteinas.En

consecuenciala subimldad4es específicaparacadaunade eliasy confierela especificidad

de la hormonaen cuantoa su acciónbIológica (116).

A pesarde que existe la especificidadde especiedescritay de que, como muy recientemente

se hapuestode manifiesto,el receptorparalasLuCO humanas,obtenidomediantetécnicas

de DNA recombinante,muestraespecificidadde especieen el reconocimientodel Uganda<61),

lo cierto esque las gonadotropinaspresentanactividadcruzadaentreespecies(37), lo que

Indica que las panesesencialesde la molécula a la horade ejercersu actividad biológica

compartencaracterísticascomunesentrevariasespecies,como es el casode ciertaspafles

de la secuencíade aminoácidosde la subunldad-aen las especieshumanay bovina,
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secuenciasricas en puentesdlsulfuro (157)

El pesomolecularde la LII es de aproximadamente28 KD (15), mIentrasque el de la hCO es

de unos38 KD (15, 116)

Una extensarevisión sobrelas caracteristicasestructuralesy las accionesbiológicas de la

LII y la hCO ha sido realizadapor González-Santana(44
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Figura 4.1. Formación reversible d. la lico a partir de las subunidades. Se detallan
las caract.risticas de las subunidades a y E como son los pesos moleculares
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Parala expresión de la actividad hormonal resultanecesariala combinaciónde las dos

subunidades,a y fi, por cuanto estas subunidadesde forma aisladano poseenactividad

biológIca (15). Una vez que se glicosilan y se unen lassubunidadesla hormonaadquieresu

capacidadbiológica.SegúnGatty Dufau(15), la subunldad-aposee,como mínimo, dospapeles

importantes.El primero es que presenta,unavez combinadacon la subunidadfi, algunosde

los lugaresde reconocimientonecesariosparasu unión al receptor~además,como segundo

papelImportante,estasubunldad-apermite que la subunidad-iladquierasu conformación

activa una vez combinadacon ella.

1.2. LOS OLIGOSACARIDOS EN LA ESTRUCTURADE LA LH Y LA hCG

Una característicaesencialde la LH y hCG (como de lasrestanteshormonasglicoproteicas)

radícaen las cadenasde oligosacáridoslateralesancladasen lasdossubunidades,a y fi, de

estashormonas(15). Las cadenasde oligosacáridosconstituyenalrededordel 16 % del peso

molecularde la LH, siendo estaproporción aúnmayoren la hCG, y estánformadaspor los

siguientesmonosacáridos:manosa,galactosa,fucosa,glucosamina,N-acetil-galactosaznlna

y ácidoslálico (131).La figura 4.2. muestra,esquematicamente,la composiciónde lascadenas

lateralesde oligosacáridosde la LH y hCG.Esencialmenteel monosacáridoterminalde estas

cadenases el ácido siáilco, ocasionalmentefucosa y, másraramente,galactosa(15).

El contenido de ácido siálico muestraImportantesdiferencias entre la LH y la bCO. Así,

mientrasque la LH presentahabitualmenteun único residuo de ácido siálico, la hIJO posee

hasta20 residuos (15). Por contra la LII es más rica en N-acetil-galactosaminacomo

monosacáridoterminalde suscadenaslateralesde oligosacáridos(106). Además,al parecer.

las cadenasde olígosacáridosde la cadenaalfa de la LH sonmás ricas en manosaque las
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de la hCG (122).
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Figura 4.2. Esquema de las cadenas laterales de oligosacáridos de las glicoproteinas
hipofisarias y de la hCG (Tomado de Catt y flufau, 15)

Estadiferenciaen el contenidode oligosacáridosno solo esresponsable,en granmedida,de

las díferenciasenlos pesosmoleculares,que danlugar a la existenciade todaunavariedad

de isoformasde cadauna de estasglícoproteinas,sino que tambiénesresponsablede la

heterogeneidadexistenteen los puntos isoeléctricos(pI) de estasgonadotropinas(158). La

figura 4.3. muestrael perfil de las isoformasde unade las glicoproteinas,la FSH, obte-
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Figura 4.3. Esta fotografía muestra algunas de las distintas isoformas que entran a
formar parte de las hormonas glicoproteicas, concretamente la FSM. Se trata de un
estudio mediante enfoque isoel~ctrico de las isoformas de FSM que componen un
preparado comercial de FSH (Neo~Fertinormr> . Cada una de las columnas corresponde a
un lote de esta hormona. La columna central corresponde a otro preparado de FSM

nida mediante isoelectroenfoque. En este caso las distintas bandas corresponden a un rango

definido de isoformas de la FSH, comprendidas entrepl de 4,5 a 5, rango por otra parte típico

de la FSH (15).

En cuanto a los pl de la LH y de la hIJO entre los que se encuentrancomprendidossusrangos

de isoformas, estosson de O a 10 para la LB y de 3 a 5 para la hIJO (15)

El distinto grado de glicosilación de estas hormonas determina de forma crucial la actividad

biológica de las mismas.Las isoformascon menorgradode glicosilación, por lo tanto más

básicas, presentan una elevada actividad biológica in vitro, pero son eliminadas más
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rápidamentede la circulación (158),mientrasque lasformasmásacídicas,con mayorgrado

de glicosilación,presentanunamenoractividadinvitro, peropermanecendurantemuchomás

tiempo enplasma,por lo que su actividadin vivo se prolongamásen el tiempo(158). De entre

los olígosacáridos,el ácido siá2llco es el que juega el papel másimportantea la horade

determinarla vida mediade la hormona(15) y en cuantomayormedidaentraa formarparte

de la composiciónde la isoforma,másseprolongasu tiempode acción.La eliminaciónde los

oligosacáridosrestantesdeterminala abolición de la actividad biológica de la hormona,

aunqueno afectaal grado de unión al receptor(131).

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

Comoya sehamencionado,en el humano,la subunldad-aes comúnparala LB y parala hCO,

ademásde parala FSHy la TSR.Estácompuestapor unacadenade 92 aminoácIdosala que

seencuentranunidasunascadenaslateralesde oligosacáridos.La subunldad-aposeeunpeso

molecularde 14 KD aproximadamente(15). La figura 4.4. muestrala secuenciade aminoácidos

de estasubunidad,así como los lugaresde unión de las cadenaslateralesde oligosacáridos

a la misma.

La síntesisde la subunldad-ase encuentracodificada por un gen que se localiza en el

cromosoma6 (29) que determinauna estructuragenéticapara la hormona que permite

dividirla en tres dominios, en funciónde los 4 exonesy 3 intronesdel gen quela codifica. El

primer dominio ocupadesdeel extremoN-termlnal hastael residuo 10; este dominio puede

mostrarvariacionescon ciertafrecuencia(157) sugiriendoque estafracciónde la subunidad

no es críticaparala acciónde la hormonanl parael establecimientode puentesdísulfuro.

El segundoy tercerdominio (residuos11-71 y 72-C terminal,respectivamente)sonImportantes
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por cuantoparticipanen el establecimientode los puentesdisulfuro (157) que en estaunidad

lO 20 30 40
1 PROASP VAL GUI ASP CTS PRO Gui CTS TMR [FU GUI (RU ASPI PRO ~E PIfE SER GUI PM OIT ALA PRO ILE [FU GUI CTS ME? GLT CTS CTS PIfE SER Affih ALA TIR PRO TIjA PRO

50 80 70 Y 80
1 ARO SER [VS[VS TIjA ME? [FUVAL GUI [VS ASPÉ VAL TSR SEA Gui SEA TUR CTS CTS VAL ALA [VS SEA hA ASPI ARO VAL TMA VAL ME? O[T GLT PSE [VSVAL (RU ASId 515 TSR

90
CTS MIS CTS SEA PIdA CTS ITA TYA MIS [VS SEA-COCA

Figura 4.4. Secuencia de aminoácidos de la cadena a de la LB y de la lica (así como del
resto de glicoproteinas. Los triángulos indican los lugares de anclaje de las cadenas
laterales de oligosacáridos que se encuentran unidos mediante uniones N a las
asparraginas correspondientes a los residuos 52 y 78 (Tomado de Catt y flufau, 15>

son cinco y que son responsablesdel mantenimientode la estructuratridimensionalde la

hormona(15>. En estosdos dominiostambiénse encuentranunidaslas dos cadenaslaterales

de oligosacaridoscaracterísticasde estasubunidad,concretamentemedíanteunionesN- a los

residuosasparragina52 y 78 (15). Estascadenaslateralesespecíficasde la subunidadalfa

sesabeque son esencialesparaactivar los receptoresde la LH y lasproteínasO unidasal

sistema adenilatociclasa(131) y concretamentela cadenaunida a la asparragina52

constituyeel grupode oligosacáridosmásImportanteen la transducciónde la señal(92). Muy

recientementese ha comunicadoel papel esencialque, tatoparala FSH como parala LH,

jueganlos residuosaHls~-Lys91 en la inducción del sistemaadenilatociclasa(160).
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1.4. LA SIJBIJNIDAD BETA DE LA LB Y DE LA hCG.

La subunidad-fi de Ja LB y de la lICO presentandiferenciasmuchomás profundasque las

propiamentedebidasa los azúcares,queentrabanenla composiciónde lascadenaslaterales

de oligosacáridos,de lassubunldades•cy.Así la subunldad-Bde la LH estácompuestaporuna

secuenciade 121 amInoácidos,mientrasque la de la hIJO la forman145 amInoácidos<15); de

forma global, la EhIJOy la ¡LH presentanunaanalogíade aproximadamenteel 82 % de sus

secuenciasde aminoácidos,permitiendolos aminoácidosen excesoexistentesenla EhIJil, la

obtenciónde AC monoclonalesespecíficos(76).

Otra diferenciaimportanteradícaen que,mientrasquela subunidad-fide la LR poseeuna

únicacadenalateralde oligosacáridosPl-unidaa la asparragina12, la subunidad-ilde la hIJO

poseeen total seiscadenaslateralesde oligosacáridos,de las que dos estánPl-unidas,una

tambiéna la asparraglna12 y la otra a la asparragina30, siendolas 4 cadenasrestantes

0-unidasa los residuos121, 127, 132 y 138, que corresponden,todoselios, a serinas(15, 116).

Estosoligosacáridos,presentesen la hCO, contienenácido siáilco como glícido terminaly no

contienenSO4~ como sucedecon las gonadotropinashipofisarlas,por incapacidaddel tejido

placentariopararealizarla sulfatacióndebidoa su carenciade sulfotransferasas(127). La

figura 4.5. representalas secuenciasde las subunidadesBLH y ¡bCO y los lugaresde unión

de las cadenaslateralesde glícidos.

El gen que codifica la subunidad-Bde la LH se encuentraen el cromosoma19, con 3 exones

y 2 intrones (29). En el casode la ¡bCO se han identificado 7 geneso seudogenesque la

codifican que también contienen3 exones y 2 intrones, estandomuy relacionadaslas

porcionescodificadorasde lasdossubunidades,¡hIJO y ¡LB (29). La figura 4.6. representalas
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estructurasde los genesde la MR y de la ¡hIJO humanas.

1 10 20
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Figura 4.5. secuencias de aminoácidos de las cadenas SLE y ShCG. Los guiones indican
que el aminoácido de la cadena Llica es idíntico al de la cadena SLE. Los triángulos
indican los lugare8 de anclaje, mediante uniones >1. de las cadenas laterales de
oligosacíridos. Los círculos indican los lugares de anclaje de las cadenas laterales
de oligosacáridos que se encuentran unidos mediante uniones 0 (15> -
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Figura 4.6. Estructura de los genes que codifican la síntesis de la SL!! y de la SSCC
(Segun Gharib y cols. Citado por 15)
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Como consecuenciatanto del mucho mayor contenidoen oligosacáridos,como del mayor

númerode aminoácidos,que entrana formar partede la subunidad•IlhCG,en relación a la

BLH, el pesomoleculares tambiénmuy superior,siendode 14 KD parala LH, mientrasque

para la hIJO es de unos24 KD (127).

1.5. PERMANENCIA DE LA HORMONA ACTIVA.

La vida mediade la LB en plasmasehaestimadoen alrededorde 69 minutos(86), En el caso

de la LB recombinantela vida media bloactiva se ha deteminadoen 84 minutos (139>,

mientrasque su vida mediaInmunoreactivasehaestimadoen 52 minutos (139). Estasvidas

memasson ligeramentedistintasa las de la LB extractivahipofisariaque se han estimado

en 66 y 135 minutos (inmunoreactivay bioactiva respectivamente)y a las de la LB urinaria

presenteen la lIMO, determinadasen 111 minutos la inmunoreactivay 200 minutos la

bioactiva (139). La diferencia en las vidas medias es consecuenciadel distinto grado de

sializaciónsegúnsu origen.

La desapariciónde la LB sigueuna doble curva exponencial,con un primer componentede

alrededorde 20 minutos y un segundode alrededorde 200 minutos (159), produciéndosesu

metabolizacióny eliminación a nivel del hígado y riñón respectivamente.

La vida medía de la hIJO es superior a las 24 horas (125, 139, 159). Yen y cols. (159)

encontraronque la eliminaciónde la hIJO seguíaunacurva doble exponencial,con unprimer

componenteque presentabaunavida media de 11,2 horaspor término medio (rangode 7,4 a

14,1 horas),y un segundocomponentemás lento con unamedia de 23,4 horas(rangode 21

a 27,4 horas). Posteriormente,Rizkallahy cols. (125) publicaronunestudioen el que también



16

se atribuía a la hIJO una eliminaciónbifásica, de 24 a 36 horas,con un primer componente

de unas5horasy un segundocomponentede unas24 horas.Más recientementela vida medía

de la hCO,tras su administraciónintramuscular,sehacalculado,dependiendodel estudio,en

2,32 dias, con un error estándarde 0,22 días (20), o en 31±3horas (128), y tras su

administraciónsubcutáneaen38±3horas(128).

Estasdiferenciasexistentesen la vida mediade la LB y de la hIJO se atribuyen,básicamente,

al mayor contenido en ácido siálico que presentala hIJO (15). Tsuruharay cols. (146)

estudiaronlas propiedadesbiológicasde la hIJO tras eliminar de éstalos residuosde ácido

siálico. Pudieronobservarque la eliminación de estosresiduosno afectabala unión de la

hormonaasu receptor,indicativo de queestosmonosacáridosno jueganunpapelImportante

enla funciónde maciónde lahormona.Sinembargola velocidadde aclaramientometabólico

de la hormonase veíamuy Incrementada,siendola vida mediade la hIJO deslalizadade tan

solo 20 segundos.Además, con la deslalización, se producíauna cierta pérdida de la

capacidadde la hCG paraestimularla esteroidogénesisIn vitro, que era únicamentedel 46

% respectoala moléculaintacta(146). Conposterioridadseha documentadomásampliamente

estemantenimientode la afinidadde la hCO deglicosiladapor el receptorde la LB. aunque

con unareducciónde su actividadbiológica (18, 72, 85, 66, 121, 131), debido a la disminución

de su capacidad de estimulo sobre el sistema adenilatociclasaque se traduce,

consecuentemente,en unareducciónde la esteroldogénesis(25). Estareducciónno alcanzaa

bloqueartotalmentela esteroidogénesisin vivo (81, 108).

Juntoal hechode que la hIJO poseeunavida media, y una permanenciaen plasma,mayor

que la LR, se hapostuladoque el períodode fijación-activacióndel receptorparala hIJO es

mayorque para la LB (19).
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La menor vida media de la LB ha hecho plantearse, a los autores de trabajosexperimentales

en los que se ha estudiadosu efecto ovulatorio, la necesidadde administrardosisde apoyo

durante la fase lútea. Simon y cols. (139 ), en el único trabajo publicado sobre el uso de una

LB humana recomnblnante para inducir la ovulación, administraron 2.000 UN de Llir para

evocar un pico ovulatorio en monas hipofisectomizadasmédicamente mediante la

administración de un análogo antagonistade la 01>11K, a las quepreviamentese estimuló el

desarrollo folicular con FSH. Los autores administraron50 ¡JI de LHr cada 6 horas durante 15

días.Como consecuenciase produjo unafaselútea normal con unaadecuadasecreciónde

progesterona(139).

Zelinskl-Wooten(165) comparólos efectosproducidosen monaspor una dosisovulatoiia de

1000 UI de 1>00 con los obtenidosal administrarunadosisde 2452 III de LB urinariaseguidos

o no de la administraciónde 200 UI de LB urinariacada8 horasdurantela faselúteay hasta

la menstruación.La administraciónde LH urinariapermitió alcanzarunosvaloresmáximos

de LB bloactiva en plasmamayoreso comparablesa los que se alcanzanduranteel pico

endógenode LB de los ciclos espontáneos,aunquecon unaduracióninferior, de entre 18 y

24 horas.Estepico fue tres vecessuperiora los quese obtienencundo se administraGIIRH

o unanálogode la OuiRil en dosisúnica.El peñadode elevaciónde la LB bloactivaen plasma

tuvo una duraciónequivalentea un tercio del que se obtuvo cuandose administréNiCO que

fue de 72 horas.Mientras que tantola administraciónde hIJO como de LB urinaria, seguida

de una dosisde refuerzode LB durantela faselútea,produjeronunaadecuadasecreciónde

progesterona(pico de progesteronade 114 y 137 nmolIl respectivamente),la administración

de una dosis ovulatoriaúnica de LB urinaria, si bien fue capazde producir la ovulación,

maduraciónovocitarlay transformaciónlúteadel folículo, no produjounaadecuadasecreción

de progesterona,que alcanzóun pico de tan solo unos20 umolJl (165)
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1.6. EL RECEPTORLHICG.

Tanto el receptor de LB presente en las células granulosas del folículo, como el receptor

presente para la hIJO en el cuerpolúteo, constituyenun único tipo de receptor(16, 109, 127).

Este mismo receptor, al que se ligan tanto la LB como la hIJO, estápresenteen las células

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

La uniónde estashormonasgilcoproteicasinicia todaunaseriede acontecimientoscomunes

en e] mecanismo de activación inducido por hormonas, entre Jos que se incluye la

estimulaciónde la actividad adenilatociclasapor mediación de la proteínalígadorade la

guanosinatrifosfato, una proteínaO, y la fosforilización. Por lo tanto los receptoresde las

hormonasglicoproteicaspertenecena la subfamllla de receptoresligados a lasproteínasO

(82, 88, 94). En estegrupo de receptoresla transducciónde la señales asumidaporel propio

receptor,la proteínaO y un efector, quees la adenilatociclasa.El receptorestáformadopor

una cadenapolipeptídícasimple que atraviesala membranacelular sieteveces(figura 4.7.)

DOMINIOEXTRACELULAR

DOMINIO
U RANSME MBBAIlA

Figura 4.7. Representación de la topología de los receptores de las hormonas
glicoproteicas.
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La regióncarboxiterminalde los receptoresde lashormonasglicoproteicasesmuy similar

a otros receptoresunidos a proteínasO, incluyendo los 7 dominios transmembrana,los tres

bucles extracelularesy la cola carboxiterininalcltoplásmica(8). El dominio extracelular

anuinoterminalposeelugaresN, dondepotencialmentesepuedeproducirglicosilaclones,y está

compuestoporsecuenciasrepetidasformadaspor25 resIduos,entrelos queabundala leucina

(88). Este dominio extracelularconstituyeel lugar de unión de alta afinidadde la hormona,

aunque,tambiéna los dominios transmembranase les supone,ademásde un papelen la

transducciónde la señal, cierta acciónen la unión de la hormonaal receptor(8).
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2. INDUCCION DE LA OVIJLACION CON GONAI)OTROPINAS EXOQENAS: EL REMEDO

FAIMACOLOGICO DE UN FENOMENO FISIOLOGICO.

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

DE LOS HUMANOS (48, 56).

De acuerdoa A. Gougeon(46), quIen ha realizado completos estudiossobre el desarrollo

folicular, dicho procesopuedeser dividido en tres etapasque denomlna1) fasede inicio del

desarrolio,2) fasede crecimientotónico y 3) fase dependientede las gonadotropinas.

La fasede inicio del desarrollocorrespondea la evolución folicular a lo largo de 4 tipos de

folículos que incluyen desdeel estadiode 1) folículo primordial, tipo E, en el que el ovocito

estárodeadode una única capade célulasgranulosasplanas;II) folículo intermediario,tipo

BM), en el que el ovocito estárodeadopor célulasgranulosasplanasy cuboldeas;III) folículo

primario, tipo U, en el que el ovocito estárodeadode unaúnica capade célulascuboldeas;

finalmentelv) folículo secundario,tipo D, en el que el ovocito estárodeadode másde una

capade célulascuboideas,de acuerdoalos estudiosde Llntern-Moore(79). El tiemponecesaria

paraque los folículos completenestafaseno resultaplenamenteconocido,pero seestimaen

aproximadamente1-2meses(46). La figura 4.8. muestrade formaresumidaestaprimerafase

de la folículogénesis.
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RESERVaRlO DE
FOLíCuLOS PEQUEÑOS

Clase 1

Tipo C Tipo D (Parenteral)

© (Primario grande) (Secundario)

incremento

de tantalio
t

Células

Cuboideas

Figura 4.8. Iniciación del desarrollo folicular: el reservona de folículos pequeflos
con folículos sin crecimiento, y evolución de los folículos durante las fases más
tempranas de su desarrollo hasta folículo preantral de la clase 1 (tomado de Gougeon.
46) -

La fase de crecimiento tónico recibe este nombre porque,durantela misma, los folículos

puedenseguircreciendo,a pesarde la presenciade nivelesmuy bajos de gonadotropinasy

el fenómenode atresia no se relaclona con los cambios cíclicos en las gonadotropinas

cIrculantes<46). Durante esta fase de crecimiento tónico los folículos, ya secundarios,

pertenecena 4 clasesdistintas,en funciónde su diámetro: la clase1 la forman folículos de

0,12-0,2mm de diámetro; la clase2 la componenlos folículos con 0,2-0,4mm de diámetro;la

clase 3 abarcaa los folículos cuyos diámetros estáncomprendidosentre0,4 y 0,9 mm;

finalmente la clase4 incluye folículos de 0,9 hasta2 mm de diámetro(46) (FIgura 4.9.). El

procesotiene una duraciónaproximadade 65 días.
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Figura 4.9. Clasificación de los folículos en el ovario hunno <tomado de Gougeon. 46)

De estaforma el crecimiento tónico comienza con la entradade los folículos en la clase1,

momentoen quese producela diferenciaciónde la primeracapade célulasdela tecainterna.

Dado que, para la proilferación de estascélulas, se necesitala presenciade estradiol y

gonadotropinasa niveles suficientes(117), la entradade los folículos en estaclasesedebe

produciren la faselúteatempranade un ciclo ovárico,despuésde la elevaciónpreovulatoria

del estradioly del pico ovulatorlo de las gonadotropinas(46).

La entradade un foliculo en la clase2 suponela formación de un incipiente antro y en

consecuencia,un cambio cualitativo importanteen el folículo. El estradioles la hormona

principal responsablede la formación del antro(120, 40). Comoresultado,la elevaciónde los
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nivelesde estradiolpreovulatoriosdel ciclo ováricosiguienteposibilitaránel pasodel folículo

de clase1 a clase2.

Unos 20 días despuéslos folículos entranen la clase3 (al final de la faselútea) y unos 15

díasdespués,durantela fasefolicular tardía, en la clase4 (46).

Figura 4.10. cronología d.l decarrollo de los folículos correspondientes a la oleada
de folículos en la que se encuentra el folículo destinado a ovular. El proceso de
crecimiento tiene lugar a lo largo de tres ciclos consecutivos (Tomado de Gougeon, 46)

La fasede desarrollofolicular dependientede las gonadotropinasse inicia con los folículos

antralespequeños(2-5 mm), de la clase5, pasandosucesivamentepor las clasessiguientes

hastala clase8, correspondienteal folículo preovulatorio,con un diámetrode 16 a 20 mm

2 -2

2-5

4

o ¡FASE flE CRECIMIENTO TONICOI
Hl
4o

o

o

Clase

Clase 3 15 &
05-OS Clase 2 ~
0.2-0.4 Antral PecPeñ3?Odías

— teN
25 días

0.l5~

Clase 1

Preantral

ler. Ciclo 2~ Ciclo Ser. Ciclo



24

(46). A lo largode estaúltima faselos folículos aumentanen progresióngeométricatantosu

contenidoen célulasgranulosas,como su actividadhormonogénica.En el ciclo naturalun

único folículo ovulará.Durantetodoesteproceso,en el queunaoleadao cohortede folículos,

seguíaun desarrolloparalelo, la inmensamayoríade los folículos, en realidadtodosmenos

el destinadoa ovular, se habránvistos abocadosa la atreslaen uno u otro momento(46, 56).

Los folículos antralespequeños,a partir de 2 mm de diámetro, tienen capacidadpara

respondera lasvariacionesde FSH circulante(90) habiendoentrado,finalmente,en la etapa

FSH-dependlentede su desarrollo.La elevación de FSH que se produce interciclo, y que se

Inicia durantela segundasemanade la fase lútea del ciclo ovárico precedente,pone en

marchael fenómenoconocidocomo reclutamiento(44), procesopor el que un grupo de estos

folículos antralespequeñoses estimuladoa desarrollaise,incrementandosu índice mitótico

y su capacidadhormonogénica,en respuestaal estímulo FSH (33, 44, 121). Este grupo de

folículos seráel responsablede proveerel que ovularáen el ciclo ováricosubsiguiente.

Sin embargo,como ya hemosexpresado,en un ciclo naturalsolo ovularáun folículo. Este

folículo es seleccionadode entre todos los folículos reclutados en base a su mejor

capacitación,erigiéndoseen dominante,y viéndose los restantesfolículos en desarrollo

abocadosa la atresla(56). El procesoporel queel folículo dominanteesseleccionadoIncluye,

como mecanismoImportante,la reducciónenlos nivelesde FSH que se producecon el final

de la elevacióntransitoriade estahormona,que se inició en la faselútea tardíadel ciclo

anterior,y que remiteen los primerosdíasde la fasefolicular. Resultaconocidoque la FSH

es capazde inducir la apariciónde suspropiosreceptoresen las célulasgranulosas(23) así

como de poneren marchatoda unaserie de mecanismosautocrinosy paracilnos(111). En
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estascondicionessólo el folículo mejor dotadofuncionalmentees capazde seguiradelante

en su desarrolloen presenciade unosnivelesmenguantesde FSH. Se tratade un folículo de

entre5 y 8 mm de diámetro, cuyaselecciónse producehaciael día 5 ó 6 del ciclo (46) (FIgura

4.11.)

Figura 4.11. La trayectoria del crecimiento folicular durante el ciclo ovárico. Una
vez seleccionado el folículo dominante a partir del grupo de folículos reclutados para
ese ciclo, el resto de los mismos abandona su desarrollo y entra en atresta.
Finalmente sólo el seleccionado alcanzará la ovulaci¿n <Tomado de Hodgen. 46)

Se entraasíen la faseovulatoriadel ciclo ovárico, en cuya dinámicaforma parteesencial

la descargaovulatoriade gonadotropinas,esencialmenteLII, con un pico menorde FSH, que

seráresponsablede la rupturafolicular, la reasunciónde la meiosispor partedel ovocito y

su maduraciónfinal, su extrusión del folículo, y la transformaciónlútea de las células

granulosas.La duraciónmedia del pico de LB en el ciclo naturales de 48 horas,aunquelos

valoresmáximos sealcanzantan pronto como a las 14 horas,momentoen que susvalores

DhA DEL CICLO %14
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ya comienzan a declinar (59).

2.2. GONADOTROPINAS EXOGENAS EN LA INDUCCION DEL CICLO OVARICO.

La administración de gonadotropinas exógenaspersigue,medianteel uso de un estímulo

farmacológico,generarel desarrollofolicular mediantela creacióndeunafasede crecimiento

folicular gonadotropin-dependientede forma artificial, bien cuandoéstano se producede

forma espontáneadebido a la presenciade alteracionesendocrinas(inducción de la

ovulación), o bien porquese deseaampliar el número de gametosobtenidosen un ciclo

natural (superovulación),parala aplicaciónde unatécnicade reproducciónasistida.

La utilización de gonadotropinaspara la inducción de la ovulación en mujerescon ciclos

anovulatorios se remonta a 1945, cuando Hamblen y Davis ¡citado por Schwartz y

Jewelewlcz(137)1administraronPMSO (gonadotropinade yeguapreñada)y hIJO a una mujer

quepresentabaunahipofunclónovárica.La PMSG sin embargofue abandonadarápidamente,

en cuantoa su uso en humanos,debido a que se tratade un extractocon un elevadopoder

sensibilizanteantigénico.En la décadade los 50, Oenzell y cols (38) fueronlos primerosen

publicarresultadospositivostrasla utilizaciónde unextractode gonadotropinasbipofisarlas

humanasseguidasde la administraciónde lICO. La utilización de gonadotropinasde origen

extractivohipofisarlo se realizó durantelos añossiguientesa escalamuy limitada debido,

esencialmente,a las limitacionespropias de su origenque Impedíanpoderdisponerde las

cantidadessuficientesde hormona.A finales de la décadade los 50 y principios de los 60,

Donini y cols. (22) consiguIeronpurificar gonadotropinasa partir de la orina de mujeres

postmenopáusicas(liMO) y Lunenfeldy cols. (83) obtuvieronel primer embarazoutilizandohMO

y hIJO. Desdeentoncesel uso de gonadotropinasconstituye una prácticahabitualpara el
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tratamiento de la esterilidad por anovulación <67, 74, 75, 103, 136, 137). Además las

gonadotropinasson sistemáticamenteutilizadas como agentessuperovuladorescuandose

aplicantécnicasde reproducciónasistida,con el fin de incrementarel númerode gametosy

preembrionesy aumentar,de estaforma, lasposibilidadesde obtenerun embarazoen cada

ciclo de tratamiento.

Una característicade los ciclos inducidos con gonadotropinases la inhibición, casi

sistemática,quese produceen relación al pico endógenode LB. que deberíaproducirsecomo

consecuenciade la elevación de los niveles de estradiol (44, 80, 110). Por ello resulta

imperativo,despuésde administrarel preparadogonadotrópicoconacciónfolículoestimulante,

administrarun sustitutodel pico ovulatorio de LH unavezalcanzadala madurezfolicular. La

hormonautilizadasistemáticamentecomo sustitutode la LB es la hIJO<35, 60, 135, 103, 137).

En estemismo capitulonos hemosdetenidoa estudiarlas característicasdiferencialesmás

notablesque existenentrela LB y la bCO.

Sin embargo,cuandose utilizan las gonadotropinasparainducir la ovulaciónen una mujer

que presentaunaanovulación,el tratamientofarmacológicoaportadosedebede aproximar,

aunqueno lo seaen sentidoestricto,al conceptodeterapiade sustitución.Estoes asíporque

la excesivaestimulaciónovárica puededarlugar a la aparición,como efecto secundario,de

cuadrosgraves,con potencialriesgovital, de hlperestiinulaciónovárica(51,95, 100, 123, 124,

134) o embarazosmúltiples, habiéndosereportadola apariciónde hastaun 38 % de estos

últimos en seriesampliasde pacientes,como la de 1897 ciclos de inducción publicadapor

Oelsner<103).

El tratamientoconpreparadosconacciónfolículoestimulanteadosisfarmacológicasestimula,
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casisistemáticamente,el desarrollomultifolicular, como consecuenciade que el procesode

selecciónunifolicular, queseproduceen el cielo natural,resultasuperadoporel elevadonivel

de FSH circulante, a causa de su administraciónexógenaa dosis farmacológicas. En

consecuencia,enel momentodela administraciónde la NICO, aunquetansolo resulteaparente

un único folículo preovulatorlo<16-20 mm), puedenexistir otros folículos seleccionadosque,

potencialmentey si no entranen atresia,puedencontinuarsu desarrollo.

oo
Hl

rs,
Cii

-3o
Hl Folículos

Inniaduros
LI)

Figura 4.12. Hl deaarrollo folicular estimulado con preparados gonadotrópicos con
acción FSH (bMQ 6 19»> va más allá de la selección de un único folículo dominante.
Cuando se aduinistra la hCG existen numerosos folículos en desarrollo. Como este
desarrollo es asincrónico, a partir de ese momento los folículos pueden ir ovijíando
conforme van alcanzando el estadio de folículo preovulatorio que puede ser días
después de la administración de la hCG <modificado de Hodgen, 55) -

Con el fin de minimizar la presenciade másde 1 folículo preovulatorio,o el desarrollode

folículos adicionalesque vayanpor detrás del folículo preovulatorlo,o la ovulación de un

excesivonúmerode folículos, circunstanciastodasellas que puedensercausade cuadrosde

hiperestimulación,durantelos añosrecientessehandesarrolladoalgunasestrategiasactivas

paraprevenir la hiperestimulación,a diferenciade las meramentevigilantesy de control

existenteshastaahora frentea estefenómeno.
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Unade lasestrategias,actualmenteaceptadasde formabastantegeneral,consisteen actuar

durante la fase folicular del ciclo estimulado, administrando dosis bajas de FSH e

incrementándolas,si es necesario,de forma mínima a los 7 o 14 días, hastaencontrarun

umbral de respuestamínimo que permitael desarrollode 1 único folículo (14, 49, 138). Esta

forma de administrarla gonadotropinafolículoestimulantepretendelimitar el número de

foliculos seleccionadosde forma que,en el momentode la administraciónde la hIJO, exista

un númeromuy bajo de folículos activos, idealmenteuno que seael preovulatorio.Series

ampliasde pacienteshan puesto de manifiesto que constituye una aproximaciónútil, que

reduceel riesgo de hiperestimulacionesgravesy la Incidencia de embarazosmúltiples (148).

Una segundaestrategiase orienta hacia la inducción misma de la ruptura folicular,

ovulación, inducciónde la maduracióndel ovocito y transformaciónlútea, sustituyendola

utilización de la hCO por la liberación de unospulsosendógenosde LH hipofisaria. En 1973

Nakanoy cols <~~) publicaronel primer caso en que, con el fin de programarla ovulación

despuésde la prácticadeunaInseminación,administraronunainfusiónintravenosa,durante

6 horas,de hormonaliberadorade lasgonadotropinas<OnRil), lograndoun embarazoen las

dosmujeresen querealizaronestetratamiento.No ha sido posibleencontrarmásreferencias

en la bibliografía del uso de la OnRH nativa, un decapéptidocon una vida plasmáticade

pocos minutos, como sustitutivo de la NICO. Más recientementehan sido numerosaslas

publicacionesaparecidasque hacenreferenciaa la utilización de los agonistasde la OnRil

parainducir un pico endógenode LH, en sustituciónde la administraciónde NICO <28, 41, 63,

64, 77, 98, 126). Oonen y cols. <41) compararonlos niveles de LH y liCO en dos grupos de

mujeresque,despuésde habersido sometidasaunmismoprotocolode estimulaciónfolicular

con hitO, fueron asignadaspararecibir, bien una dosisde 0,5 mg de acetatode leuprolide,

bien unadosisde 5.000¡JI de liCO. El pico ovulatoriode LH inducidopor el análogode la OnRil
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alcanzósu valor máximo a las 5 horasde su administración,llegando a unosvaloresen

suero de 130 UIII, descendiendopor debajode las 10 UIII a las 34 horas.Con la hCO el pico

máximo se obtuvoa las 17 horasde su administración,alcanzandounosvaloresde 137 UIII.

Sus valoresséricosno retomarona niveles inferioresa las 10 UIII hasta5 dias despuésde

su administración.Se pudo constataruna excelentecalidadde los embrionesobtenidoscon

la LB endógena(41).

La utilización del pico endógenode LH hipofisaria con el objetivo primario de prevenirla

apariciónde cuadrosde hiperestimulaciónovárica en ciclos de inducciónde la ovulaciónha

sido propuestapor distintosautores<28, 64, 98, 126), conresultadosfavorables,probablemente

debido a que la duracióndel periodo de actividadovulatoila y luteinizantede la LH no se

prolongamásaliá de las 24 horas.Sin embargoVan derMeer (150). ha publicadoun trabajo

recientemente,en el quecomunicala aparición de 3 cuadrosde hiperestimuiaclónmoderada

sobreun total de 48 ciclos de inducciónde la ovulaciónen quese administróun análogode

la OnRH porvía nasal,parala induccióndel pico endógenode LH. El autor concluyeque el

uso de los análogosagonistasde la OnRil paraInducir el pico ovulatorio endógenode LB no

previene la aparición de la hiperestimulación,si bien consideraque la inducción de la

ovulaciónproducidapor la LB endógenapuedemej orar las tasasde embarazosrespectoal

usode NICO.
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3. ASPECTOSDE LA FISIOLOGIA REPRODUCTIVA DE LA CONEJA.

El aparatoreproductorde la conejaestá compuestopor dos ovarios, dos oviductos y dos

cuernosuterinos separadosentre sí que desembocanen la vagina mediantedos orificios

cervicalesIndependientes.

La conejano presentaciclo estral (6, 7, 144), produciéndosela ovulaciónde forma refleja

cuandoseproduceun coito (54, 130). La gestaciónduraunos30 díasy si, la montaesestéril,

se estableceun estadode pseudogestaciónque duraunos 16 días.

El fenómenode la ovulación en la conejaha sido objeto de algunosestudios<101, 115),

poniéndosede manifiesto que a los pocos minutos del coito se Inicia la liberación de LH

responsablede los cambiosovulatorios. Salvo esteestimulo adicionalque viene constituIdo

por el coito, el resto de las relacioneshormonalesentregonadotropinasy esteroldeses, a

grandesrasgos,semejantea las observadasen las especiesde mamíferoscon ciclo estral.

En relacióna los folículos preovulatorios,éstossonlos que alcanzanun diámetrode 0,8mm,

mientras que los que pequeños,de 0,2 a 0,4 mm estaríandestinadosa la atresla(62>. El

númerode folículos que ovulan se sitúa alrededorde los 5-6 óvulos <114).

La fecundaciónse produce a las 8 ó 9 horasdespuésde que los espermatozoideshayan

alcanzadola uniónitsmo-ampularen losoviductos.La emigraciónde los ovocitosfecundados

desdeel oviductoal útero se producea partir del cuartodía, hacialas 75 u 80 horas.A las

24 horasde la fecundaciónse puedeobservarel estadíaembrionariode 2 células,a las 60
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horasel de mórulay a las72 horasel de blástula(143). Se hadocumentadoquelos embriones

en la conejapasana los cuernosuterinos durantela transiciónde mórulaa blastocistoque

tiene lugar hacia las 72-78 horas despuésdel coito (10). La Implantaciónse producea la

semanade la montapor el macho, apareciendolos botonesimplantatorloscomo pequeñas

vesículastranslúcidassituadasen la zonaopuestaal mesometrio(1).
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4. RESEÑAS SOBRE LA INDUCCION DE LA OVU?LACION Y REPRODIJCCIONASISTIDA

EN LA CONEJA.

4.1. TRATAMIENTO DE ESTIMIJLACION OVARICA EN LA CONEJA.

La FSH ha sido utilizada en la coneja como agente superovuladorcon resultados

contradIctorIos. Si bien es cierto que se obtienen respuestasfoliculares intensas,son

numerosaslasreferenciasque asocianestetipo de estimulaciónovárica con la apariciónde

efectosnegativos.Se le haatribuidouna aceleracióndel transportepor el oviducto(147),una

posible modificación en los patronesde secreciónuterIna<a). ser causade retrasosen la

ovulación(70) y la producciónde un mayorporcentajede anomalíascromosómicasen los

blastocistos(34). Tambiénse haobservadoque, trasla administraciónde FSB, no seafectaba

el porcentajede ovocitos fertilizados,perosi que se producíauna elevadatasade pérdidas

prelmplantatorias(5). Otros autores han observadoque se producen elevadaspérdidas

postransferenciay que los estudioscitológicos de los embrionesponían de manifiesto la

existencia de un elevado número de vesículaspicnóticas (119). Los regímenesy vías de

administraciónfueron descritospor Kennelly (70).

Dadoslos controvertidosantecedentesexistentescon FSH, y nuestramayorexperienciacon

PMSO <42, 96, 97), en el presenteestudio hemos utilizado ésta última como agente

superovulador. La PMSG (pregnant mare sernm gonadotropin) es un preparado de

gonadotropinasque se extrae del suero de yeguasgestantes.La PMSO presentauna doble

actividad: una actividadpredominanteFSH y, en menormedida,actividadLH. Suvida media
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es prolongadapor lo que se requIereuna única administraciónde PMSO para obtenerla

superovulaclón.

Los estudioscomparativosentre FED y PMSO han puestode manifiesto que el número de

ovocitos degeneradosen la conejaes menorcon PMSG (119) y si bien es cierto que existen

estudiosque apoyansu utilizacIón <118), también los hay en su contra <87). Presentael

Inconvenientede su escasarelación dosis-respuestaen el conejo y su posibleproducciónde

ovulacionesprematuras.

La dosisutilizada por distintos autoreshasido variable: 25 UI (53), 50 III <118), e incluso 100

UI (87) y lasvíasde administraciónbásicassonla intramuscular(53, 118)y la subcutánea<87).

Una vez administradala PMSG, el Intervalo hastala provocacióndel mecanismoovulatorlo

y maduraciónfinal del ovocito mediantela administraciónde NICO o OnRRes de 68-72horas

(53, 87, 118); el número de cuerposlúteososcila habitualmentealrededorde 16-24 <87, 118).

4.2. ANTECEDENTESDE INSEMINACION ARTIFICIAL EN CONEJOS.

En 1960 Adams(1) recurrió a la prácticade la inseminaclónartificial en hembrasde conejo,

con el fin de estudiarlaspérdidaspre y post-implantación.Este autorutilizó la inseminaclón,

adicionalmenteal coito natural,con el fin de incrementarlas posibilidadesde fecundación

de los ovocitosovuladostras la administraciónde NICO y el coito.
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Con el fin de facilitar la recogiday posteriormanipulacióndel semen,de forma que fuera

posiblela prácticade la inseminaciónartiflal, se desarroliaronvaginasartificiales. Walton,

en 1958 [citadopor Adams(lfl describióun modelo perfeccionadode vaginaartificial sobreel

quese basanlasvaginasartificiales utilizadasen la actualidad.En el apartadode material

se haráuna descripcióndetallada.

Obtenidoel semen,unaprácticahabitualconsisteenla mezclade semenprocedentede varios

machoscon el fin de minimizar la presenciade unposible factormasculino(1).



5. MATERIAL

y

METODOS
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1. ANIMALES UTILIZADOS. SELECCION.

Las 40 conejasutilizadasen estetrabajopertenecena la razaneozelandesay se hanalojado

en condiciones de ambientecontrolado, en la granja experimentaldel Departamentode

CienciaAnimal de la UniversidadPolitécnicade Valencia.

Los animalesse hansometidoa un régimende iluminaciónde 16 horasdiarias.Asimismo se

ha controladola temperaturaque, en todo momento,tratade mantenersecon las menores

variacionesposiblesmedianteun sistemade ventilación. Una descripcióncompleta de las

característicasde las instalacionesy delas característicasambientaleshasidorealizadapor

Oarcía-Xlménez(36)

El procedimientode selecciónde los animalesparael presenteexperimentoes básicamente

el descritopor OonzálezSantana(42). Las hembrasen lactacióny los gazapos,unavez que

soncapacesde tomaralimentosólido, lo hacena demanda;el restode animalesrecibe 130

gr. de pienso comercialal día, cantidadsuficienteparacubrir susnecesidades.

Las hembrasutilizadas en este trabajo fueron separadasa las 10 semanasde edad, y

exploradasconvencionalmentepara asegurarsu bien estadode salud,con un peso mínimo

de 1800 gra. A las 18 semanasy con un pesocomprendidoentre 3 y 4 kg, se seleccionaron

definitivamenteparaesteestudio,unavez superadoun segundoexamenque garantizabasu

estadode saludadecuado.
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2. HORMONAS UTILIZADAS.

Se utilizaron tres hormonas en el presenteexperimento: PESO <pregnantmare serum

gonadotropin),con el fin de estimular el desarrollofolicular, y NICO y LB recombinantepara

inducir la maduraciónfinal de ovocito y la ruptura folicular. Las característicasde estas

substanciasse detallana continuación.

PESG(Pregnantmareanuagonadaflpln>se tratade un preparadogonadotróficoque se

obtienedel suerode yeguasgestantes.Poseeunaacciónesencialde tipo FSR,aunquetambién

presentauna acción menosImportante de tipo LII. Su vida media es larga y se llega a

prolongarvarios días.Porestarazónse realizóunaúnica administracióny a unadosispoco

elevada,paraevitar la variabilidaden la respuestaobservadacon dosis mayorese incluso

el desencadenamientode la ovulaciónquepuedeproducirse.Se utilizó el preparadoSerigánr

(LaboratoriosOvejero,Valencia,España).

lICO <hormonacorlogonadotropahumana):se obtiene de la orina procedentede mujeres

embarazadas,duranteel primer trimestre del embarazo,siendo de origen coriónico. En

nuestraexperienciautilizamos Profasí500, como liofilizado, conuna bloactividadde 400-625

VI por ampollay con lactosacomo excipiente(LaboratoriosSerono,Madrid, España).

LUr <LB recombinante).¶hormona luteotropa humana obtenida mediante tecnología ADN

recombinante.A diferenciade la NICO que es un preparadoextractivo,la LB recombinantees

un preparadobiosintéticocon una purezasuperioral 99 %. La hormonafue produciday

suministradapor IRUS <Intituto di RecercaCesareSeronoS.p.A., Ardea, Italia), como materia

prima, en forma líquIda y congeladaa -20 gradosC. Recibimosun volumen total de 0,5 ml.
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Las característicasdel productose detallana continuación.La Inmunoactividaddel preparado

era de 44.008 UlJml (métodoSerozyme)y 46,028 UIIml (método MAlA done). La bio-actividad

determinadapor el métodode Van Dell fue de 113.543UlIinl. La identificaciónde la substancia

se realizó mediante electroforesis(SDS-pagey WesternBlotting, IEF y WesternBlotting) y

cromatrografíaRP-BPLC. Tambiénse realizó unestudiode las secuenciasterminalesde las

porcionesIniciales <extremosamino) de las cadenasaIfa y beta y medianteel estudiodel

extremocarboxiterminalde la cadenabeta.El estudiodela secuenciade aminoácidos(peptide

mapping) fue el correcto.El estudio de purezase realizó mediantecromatografiade alta

resolución<SEC-BPLC) que puso de manifiesto la presenciade un pico único y una pureza

superioral 99 %.

Las dilucionesserealizaronde acuerdoa lo siguiente:parala NICO las50 UI se administraron

en 0,2 ml de disolvente;en el casode la LHr las 50 unidadesse administraronen 0,2 ml de

tampón fosfato<pH 7), soluciónrecomendadapor el fabricantey que fue la mismautilizada

parala preparaciónde las alícuotas.
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3. DISEÑO GENERAlA EXPERIMENTAL

Se seleccionaron 40 conejas, de la forma ya detallada en el apartado de material animal.

Estos 40 animalesfueron divididos en dos grupos,de acuerdoa la hormonautilizada para

inducir la ovulación y la maduraciónfinal del ovocito <LHr o hCO).~

ORUPO PMSO + LHr <n=20): el desarrollofolicular se indujo mediantela administración

de una dosisde 25 U.!. de RUSO (pregnantmareserumgonadotropin),unavez que la vulva

de la conejapresentabaunacoloraciónroja; a las48 horasse procedióa la administración

de 50 13.1. de LH recombinantey se practicó la inseminaclóntal y como se describirámás

adelante.

ORUPO PMSO + liCO (n=20): el desarrollofolicular se indujo mediantela administración

de una dosisde 25 U.l. de PMSO (pregnantmareserumgonadotropin),unavez que la vulva

de la conejapresentabauna coloraciónroja; a las48 horasse procedióa la administración

de 50 13.1. de NICO y se practicó la inseminacióntal y como se describirámás adelante.

De cadauno de los gruposdescritosse formarondossubgruposcompuestospor 10 hembras

cadauno de ellos, 4 gruposen total, 2 que recibieronLRr y 2 querecibieronNICO, en función

del momentoen que fueron estudiados.

En los 10 animalesdel primer subgrupoLBr y en los 10 del primer subgrupoNICO, se tomaron

muestrasde sangrea las O horas<Inmediatamenteantesde la administraciónde la LBr o de

la NICO), así como a las 24, 48 y 72 horastras la Inyección de la LHr o de la NICO, con el fin
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de determinarlos valores de estradiol y progesteronaséricos y estudiarsusperfilespost-

ovulatorios.Estosanimalesfueronsacrificadosa las72 horasdela inducciónde la ovulación,

con el fin de procederal estudioovárico y de calidad embrionaria.

En un segundosubgrupode cadauno de los grupos <LHr o NICO) el sacrificio fue aplazado

hastalos 14 díasde la inducción de la ovulación,con el fin de procederal estudio de las

tasasde implantacióny de las pérdidasparcialespostimplantatorias.

La figura 5.1. muestrael diseñogeneralexperimentalde forma esquemática.
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4. INSEMINACION ARTIFICIAL

4.1.RECOGIDA Y PREPARACION DEL SEMEN.

Parala realizaciónde las inseminacionesse utilizó unamezclade semenprocedentede 3 a

5 machos.El semenfue obtenidomediantela utilización deuna vaginaartificial similar ala

descritapor Boussit(11) (figura 5.2.)

Estavaginaartificial constade un cuerpoformadopor uncilindro de plásticode 2,8 cms de

diámetrointerior y 3,7 cms de diámetroexterior y 9,5 cms de longitud. Va provista de una

válvula que permitela introducciónde aguacalienteen la misma.Al cuerpose le adaptauna

fundao camisa.Ennuestraexperienciautilizamosunpreservativo,al que sele habíacortado

previamenteel extremodistal, como camisa.Estacamisase introdujo en el interior de la

vagina artificial volviéndose los extremos de la misma, permitiéndosede esta forma la

creaciónde una cámaraentreel cuerpoy la funda o camisaparala Introducción de agua.

Un manguitode cauchode seccióndecrecientepermitió la recoleccióndel semendepositado

en la vagina,que era así recogidoen un tubo de vidrio de 10 oc de capacidad.

Unavez calentadael agua,éstaseintroducíaa unos40 gradosde temperaturaen el espacio

creado entre la funda y el cuerpo de la vagina artificial a través de la válvula. Esta

temperaturaes la másadecuadaparaobtenerla eyaculacióndel animalen el interior de la

vagina artificial.

Previamentea la introduccióndel penedel macho utilizamos un lubricanteen el extremo
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abiertode la vaginaartificial. Parala introduccióndel peneenla vaginaartificial serecurrió

a la utilización de una hembraviva como maniquí.

Los tubosutilizados parala recoleccióndel semense almacenaronen un contenedora 37

gradoscentígrados.

El semenasí recogido fue estudiadoen relación a la concentracióny motilidad de los

espermatozoidesy unavez controladasu calidad,incubadoal bañomaríahastasu dilución

en leche descremadaa la razón de 3 cc de semen en 8 cc de leche descremada.La

concentraciónde espermatozoidespor cc de estadilución es de alrededorde 150.000por cc.

De estesemen

incluidasen el

preparadose utilizó 1 cc parala Inseminaciónde cadauna de las hembras

estudio.

Fijación camisa

Cuerpo

Introducción agua

Fijación camisa

Recogida de seuen

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

Ennuestraexperienciautilizamosunatécnicade inseminaclónartificial de la conejasimilar

a la descritapor Egea y cols <26) con algunasvariaciones.Para la realización de la

inseminaciónse utilizó unapipetade vidrio estérilparaInseminaclón de 23 cms de longitud

y 7 mm de diámetro externo.Estapipeta poseeuna acodadurade 150 gradosen el tercio

distal, queesel que seintroduceen la vaginade la coneja,con el fin de facilitar su correcta

penetración.El otro extremode la pipetaseconectóa unajeringamedianteun tubo de goma.

Antes de procedera la carga del semenen la jeringa se aspiréuna cantidad de aire y

posteriormente,el propio semen.Elio permiteque todo el semenpuedaser introducidoen la

vaginade la conejay no quedeatrapadaen el sistemaningunacantidadresidual.

Una vez sujetadala hembraseprocedea introducir la pipeta,conla acodadurahaciala parte

dorsal y unavez pasadala pelvissele da un giro de 180 gradoshastaalcanzarunalongitud

de 8-14 cm, momentoen que se habráalcanzadoel cérvix. En esemomentose introduceel

semenpresionandola jeringa,retirándoselentamentela pipeta.

Realizadala inseminaciónseprocedióa la inyección de hCO o de LB recombinantecon el fin

de inducir la ovulación.
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5. OBTENCIONDE LAS MUESTRASDE SANOREPARALAS DETERMINACIONESDE ESTRADIOL Y

PROGESTERONL

Se tomaron muestras de sangre de las díezconejasde cadasubgrupo(LBr y hIJO) sacrificadas

a las 72 horas.

Se practIcaron4 tomasde sangreen cadauna de las conejas:momento0, Inmediatamente

antesde la administraciónde la LBr o de la NICO y posteriormentea las 24, 48 y 72 horas

post-inducciónde la ovulación y de la maduraciónfinal del ovocito.

Las tomasde sangrese realizaronmediantela canulaclónde la arteriacentralde la oreja.

Para obteneruna vasodilataciónse procedióa tratamientoprevio con xilol. Utilizamos un

sistema Vacutainet.
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6. ESTUDIO DE OVARIOS, OVOCITOS Y EMBRIONES A LAS 72 HORAS DE LA

INDUCCION DE LA OVU?LACION.

En los ovarios se procedió a estudiar los siguientes parámetros a las 72 horas de la inducción

de la ovulacióny la maduraciónfinal de ovocito:

-Número de cuerposlúteos(CL).

-Número de folículos preovulatorlos(FP).

-Número de folículos hemorrágicos (FI!).

-Potencial ovulatorlo, tomado como la suma del número de

folículos preovulatorios y el número de cuerpos lúteos (Pot).

De la misma forma, en los oviductos se procedió a estudiar

-Número de blastocistos en oviductos.

-Número de ovocitos en oviductos.

En los cuernosuterinosse procedióa estudian

-Número de blastocistosen cuernosuterinos.

-Número de ovocitos en cuernos uterinos.

En relación a los embriones obtenidos se procedió a determinar

-El número total de blastocistos.
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-La tasade fecundación.

-La calidadembrionaria.

6.1. ESTUDIO DE LOS OVARIOS.

Lashembrasfueronsacrificadasmediantela secciónde lavenayugulary la arteriacarótida.

Una vez sacrificado el animal se procede a la evisceraciónseparándoseel aparatogenitaldel

mismo (Fotografía 5.1.). Posteriormente se separan los ovarios y se procede al estudio de las

estructuras foliculares presentes. Para ello procedimosa la observaciónde las mismas

mediante el uso de una lupa binocular de 12,5 aumentos, realizándose el conteo de:

-FOLíCULOS LUTEINIZADOS; CUERPOSLUTEOS(CL). Se trata de foliculos grandes que poseen un

diámetro de aproximadamente 1 mmy que presentan una cicatriz ovulatoria fácilmente

visualizable; son opacos y de color amarillo, por lo que resaltan notablemente sobre la

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

<fotografía 5.2.).

-FOLíCULOS BEMORRAOICOS(Fil). Son folículos de un tamaño Inferior a los luteinizados (0,7 mm

de diámetro aproximado). Como consecuencia de que no han ovulado, y a diferencia de los

cuerpos lúteos, no presentan cicatriz ovulatoria y poseen una cubierta lisa y transparente que

permite visualizar el contenido hemorrágico que hay en su Interior. Se trata de folículos que

han sufrido una lisis vascular consecuenciade unaciertatransformacióndebido a la acción

luteotropade la hIJO o de la LII. Sin embargo el proceso ovulatorio no se ha completado,

probablementedebidoaunaacciónluteinizanteinsuficientepor un escasodesarrollode los

receptoresa LB. Igualmenteseprocedióal contajede los mismosencadauno de los ovarios



Fotografía 5.1. Tracto reproductor de la hembra de conejo. Permite visualizar ambos
ovarios <1> oviductos <2> y cuernos uterinos (3) ¡ así como el círvis <4> -

Fotografía 5.2. Ovario de coneja en la que son visibles las siguientes estreturas: 1.
Cuerpo lúteo; 2. folículo preovulatorio.
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de las hembrasestudiadas<fotografía5.3.).

FOLíCULOS PREOVULATORIOS(FP). Son folículos de menortamañoque los anteriores(0,5 a0,7

mm de diámetro). Tampoco presentan cicatriz ovulatoila y su cubiertatransparentepermite

ver el contenido translúcido de los mismos.Estosfolículos hansufrido todo el procesode

desarrollo folicular a consecuencia del efecto foliculoestimulante de la PMSO pero, sIn

embargo, no han respondido en absoluto al efecto luteotropo de la LB o de la hCO

manifestando algún tipo de transformación lútea, probablemente a consecuenciade una

carencia casi total de receptoresparala LB. Se procedió al contajede estasestructurasen

cada coneja (fotografías 5.2. y 5.3.).

POTENCIALOVULATORIO<Pot=CL+FP).Setratade unaexpresiónnuméricaque,en el presente

estudio, será el resultado de la suma del número de cuerpos lúteos y el de folículos

preovulatoilos. Se calculó en cada uno de los animalesestudiados.

6.2. ESTUDIO DE LOS OVOCITOS Y EMBRIONES PRESENTESEN OVIDUCTOS.

Parael estudiode los oviductosseprocedióa seccionara nivel de la ámpulay de la unión

istmo-uterina.Los oviductos fueron perfundidos con 10 cc de medio Dulbecco Phospate

BufferedSalme<DPBS) con el propósitode obtenerlos blastocistosy los ovocitospresentesen

los mismos.

Para la perfusión de los dos oviductosutilizamosunajeringa de 5 cc conectadaa un catéter

de poliuretano.El volumende DPBS idóneoes de 10 ml. El catéterutilizado parala perfusión

de los oviductos fue introducido en el infundíbulo. La técnica utilizada para recogerlos
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embrionesy ovocitoshasido descritapreviamenteporVicente<155), realizándosela perfusión

enunacopacónicainvertida y abiertapor ambosextremos,recogiéndoselos embrionesen

un tubo estéril.

Posteriormentese procedióal contajede los ovocitos(NOO) y de los blastocistospresentesen

los oviductos (NRO) y a la evaluaciónmorfológica de estosúltimos. Paraello seutilizó un

microscopio de contraste de fases de la casa Nikon modelo Diafot, utilizando una

magnificaclónde 40 x 10 aumentos.Se tomaronfotografíasde los blastocistosmedianteel

uso de unacámaraacopladaal microscopio.

6.3. ESTUDIO DE LOS OVOCITOS Y EMBRIONES PRESENTESEN LOS CUERNOSUTERINOS.

Unavez separadoslo oviductos de los cuernosuterinos,como seha descritoanteriormente,

unanuevasecciónrealizadaanivel de la uniónvaginalpermitesepararlos cuernosuterinos.

Unavez separadosse introduce el catéterde perfusiónpor el orificio útero-tubáricoque se

originó al realizarla secciónparasepararlos oviductosde los cuernosuterinos,y se procede

a perfundirloscon DPBS con un volumende 30 cc por cadauno de los cuernos.

De estaforma seobtienenconjuntamenteovocitos y embriones.Posteriormentese procedea

la deteccióny contajede los ovocitos (fotografía5.4.) <NOC: ovocitos en cuernosuterinos),que

no fueronclasificadosde acuerdo a su calidady de los blastocistos(NBC: blastocistosen

cuernosuterinos)obtenidos,utilizando el mismoprocedimientoy utiliaje descritosen el punto

anterior. Los blastocistosfueronclasificadosde la forma en que seexpondrámásadelante.



Fotografía 5.3. Ovario y oviducto de coneja en el que se puede observar la presencia
de un folículo hemorrágico (1) y de un folículo preovulatorio <2)

Fotografía 5.4. Ovocito de buena calidad en el que se observa un corpúsculo polar
íntegro -
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6.4. ESTUDIO DE LAS TASAS DE FECUNDACION (Ti’).

La tasade fecundaciónse obtuvo mediantela aplicaciónde la siguienteexpresión:

Ti’ = [(NEO+ NEC >1 <NEO + NEC + NOD + NOC)1 * 100

O seaque secalculécomo el cocienteexistenteentreel

más el número de blastocistosen cuernos uterinos,

blastocistosy ovocitos (por cien).

númerode blastocistosen oviductos

dividido por la suma del total de

6.5. ESTUDIO DE LOS ELASTOCISTOS.

Los blastocistos fueron estudiados y clasificadosde acuerdoalos criteriospublicadosen 1986

por L. Veeck y M. Malony <151> y que de forma resumidason los siguientes:

EMBRIONES ORADO 1: son embrionescon las blastómerasde igual tamañoy que no

presentanfragmentacióncitoplásmica.

EMBRIONES GRADO 2: son aquellos embrionesque poseenblastómerasiguales de

tamañopero presentanfragmentacióncitoplásmica.

EMBRIONES ORADO 3: son embrionesformadospor blastómerasde distinto tamañoy

que no presentanfragmentacióncitoplásmica.

EMBRIONES ORADO 4: son embrionescompuestospor blastómerasde distinto tamaño
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y que, además,presentanfragmentacióncitoplásmatica.

EMBRIONES GRADO 5: sus blastómerasson irregulares y poseenfragmentación

citoplasmática.Son embrionesdegenerados.

En el presenteestudiose realizarále evaluaciónutilizando trescategoríasen relacióna la

calidadde los blastocistos:la primeracategoríafueronlos embrionesde buenacalidad,que

agrupaa los embrionesde los grados 1 y 2 <E12); embrionesde calidad intermedia,que

agrupaa los embrionesde los grados3 y ‘E finalmentey como terceracategoria,embriones

grado 5 o degenerados.Las fotografias 5.5, 5.8. y 5.7. muestranembriones de las tres

categorías,buenacalidad,calidadintermediay embrionesdegeneradosrespectivamente.

Fotografía 5.3. Embri6n de buena calidad (Grados 1-2>



Fotografía 5.6. EwbriSn de calidad intermedia (Grados 3-4).

Fotografía 5.7. Embrión degenerado (Grado 5).
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7. ESTUDIO DE IMPLANTACION Y PERDIDASPRECOCESPOSTIMPLANTATORIAS A LOS

14 DM8 DE LA INDUCCION DE LA OVUILACION.

Parael sacrificio de lashembrasseprocedióde forma Idénticaqueenlos grupossacrificados

a las 72 horas.Una vez separadoel tractogenital se procedióa determinarel número de

cuerposlúteos <folículos con cicatriz ovulatoria) en los ovarios, tal y como se ha descrito

previamenteen el punto 5.1. <Fotografía5.8.)

En los dos cuernosuterinosde cadaunade lashembrasprocedimosa contabilizarel número

de botonesembrionariospresentespara determinarel número de embrionestotales <ET);

posteriormentese determinó cuantosembrionespresentaronun desarrollo saludable,con

vascularizacióntamañoy aspectoadecuado(ED, embrionesen desarrollo)y cuantosestaban

en procesode reabsorción,siendoéstosconsideradoscomo embrionesen regresión(ER).

-EMBRIONES EN DESARROLLO:sepresentancomo botonesembrionariosbien vascularizados

en los que se observafácilmentela presenciade latido cardiaco,expresiónde la existencia

de una vesículacardiogénicafuncional. <Fotografía5.9.).

-EMBRIONES EN REORESION:se presentancomo botonesembrionariosmáspequeñosque

los embrionesen desarrollo,en procesode reabsorción,con una vascularizaciónpobrey en

los que no se observala presenciade latido cardíaco.(Fotografía5.9.)



Fotografía 5.8. Ovario de coneja sacrificada a los 14 días de la inducción de la
ovulación en el que son visibles los cuerpos lúteos.

Fotografía 5.9. Cuerno uterino correspondiente a una hembrasacrificada a los 14 días
de la inducción de la ovulación. Se pueden observar 8 embriones en desarrollo y un
embrión en regresión (ER) -
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CALCULO DE LAS TASAS DE IMPLANTACION

En basea los datosanterioresse procedióa calcularel porcentajede implantación<~ Imp.)

de acuerdo a la siguiente expresión:

% Implantación=[<ED+ERYCLI*100

En donde CL esel númerode cuerposlúteosy ED y ER el númerode embrionesen desarrollo

y en regresiónrespectivamente,siendoel % de implantaciónresultadode dividir la sumade

los embrionesen desarrolloy regresiónpor el númerode cuerposlúteos,por cien.

CALCULO DE LA TASA DE PERDIDAS PARCIALES A LOS 14 DíAS DE OESTACION.

Tambiénse calculó la tasade pérdidasparcialespostimplantatoriasa los 14 días(PP14)de

acuerdoa la expresión:

PP14 = [ERI(ED+ERfl*100

Siendola pérdidasparcialesa los 14 díasel cocienteexistenteentreel númerode embriones

en regresióna los 14 díasy la adicióndel númerode embrionesen desarrolloy regresión,por

cien.
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8. DETERMINACION DE ESTRADIOL Y PROGESTERONA.

Unavez obtenidoel plasma,se centrifugóa 2500 rpm durante10 mInutos.Todaslasmuestras

fueroncongeladasa -24 gradoscentígradoshastael momentode su procesamientomediante

radioInmunoanállsis.

Cadamuestrafue procesadaparadeterminaciónde estradioly progesterona,en el Upto. de

Fisiología,Facultadde Medicina, de la UniversidadComplutensede Madrid.

Tras la descongelaclóndel plasmase procedióa agitarla muestrautilizandoun agitadorde

la marcaHeidolph(r). Posteriormentese tomó la cantidadexactademuestra(100 ~l)con una

micropipetay se depositóen el fondo del tubodel kit pararadlolnmunoanálisis.Estacantidad

de muestracorrespondea la cantidadde cadauno de los tubos de la curva patrón, de tal

forma que se trabajócon el mismovolumen en los tubos con muestray en los de la cuna.

Una vez que todaslas muestrasestuvieronen sustubos correspondientes,incluyendolas de

los puntosde la curva patrón,se añadióla correspondientehormonamarcaday seprocedió

a la agitación de los tubos.Una vez que los tubos permanecierona temperaturaambiente

durante3 horas,su contenidofue aspiradoutilizando unabombade vacío y posteriormente

contadosenun contadorgammade la empresaPackard,modeloCobraAutogamma<Dawners

Grove, Illinois, USA)

En relacióna la hormonamarcadautilizamoslos siguientesvolúmenes:

- 1 ml parala progesterona(=62.000 cpm)

-800 ~l parael estradiol (=28.000 cpm)
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Elio supusoun 7, de unión específicadel 35 1 en el análisisde la progesteronay del 49 1

en el del estradiol.

Se practicóuna única determinaciónpara cadamuestraaunque,por ser un factor critico,

parala determinaciónde los puntosde la curva patrónse hicieron dosdeterminacionesde

cadamuestra.Además,en relación a la curva patrón,en el kit de progesteronase practicaron

tres puntos adicionales,intermediosentre los aconsejadospor el fabricante.

El rangode la curva patrón fue paracadaesteroide:

-Progesterona:desde5 hasta4.000 pglml

-Estradiol: desde5 hasta3.600 pglml

El sistema comercial de RIA utilizado fue el COAT-A-COUNT KiT (Dlaguostlcs Products

Corporation,Los Angeles,California, USA) cuyascaracteristicasfueron las siguientes:

*ESTRADIOL:

SENSIBILIDAD: 0,8 pglml

VALRIACION INTRAENSAYO: 5 1.

SENSIBILIDAD: 0,05 nglml

VARIACION INTRAENSAYO: 3 1.
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9. ANAIJSIS ESTAI)ISTICO.

Se realizó un estudio descriptivo en cadauno de los grupos (PMSO+LHr y PMSG+hCG). Los

resultadosobtenidosvienenexpresadospor la media y su error estandar(x ±SEM).

Previamenteal estudioanalíticose ha realizadoel testde Kolmogorov-Smlrnovcomo prueba

de ajustea una distribuciónde Gauss.

El nivel de significación estadísticase establecióen alfa = 0,05.

Parala realizacióndel análisisestadísticouWlzamosla basede datosbiostadisticaSigma.

ESTUDIO DE LAS ESTRUCTURAS FOLICULARES EN LOS OVARIOS.

Se procedió a realizarun estudio descriptivo de cada

calculándosela media y el error estandarparacadauno

uno de los grupos <LHr o NICO).

de los siguientesparámetros:

-Número de cuerpos lúteos (72 horas y 14 días).

-Número de folículos preovulatorios (72 horas).

-Número de folículos hemorrágicos (72 horas).

Se compararon los valoresobtenidospor ambosgruposdel estudio(LHr vs hCO) medianteel

test de Student paramuestrasindependientes.
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ESTUDIO DE LOS OVOCITOS, EMBRIONES Y TASAS DE FECUNDACION.

En los subgruposde hembrassacrificadosa las 72 horasefectuamosel estudio de los

siguientesparámetros:

-Número de blastocistosen oviducto.

-Número de blastocistosen cuernos.

-Número de ovocitos en oviductos.

-Numero de ovocitos en cuernos.

-Tasa de fecundación.

Se procedióde igual forma que para los parámetrosováricos.La tasade fecundaciónfue

tratadacomo media de porcentajes,procediéndosea calculartambiénla media y el error

estandarmedio y comparándoseambosgrupos<Wr vshCG) medianteel testde Studentpara

muestrasindependientes.

ESTUDIO DE LOS PARAMETROS HORMONALES.

En las hembrassacrificadasa las 72 horasse tomaronmuestraspara determinaciónde

estradioly progesterona.Los parámetroshormonalesfueron estudiadosmediantela prueba

de Studenty adicionalmentese practicó el análisisde la varianzade una vía para series

repetidas,con el fin de valorarlos nivelesde progesteronay estradiolen los distintostiempos

de determinación,0, 24, 48 y 72 horaspost-inducciónde la ovulación con hIJO o LHr.

Cuandoel análisisde la varlanzaresultó significativo,serealizaroncomparacionesde niveles
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a cadatiempo respectodel nivel basalmediantetest de Studentparamuestrasapareadas,

previa realizaciónde la corrección de Bonferroni.

En el casode la progesteronase hautilizado una transformaciónde tipo logarítmico como

correccióna la dispersiónobservadaen sus valores.Igualmentese ha procedidoen las

relacionesen las que la progesteronaera uno de los componentesde la expresión.

ESTUDIO DE IMPLANTACION Y PERDIDAS PARCIALES POSTIMPLANTATORIAS.

En los subgruposde hembrassacrificadasa los 14 díasse procedióa estudiarlos siguientes

parámetrosy tasas:

-Número de embrionesen desarrollo.

-Número de embrionesen regresión.

-Número de embrionestotales.

-Tasade implantación.

-Tasade pérdidasparcialesa los 14 días.

La tasade Implantacióny la de pérdidasparcialespostimplantatorlasa los 14 díasfueron

tratadascomo medias de porcentajes,siendo analizadas,como en el casode los datos

numéricos,de la mismaformaqueparalos parámetrosováricos,ovocitarlosy embrionarios.

ESTUDIO DE CORRELACIONES.

Con la finalidad de observarla posiblerelación entrelos diferentesparámetrosdel estudio



64

se ha realizado un análisis de correlación de Pearsonentre las variables del estudio.

Utilizamosunmétodode correlacionesmúltiplescon el fin de elaborarunastablasmatrizque

reflejen las posiblesrelaciones.

Los datoscorrelacionadosfueronlos correspondientesa los gruposque recibieronLHr y hCO,

tanto los subgruposestudiadosa las 72 horas, como a los 14 días post-inducciónde la

ovulación.

Tambiénprocedimosa estudiarlas relacionesexistentesentrelos datosobtenidosa los 14

díasde la administracióndel agenteinductorde la ovulacióny los siguientesde los obtenidos

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

-Progesteronaa las 24 horas.

•Progesteronaa las 48 horas.

-Estradiol a las 24 horas.

-Estradiol a las 48 horas.

-Embrionesde buenacalidad.

-Embrionesde calidadintermedia.

-Embrionesdegenerados.

Independientementedel gradode significación estadisticadel coeficientede correlación,en

el presenteestudio consideramosun buen nivel de relación cuando el coeficiente de

correlaciónes igual o mayora +1- 0,7.



6. RESULTADOS



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

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

En total se estudiaron20 hembrassacrificadas72 horas despuésde la inducción de la

ovulación, con PMSG y la maduración final del ovocito, de las que 10 recibieron LB

recombinantey otras 10 NICO. De las 10 hembrasquerecibieronLI! la ovulaciónse produjoen

9, mientrasque entrelas 10 en que se administróNICO ovularon& Por lo tantoparaalgunos

de los parámetrosbiológicos analizados,que son consecuenciadirecta de la ovulación, el

tamañode la muestrautilizado parael análisisestadísticodependedel númerode animales

con ovulaciónpositiva en cadagrupo.

En la tabla6.1. se muestrael númerode animalesde cadagrupo en los quetras el sacrificio

realizado a las 72 horasexistíancuerposlúteos(CL), folículos hemorrágicos(FR), folículos

preovulatorios<FP) y el potencial ovulatorio (Pot) resultadode la adición del número de

cuerposlúteos+ folículos preovulatorios;en relación a los gametosy blastocistosla tabla

muestra para cada grupo los animales que presentaronblastocistosen oviducto (RO),

blastocistosen cuernosuterinos(BC) y ovocitos en cuernosuterinos <OC). Ninguna hembra

presentóovocitosen oviducto. En consecuenciano haremosmásreferenciaa esteparámetro

en esteapartado.Porúltimo se expresael númerode hembrasde cadagrupo con embriones

de buenacalidad<E1-2), embrionesde calidadIntermedia3 y 4 (E3-4)y embrionesdegenerados

(E5).
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CL FR PP Pat BO nc oc E1-2 E3-4 t5

LHr 9 4 9 10 3 8 5 9 9 4

hCG 8 7 4 10 8 4 7 8 8 8

Tabla 6.1. Número de animales que recibieron Llir o hCG en los que se determinó
la existencia de los parámetros sefialados. CL: cuerpos lúteos; FE: folículos
hemorrágicos; FP: folículos preovulatorios; Pat: cuerpos J.úteos+folículos
preovulatorios (potencial ovulatorio); BO: blastocistos en oviductos; BC:
blastocistos en cuernos uterinos; OC; ovocitos en cuernos; El-2: embriones
grados 1. y 2; 22-4: embriones grados 3 y 4; E%: embriones degenerados.

La tasade recuperación,definidacomo el númerototal de gametosy zigotosrecuperadosen

relaciónal númerode cuerposlúteosy expresadaenporcentaje,fue del 100 % en lashembras

sacrificadasa las72 horas,tantoen la población querecibióhCOcomo en la querecibióLHr.

1.1.1. CUERPOSLUTEOS.

El númeromedio de folículos que ovularon y sufrieronunatransformaciónen cuerpolúteo

fue parael grupo tratadocon LH de 8,1 ±0,87, mientrasque parael grupo hIJO fue de 13,1

±0,76. La diferenciaalcanzóuna elevadasignificaciónestadísticacon unap < 0,001 (Tabla

6.11., Figura6.1.).
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1.1.2. FOLíCULOS PREOVULATORIOS.

La presenciade folículos que no habíanllegadoa ovularcon el tratamientoy que,cuandose

realizó el estudioalas 72 horas,se encontrabanen estadiopreovulatorlomostró diferencias

importantesentrelos dos gruposde tratamiento.En el grupotratadocon LI! la mediafue de

8,2 ±1,43 mientrasque parael grupo tratadocon hIJO la media fue notablementeinferior,

situándoseen 1,8 ±0,85. La diferencia fue altamentesignificativa <p < 0,01) (Tabla 6.11.,

FIgura 6.1.).

1.1.3. FOLíCULOS HEMORRAGICOS.

La media observadade folículos hemorrágicos fue semejanteen ambos grupos de

tratamiento,siendode 3,6 ±1,5 parael grupotratadocon LI! y de 3,9 ±2,13parael tratado

con LICO <Tabla 6.11., Figura 6.1.).

Parámetro Grupo LH
±SEM)

Grupo hCG
(~ ± SEM)

P

O. Lúteos 8,1±0,87 13,1±0,76 0,0006767 pcO,OOl

F. hemorrág. 3,6±1,50 3,9±2,13 0,90918 NS

F. preovulat. 8,2±1,43 1,8±0,85 0,0012244 p<O,Ol

O. Lúteos + 15,5±1,43 12,3±1,25 0,11128 NS
F. preo-vulat.

Tabla 6.11. Parámetros ováricos
y hCG.
NS: no significativo.

estudiados en ambos grupos de tratamiento, LHr
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Figura 6.1.

1.1.4. ESTUDIO DEL POTENCIAL OVULATORIO.

El potencial ovulatorio <cuerpos lúteos + folículos preovulatorios) presentó unos valores

mediosde 15,5 ±1,43 en el grupo LI!, siendoen el grupo NICO de 12,3 ±1,25, no existiendo

diferencias estadísticamente significativas entre elios (Tabla 6.11., Figura 6.1.).

1.1.5. ESTUDIO DE LOS BLASTOCISTOSPRESENTESEN OVIDUCTOS.

El númeromedio de blastocistosen los oviductos fue mayoren el grupo tratadocon NICO que

en el tratadocon LI!. Así en ésteúltimo fue de 2,4 ±1,43blastocistosmientrasque en el de

hIJO fue de 9,0 ±1,86. La diferenciaalcanzósignificaciónestadística<p <0,05)(Tabla 6.111.,

Figura 6.2.).
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1.16. ESTUDIO DE LOS BLASTOCISTOS PRESENTESEN LOS CUERNOS UTERINOS.

En el grupo tratadocon LI! el númerode blastocistospresentesen los cuernosuterinosa las

72 horasde la administraciónde la hormonafue de 5,1 ±0,94. Parael grupo tratadoconNICG

la media fue de 2,9 ±1,21. A pesardel mayornúmero de blastocistospresentesen cuernos

paralos casos tratados con LI!, la diferencia no alcanzó significación estadística <Tabla 6.111.,

Figura6.2.)

1.1.7. ESTUDIO DE LOS OVOCITOS PRESENTESEN LOS CUERNOS UTERINOS.

Los ovocitos presentes en los cuernos uterinos ofrecieron, para el grupo tratado con LI!, una

media de 0,5 ±0,17; en el grupo NICO la media fue superior,concretamente1,2 ±0,25. La

diferencia mostré significación estadística (p < 0,05) <Tabla 6.111., Figura 6.2).

1.1.8. TOTAL DE EMBRIONES.

El número total medio de embriones fue de 7,6±0,97 en el grupo LI!r y de 11,9±0,97 en el

grupo NICO. La diferenciaresulté estadísticamentesignificativa (Tabla 6.111.)

1.1.9. ESTUDIO DE LAS TASAS DE FECUNDACION

La tasade fecundaciónmedia([NBO+NBCIJINBC+NBO+NOCI*100) fue,parael grupode animales

en los quese indujo la ovulaciónconLI!, del 91,1 ±3,17 % (mediade porcentajes);en el grupo

tratadoconNICO fue ligeramenteinferior, situándoseenel 89,6±2,48. No se detectódiferencia

estadisticamentesignificativa entrelos grupos (Tabla6.111., Figura 6.2).
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Parámetro Grupo
Oc ±

LE
SE>!)

Grupo hCG
<3? ±SEM)

P

lIBO 2,4 ±1,43 9,0 ±1,86 0,01281 P.cO,05
NBC 5,1 ± 0,94 2,9 ±1,21 0,16324 NS
NOC 0,5 ± 0,17 1,2 ±0,25 0,035264 P<0,05
NBTot 7,6 ± 0,97 11,9 ±0,97 0,007 pcc0,0l
TE’ (%> 91,1 ± 3,17 89,6 ±2,48 0,71205 NS

Tabla 6.111. Comparación de los blastocistos y ovocitos presentes en los
oviductos y cuernos uterinos de los animales tratados con LEr o con hCG.
NEO: número de blastocistos en oviductos.
NBC: número de blastocistos en cuernos uterinos.
NOC; número de ovocitos en cuernos uterinos.
NBTot: blastocistos totales
TF: tan de fecundación
NS: no significativo.

ESTUDIO DE LOS OVOCITOS Y EMBRIONES A LAS 12 HORAS
POSTINDUCCION DE LA OVULACION.

TASAS DE FECUNDACION.
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Figura 6.2.
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1.1.10.ESTUDIO DE LA CALIDAD EMBRIONARIA.

Parael estudiode los embriones,estosse agruparonen 3 categoríasdistintas,de mayora

menorcalidad,que fueron: embrionesde buenacalidad(grados1 y 2), embrionesde calidad

intermedia<grados3 y 4) y finalmenteembrionesde grado5 o degenerados.Todos los

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

El estudio de la calidad embrionariamostró, parael grupo tratado con LI! los siguientes

resultados:el 67,8±5,26 % de los embrionesfueron de grado 1-2; el 26,6±4,85 % lo fueron

de grado 3-4 y únicamenteel 5,6 ±2,25 % fueron embrionesdegenerados(embrionesgrado

5).

En el grupo tratadocon NICO los resultadosdifirieron notablementeen relación al grupo LI!.

Así los embrionesde grado1 y 2 supusieronel 33,5±3,01 % del total; los embrionesde grado

2 y 3 fueron el 34,1 ±3,26 %, mientrasque los degenerados<grado5) fueronel 27,3 ±4,7 %.

Las diferenciasobservadasen relación a la calidad embrionariaentrelos grupos alcanzó

significación estadística,tanto para los embriones de mejor calidad (Orados 1-2), que

supusieronun porcentajesignificativamentesuperioren el grupo tratadocon LI! <p < 0,001)

en relación al grupo tratado con hCO, como para los embriones degenerados(grado 5),

resultando una proporción significativamente mayor en el grupo tratado con hIJO en

comparacióncon el grupo tratadocon LB <p<0,01) (Tabla 6.1V., Figura6.3.)



Parámetro Grupo
±

LHr
SE>!)

Grupo hCG
(if ± SE>!)

P

p-cO,001Embriones 67,8 ± 5,26 33,5 ± 3,01 0,00006692
grado 1-2 (%)

Embriones 26,6 ±4,85 34,1 ± 3,26 0,23208 NS
grado 3-4 (%)

Embriones 5,6 ± 2,25 27,3 ± 4,7 0,0016498 p.cO,0l
Grado 5 (%>
(degenerados)

Tabla 6.1V. Grado
tratamientos. LI! o hCG
NS: no significativo

de calidad embrionaria obtenida tras cada uno de los

ESTUDIO DE LA CALIDAD EMBRIONARIA A LAS 72 HORAS

8W < 0,001

T
00

NS]

p -c aoi
4<) 1

20

Embriones grado Embriones grado Embriones grado
1-2 5

o

7

3.4

y T

U Grupo LHr (2±SEM) U Grupo hCG (2±SEM>

74

T

Figura 6.s.
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1.2. ESTUDIO HORMONAL HASTA LAS 72 HORAS POSTINDUCCION DE LA OVULACION.

1.2.1. ESTRADIOL

Los nivelesde estradiolmostraronun perfil bifásico,con un descensoinicial respectoa los

valorespreovulatoriosy un ascensoposterioren el que se alcanzaronvaloressuperioresa

los preovulatoriosa las 72 horasdel desencadenamientode la ovulación. Estefenómenose

produjo en los dos grupos de tratamiento,LI! y NICO.

En el grupo LI! el valor preovulatorio del estradiol sérico fue de 21,8 ±4,7 pglml,

alcanzándosesu valor mínimo a Las 24 horasque resultóserde 9,5 ±1,7 pg/ml. A partir de

esemomentose inició un ascensoque alcanzóun máximo de 23,9±3,2 pg/ml a las72 horas

de la administraciónde la LH (Tabla6.1’.). Consideradoel grupo de forma global,el análisis

de la varianzapusode manifiestoque, tantoel descensoinicial como el posteriorascensode

los niveles de estradiol, fueron estadisticamentesignificativos respecto a sus valores

preovulatorios(p < 0,05).No se encontrósignificaciónestadísticacuandose estudiócadauno

de los momentosen quesedeterminóestahormonaen relación a] valorpreovulatorlo(Figura

6.4.).

En el grupo tratado con hCO el nivel preovulatoriode estradiol fue de 19,1 ±3 pglml. A

diferenciadel grupo tratadoconLI!, en ésteel valormínimo de estradiolsedetectOa las48

horassiendo de 10,1 t 2 pglmi. A las 72 horaslos niveles de esteesteroidefueronde 26,3 ±

5,1 pglml (Tabla 6.1’.). Globalmentetanto el descensoinicial como el incrementoposterior
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fueronestadísticamentesignificativos(p < 0.01; AIJOVA).

Cuando se analizó cadauno de los valorespostovulatoriosdel estradiol en relación a los

valores preovulatorios se pudoconstatarque, tanto alas24 como a las48 horas,el descenso

mostró la existenciade diferenciasestadisticamentesignificativas(p = 0,016 y p = 0,006

respectivamente)(Figura 6.5.).

Aunque los niveles mínimos de estradiol se alcanzaronen momentos distintos, no se

detectaron diferencias estadísticamente significativas entre el grupo tratado con LB y el

grupo tratadocon NICO, en ningunode los momentosen que se determinóesteesteroide.

Tiempo de
determinación

Grupo LHr
(pg/ml)
±SE>!)

Grupo hcG
(pg/ml)

(5~ ±SE>!)

2

O 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 S.V. Valores medios de estradiol
Llir (n=lO> o de hCG (n=lO> y evolución
NS: no significativo.

sérico previos a la administraci6n de
posterior en cada uno de los grupos.



(a) p=0,016 rspecto a O horas (b) p=a,006 respecto a O horas

EVOLUCION DEL ESTRADIOL TRAS LA ADMINISTRACION DE LHr.

pc 0,05 (ANOVA)
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Figura 6.4.

EVOLUCION DEL ESTRADIOL TRAS LA ADMINISTRACION DE ¡iCG.

p< 0,01 (ANOVA)
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Figura 6.5.
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progesteronaconsideradoglobalmenteresultó estadísticamentesignificativo <p < 0,001;

ANOVA). El incrementooperadopor estahormonarespectoa la basalresultó significativo

tanto a las 24 horas (p = 0,0006) como a las 48 horas <p = 0,00009)y a las72 horas(p =0,001)

<Figura 6.7.).

Cuandose estudiaronlas diferenciasexistentesentreel grupo tratadocon LB y el grupo

tratado con hIJO, se pudo establecerque los niveles de progesteronaa las 24 horas

postovulaciónfueronsignificativamentemayoresen el grupotratadocon hIJO queen el grupo

tratadocon LB (p < 0,05). No se detectarondiferenciasestadísticamentesignificativasnl a

las 48 ni a las 72 horasentrelos dos grupos(Tabla 6.VI.)

Tiempo de la Grupo LHr Grupo hCG 2
determinación (pg/ml) (pg/ml)

(iE ±SE>!) (it ± SE>!)

0 horas

24 horas

48 horas

72 horas

356,3± 76,9

272,5± 42,7

902,0±150,6

1265,5±234,6

169,0± 32,9

537,0± 95,8

1131,0±146,1

1381,5±230,9

0,15282

0,02017

0,37093

0,95542

NS

p-cO,0S

NS

NS

Tabla 6V1. Valores de progesterona previos a la administracián de lAr (n=lO)
y de hCG (n=lO> y evolución posterior de los mismos (valor de P calculado
mediante transformación logarítmica.>
NS: no significativo.
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1.2.3. RELACION ESTRADIOLIPROGESTERONA

La relaciónestradlollprogesteronamostróunareducciónrespectoa su valor preovulatorioen

ambosgrupos de tratamiento, LI! y NICO.

En el grupo tratado con LH la relación estradiollprogesterona preovulatoria fue de 0,16 ±0,08.

A las24 horasmostróunareducciónque alcanzósu mínimo a las48 horas,momentoen que

el valor de este cociente fue de 0,01 ±0,0001. A las 72 horasoperó un ligero incremento

(Tabla 6.VII.) El análisis de la varlanza no puso de manifiesto la existenciade cambios

estadísticamentesignificativos,ni considerando los datos globalmente, ni en cada uno de las

determinacionespostovulatoriasrespectoa la preovulatoria(FIgura 6.8.).

En el grupo tratado con hIJO la relación estradiollprogesterona antes de la administración de

la hormonafue de 0,19±0,06. La evolución de estarelaciónfue paralelaa la observadaen

el grupo tratado con LI!: a las 24 horashabíadescendidoa 0,03±0,0056alcanzándosesus

valoresmínimos a las 48 horasen que fue de 0,01 ±0,002, para posteriormente,a las 72

horas,incrementarselevemente<Tabla 6.VIL) En estegrupo de tratamientolas variaciones

globalesde la relaciónestradiollprogesteronaalcanzaronsignificaciónestadística<p <0,01;

ANOVA), aunquela comparaciónindividual de cadauno de los valorespostovulatorioscon el

valor previo a la administración de la hIJO no mostró la existencia de diferencias

estadísticamentesignificativas(Figura 6.9.).
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No sedetectóla presenciade diferenciasestadísticanientesignificativascuandoseanalizaron

los distintosvaloresdel cocienteestradiollprogesteronaentrelos grupostratadoscon LI! y

NICO.

Tiempo de
deterninación

Grupo LHr
Oc ±SEM)

Grupo hCG
<3~ ±SE>!)

P

O horas 0,16±0,08 0,19±0,06 0,3167 NS

24 horas 0,04±0,01 0,03±0,006 0,2444 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
recibió lAr (n=lO) y
NS: no significativo

de los cocientes estradiol/progesterona en el
en el que recibió hCG Cn=lO>
<valor de P: transf. logarftmica)

grupo que

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

0,3 N.S. (ANOVA)

0,25

0,2

0,15

0,1

0,05

0
0 24 48 72 horas

Figura 6.8.
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¡ EVOLUCION DEL COCIENTE ESTRADIOL/PROGESTERONA TRAS
LA ADMINISTRACION DE hCG.

0,3

0,25

0,2

0,15

0,1

0,05

o

p <0,01 (ANO VA)

72 horas
Figura 6.9.

1.2.4. PROGESTERONAEN RELACION A LOS CUERPOS LUTEOS.

La progesteronapor cuerpo lúteo operó un incrementopostovulatorioen ambosgrupos de

tratamiento,especialmenteImportantea partir de las48 horasde la administraciónde la LI!

o de la hCG.

En el grupo tratadocon LI! el cocientede la progesteronalcuerposlúteos <observadosa las

72 horas)fue de 48,4±13.1 pg por cuerpolúteo <CL), tras un descensono significativo a las

24 horas(39,1 ±7,4 pgICL), seprodujo un incrementode susvalores a las 48 horashasta

113,6±16,1 pgICL y a las 72 horashasta160,1 ±24,5pgICL <Tabla 6.VIII.). Las variaciones

en este cociente respectoa sus valores previos, consideradasglobalmente,mostraron

significaciónestadística(p c0.01; ANOVA). A las 72 horas de la administraciónde la LH la

0 24 48
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progesteronapor cuerpo lúteo fue significativamentesuperiora la preovulatoria(p=0,005)

<Figura 6.10.).

En el grupo tratadocon NICO el cocienteprogesteronalcuerpolúteoen el momentoO fue de 12,5

±2,9 pgICL. A] contrariode lo sucedidoen el grupo LI!, a las 24 horasmostró un incremento

de sus valores hasta 51,7 ±11,8 pgICL, que fue significativo respecto a los valores

preovulatorios(p=0,003). A las48 horas fue de 102,5±6,6 pg (p=0,00000lrespectoa valores

preovulatorlos),y a las 72 horas fue de 129,5 ±8,6 pg (p=0,0000024).Globalmente el

incrementode la progesteronapor cuerpo lúteo alcanzósignificación estadística(p <0,01;

ANOVA) (Tabla6.VIII., Figura 6.11.).

El cocienteprogesteronalcuerpolúteo en el momento O fue significativamentemayor en el

grupo LI! que en el NICO (p < 0,05). Aunque el perfil de la progesteronapor cuerpolúteo fue

distinto en cadagrupo de tratamiento,con valoressuperiorespara el grupo NICO a las 24

horas,e inferioresa las48 y 72 horasrespectoal grupo LH. lasdiferenciasexistentesentre

los gruposno mostraronsignificación estadística(Tabla6.VIIL).

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

(3t ±SE>!) (X ± SE>!)

o horas 48,4±13,1 12,5± 2,9 0,02956 p.cO,O5

24 horas 39,0± 7,4 51,7±11,8 0,32444 NS

48 horas 113,6±16,1 102,5± 6,6 0,91333 NS

72 horas 160,1±24,5 129,5± 8,6 0,57688 NS

Tabla 6.VIII. Evolución de la progesterona por cuerpo lúteo en las 9 conejas
del grupo LHr y en las 8 del grupo hCG que mostraron cuerpos lúteos a las 72
horas de la administración de la hormona correspondiente (valor de Y:
transformación logarítmica)
CL: cuerpo lúteo NS: no significativo.



(a) p=O,005 rospecto a O horas

EVOLUCION DE LA PROGESTERONA POR CUERPO LUTEO TRAS
LA ADMINISTRACION DE hCG.

pg/CL
p c 0.01 (ANOVA)
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1.2.5. RELACION DE LA PROGESTERONACON EL POTENCIAL OVULATORIO.

La relaciónprogesteronalpotencialovulatorio (cuerposlúteos + folículo preovulatorios-Pot-)

muestra un incremento a las 72 horas en ambos grupos de tratamiento, aunque el

comportamientoesdistinto en cadauno de los grupos.

En el grupo de animalestratadoconLH los valorespreovulatoriosfueronde 25,1 ±6,2 pglPot.

descendiendoa las 24 horas de su admInistración<19 ±4,2 pglPot.) e incrementándose

posteriormentehasta 61 ±9,9 pglPot a las 48 horas (p = 0,004 respectoa valores

preovulatorios)y a 83 ±13,1 pg/Pota las 72 horas<p=0,0O1). Globalmentelas variaciones

fueron estadisticamentesignificativas (p<0,01) (Tabla63X., FIgura 6.12.)

En el grupo de animalestratadoscon LICO, a diferenciadel grupotratadocon LB. la relación

progesteronalpotencialovulatorio yasehabíaincrementadoa las24 horasrespectoa la basal

(48,5 ±9 vs 17,6 ±5,8 pg) siendolos incrementosestadisticainentesignificativos respectoal

valor preovulatorio a las 48 horas(90 ±8,2 pg; p=0,00005)y a las 72 horas(104 ±14,4 pg;

p=0,0008). Las variacionesglobalespostovulatoriasfueron significativas <p< 0,01) <Figura

6.13).

El Incrementode este parámetrofue significativamentemayoren el grupo tratado con NICO

que en el tratadocon LI! a las 24 horas<p <0,05)y casi significativo a las 48 horas(p <0,1),

perdiéndosetoda significación a las72 horas(Tabla 6.IX.).



Tiempo de Grupo LHr Grupo hCG P
determinación pg/Pot pg/Pot

(3? ±SEM) (iZ ± SE>!)

O horas 25,1± 6,2

24 horas 19,0± 4,2

48 horas 61,0± 9,9

72 horas 83,0±13,1

17,5± 5,8

46,5± 9,0

90,5± 8,2

104, 3 ±14,4

Tabla 6.IX. Valores de la progesterona por cuerpo lúteo + folículo
preovulatorio <potencial ovulatorio) en los animales que recibieron lAr (n=lO)
y hCG <n=lO) (Valor de Y: transf. logarítmica)
Pot: potencial ovulatorio <CL+FP) -

NS: no significativo.

EVOLUCION DE LA PROGESTERONA EN RELACION AL POTENCIAL
OVULATORIO TRAS LA ADMINISTRACION DE LHr.

pgfPot. 0v. p -c o,ai (ANOVA)

m —

a

o
o 24 48 72 horas

(a> p=O,004 respecto a O horas (b) p=O,OO1 respecto a O horas

87

0, 47 185

0,02243

0,05316

0,09687

NS

pca, 01

pcO,l

NS
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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 FOLíCULOS

PREOVULATORIOS.

En el grupo tratadocon LII, los niveles de estradiol alcanzadosa las 72 horaspor folículo

preovulatorio<FP) fue de 2 ±0,6 pg. En el grupo tratado con NICO el valor de estaexpresión

fue de 10,3 ±5 pgIFP; a pesarde la grandiferenciaexistenteentreuno y otro grupo éstano

llegó a alcanzarsignificaciónestadísticadebido a la dispersiónde los valorespresentados

por el grupo hIJO (Tabla6.X. Figura6.14.).

EVOLUCION DE LA PROGESTERONA EN RELACION AL POTENCIAL
OVULATORIO TRAS LA ADMINISTRACION DE hCG.

pg/Pot.Ov. p <0,01 (ANOVA)

140

120

100

80

80

¡ 40

20

a
72 horas

(*> pc0,01 respecto a grupo LHr
(c) p=O,00005 respecto a O horas
(d) p=O,0008 respecto a O horas Figura 6.13.

d
c

o 24 48



Grupo Llir Grupo hCG P
pg/FP pg/FP
± SEM) <~ ±SE>!>

Estradiol 72 h/FP 2,0 ±0,6 10,3 ±5,0 0,22208 NS

Tabla 6.2<. Estradiol por folículo preovulatorio a las 72 horas
administración de la lAr <n=9) o de la hCG (n=4>.
FP: folículos preovulatorios.
NS: no significativo.

de la

NIVELES DE ESTRADIOL MAXIMOS EN RELACION A LA PRESENCIADE IJUERPOSLUTEOS.

A las72 horasde la administraciónde la LI!, el estradiolpor cuerpolúteo <CL) fue mayorque

a las 72 horas de la administraciónde la LICO (3,2 ±0,43 pgICL vs 2,1 ±0,42 pgICL

respectivamente.La diferencia casi llegó a alcanzarsignificación estadística(p=O,096753)

(Tabla6.XI. Figura6.14.).

Grupo LHr Grupo lICO P
pg/CL pg/CL

Oc ±SE>!) ±SE>!)

Estradiol 72 hieL 3,2 ±0,4 2,1 ± 0,4 0,096753

Tabla 6.2<1. Estradiol por
la lAr (n=9> o de la hCG
CL: cuerpos lúteos.
*: casi significativo.

cuerpo lúteo
(n=8> -

a las 72 horas de la administración de

NIVELES DE ESTRADIOL MAXIMOS Y POTENCIAL OVULATORIO.

Los nivelesde estradiola las72 horas,en relación al númerode folículos preovulatoriosy

cuerposlúteos (Pot), fue parala LII y parala NICO de 1,7 ±0,27 pglPot y de 2,1 ±0,32pglPot

89

<0,1*
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respectivamente,no existiendo diferenciaestadísticamentesignificativa entre los mismos

(Tabla6.XII., Figura6.14.)

Grupo Llir Grupo hCG P
pg/Pot pg/Pot

(5< ±SE>!) (x ± SEM)

Estradiol 72 hlpot 1,7 ± 0,3 2,1 ±0,3 0,31046 NS

Tabla 6.xII. Estradiol por cuerpo lúteo
de la LHr (n=lO) o de la hCG (n=lO>.
Pot: cuerpos lúteos+folículos preovulatorios.
NS: no significativo.

a las 72 horas de la administraci¿n

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

OVULATORIO

15 _ NS~

lo

ENSfl F- NS

7
o

Rstradtol/CL Estradiol/PO

U Grupo LI-Ir (i¡ ± SRM) U Grupo hCG (R ± SRM>

Estrad bU/PP

T

NS: no significativo FIgura 6.14.
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1.3. ESTUDIOS DE IMPLANTACION A LOS 14 DIAS.

En total seestudiaron20 conejasa los 14 días,diez de lascualesrecibieronLB recombinante

y las 10 restantesNICG. Nuevede las conejastratadascon LI!r ovularon,mientrasque las 10

tratadascon hIJO alcanzaronla ovulación. Consecuentementelos cálculos y el análisis

estadístico relativos a los embriones totales, embriones en desarrollo, embriones en regresión,

porcentajesde Implantacióny pérdidasparcialesa los 14 días,serealizaronsobre9 animales

del grupo tratadocon [Mry sobre la totalidad(10) deI grupo tratadoconhCO.

1.3.1. FOLíCULOS CON OVULACION; CUERPOSLUTEOS.

El grupo tratadoconLB presentóunamedíade foliculos conovulación, determinadospor la

presenciade suscorrespondientescuerposlúteos,de 9,7 ±1,1.

En el grupo tratado con lICO la mediade cuerposlúteos fue de 13,4 ±1,3.

El númerode cuerposlúteos en el grupo NICO resultó ser

grupo LB (p <0,05) (Tabla6.XIII. Figura 6.15.)

significativamentemayorque en el

1.3.2. EMBRIONES TOTALES.

El númeromedio de embrionestotalespor conejafue, en el grupo tratado con LHr de 9,3 ±

1 embrionespor animal.
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En el grupo tratado con NICO la mediade embrionestotales fue de 12 ±1,2.

No existierondiferenciasestadisticamentesignificativasentreel grupo que recibió LHr y el

que recibió hCG en relacióna esteparámetro<Tabla 6.11111., Figura6.15.)

1.3.3. EMBRIONES EN DESARROLLO.

En el grupo de conejasque recibió LUr el númeromedio de embrionesen desarrolloen los

cuernos uterinos fue de 8,4 ±1,1.

El grupo tratado con NICO, a los 14 díasde la administraciónde la hormona,dió unamedia

de 11 ±1,1 embrionesen desarrollo.

No existierondiferenciasestadísticamentesignificativasentrelos grupos(Tabla6.XIII., Figura

6.15.)

1.3.4. EMBRIONES EN REGRESION.

El estudiode esteparámetroen el grupo tratadoconLHr pusode manifiestola presenciade

unamediade 0,9 ±0,3 embrionesen regresióna los 14 días de la ovulación.

En el grupo tratado con NICO la media de embriones en regresión fue de 1 ±0,3.

No se hailaron diferencias estadísticamente significativas entre los dos grupos de tratamiento
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<Tabla 6.XIII. Figura6.15.).

Parámetro Grupo LHr

Oc ±SE>!)

Grupo hCG

Oc ± SE>!)

P

Cuerpos
lúteos.

9,7 ±1,1 13,4 ±1,3 0,03978 p.c0,05

Embriones en
desarrollo.

8,4 ± 1,1 11,0 ±1,1 0,11822 NS

Enbriones en
regresión

0,9 ± 0,3 1.0 ± 0,3 0,78457 NS

Embriones
totales

9,3 + 1 12,0 ±1,2 0,10724 NS

% de im-
plantacion.

96,9 ± 1,6 89,4 ±2,5 0,02405 pco,OS

pérdidas
parciales
a los 14 d.

10,2 ±3,3 8,6 ±2,5 0,70149 NS

Tabla 6.XIII. Resul
NS: no significativo.

tados del estudio de implantación a los 14 di as.

1.3.5. PORCENTAJEDE IMPLALNTACION.

El porcentaje de implantación medio (ICL-(ED--ERWCL) en el grupo de conejas tratadas con LHr

fue del 96,9 ±1,6 96.

En el grupo tratado con LICG el porcentaje de Implantación medio fue del 89,4 ±2,5 96.

El porcentaje de implantación resultó ser significativamentemásalto parael grupo tratado
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con LHr (p <0,05> <Tabla 6.XIII., Figura6.16.)

1.3.6. PERDIDAS PARCIALES A LOS 14 DíAS.

El porcentajede pérdidasparciales(ER/IED+ERI*100) a los 14 días de la Inducción de la

ovulación con LI!r fue del 10,2 ±3,29 96.

En el grupo tratado con NICO las pérdidasparcialesfuerondel 8,6 ±2,5 96.

No existieron diferencias estadísticamente significativas entre los dos grupos de tratamiento

<Tabla 6.XIIi., FIgura 6.16.).

20

15

10

5

F
~

-r

RESULTADOS A LOS 14 DIAS (1)

Emb. en
desarrollo

[NS 1

Emb. en
reegresion

Emb.
totales

NS 1

1~

NS

Fra

o
Cuerpos

lúteos

U Grupo LHr (~ ± SEM) U Grupo hCG (1 ±SEM) Figura 6.15



RESULTADOS A LOS 14 DIAS (II)

r p~oOs 1
~1~

r,Is
§~ 2
a
Pérdidas

parciales 14 d.

Grupo hCG <i t SEM)

Figura 6.16.

1.4. TASA DE OVULACION Y CUERPOS LUTEOS EN EL TOTAL DE LA EXPERIENCIA.

La tabla 5.XIV. refiere la tasade ovulación y la media de cuerpos lúteos (folículos con

ovulación)quese obtienencuandoseconsideranconjuntamentelos 20 animalesquerecibieron

LB y los 20 que recibieron lICO, al adicionarlos animalesestudiadoshastalas72 horasy los

estudiadoshastalos 14 días.

El númerode conejasque ovularon fue del 90 96 en ambosgrupos,LI!r y NICO. El númerode

folículos conovulacióny transformaciónlúteafue mayoren el grupo querecibió LICO que en

el que recibió LUr, siendola diferenciaaltamentesignificativa (p < 0,01).

120

1 00

so

60

40

20

0—
%de

implantación

m Grupo LHr <* t SEM)



Grupos LHr Grupos hCG P
(n = 20) (n = 20>

Tasa de
ovulación (%)

18/2 0
(90%>

18/20
<90%)

Cuerpos
lúteos E ±0,87 11,95 ±1,14 0,00911 pcO,01

96

Tabla 6.2<1V. Tasa de animales que ovularon con LB y con hCG y media de cuerpos
lúteos (media ± error estandar medio) tras la administración de LI-! 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 &XV.).

La tabla 6.XV. (matriz de correlaciones)refleja los resultadosde lascorrelacionescalculadas

para estosparámetrosa las 72 horaspostinducciónde la ovulación.

2.1.1 CUERPOSLUTEOS (Tabla6.XV.)

GRUPO Llir.

El número de cuerposlúteospresentóunacorrelacióninversasignificativacon el númerode

folículos hemorrágicos(r= -0,7255).y directacon el númerototal de blastocistos<r= 0,98958),

la tasade fecundación(r= 0,74565),el número de embrionesde grado1 y 2 (r= 0,89797)y el

númerode embrionesde grado3 y 4 (r= 0,69555): en relacióncon los parámetroshormonales

existió una correlacióndirectasignificativa con los nivelesde progesteronaa las 72 horas

de la administraciónde la hormona.

GRUPO bUS.

El númerode cuerposlúteos se correlacIonéInversamentey de forma estadísticamente

significativa con el númerode folículos preovulatorios(r= -0,81541). Se pusode manifiestola

existenciade correlacionesdirectascon significaciónestadísticacon el númerode folículos

hemorrágicos(r= 0,78132), el número de blastocistostotales (r= 0,99107), el potencial

ovulatorlo <folículos preovulatorlos+ cuerposlúteos)<r= 0.9194), la tasade fecundación(r=

0,89605), el numero de embrionesgrado 1 y 2 (r~ 0,88595),y el número de embrionesgrado

3 y 4 (r= 0,87912). En cuanto a los parámetroshormonalesexistió una relación directa y
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significativa entreel número de cuerposlúteosy los valores de progesteronamedidosa las

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

Aunque el grado de correlación fue débil y sin significación estadistica,el coeficiente de

correlaciónexistenteentreel número de cuerposlúteosy el número de embrionesgrado 5

(degenerados)fue mayorparael grupotratadoconIICG (r= 0,43771)que parael grupotratado

con LH (r= 0,29006).

Se produjo una cambioen cl signo de la correlaciónexistentecon los niveles de estradiol

medidosa las24 horas,que en el grupotratadocon LH fue Inversa(r= -0,34512)y enel grupo

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

2.1.2. FOLíCULOS HEMORRAGICOS (Tabla6.XV4.

GRUPO LH.

Además de la correlación directa descrita con el número de cuerposlúteos, se puso de

manifiesto la existenciade correlacionesinversas,estadisticamentesignificativas, con el

númerode embrionesde grados1 y 2 <r= -0,73366>y con el númerode blastocistostotales(r=

0,65749).

GRUPO hCG.

Ademásde la correlacióndirecta existentecon el número de cuerposlúteos,al igual que

sucedióen el grupoLB. existieroncorrelacionesinversas,estadisticamentesignificativas,con

el número de blastocistostotales(r= -0,74213) y con el númerode embrionesde grados1 y

2 <r= -0,71972).Adicionalmentesepusieronde manifiestocorrelacionesinversassignificativas
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con el potencialovulatorio (r= -0,64178) y en cuanto a los parámetroshormonales,con la

progesteronadeterminadaa las 48 horas(r= -0,6523) y a las 48 horas (r= -0,67997). La

correlación fue directa y estadisticamentesignificativa con el número de folículos

preovulatorios(r= 0,74979).

En relación al estradiol medido a las 24 horas,si bien no existió un cambiode signo, se

encontróque el coeficientede correlaciónfue inversoparael grupo bCO(r= -0,64459),siendo

en la práctica inexistenteparael grupo LH (r= 0,02709)

2.1.3. FOLíCULOS PREOVULATORIOS(Tabla 6.XV.)

GRUPO LH.

Existió un grado de correlacióndirecta, que alcanzósignificación, en relación al potencial

ovulatorio (r= 0,69336) e inversacon el estradiolpreovulatorio(medido a las O horas)(r=

-0,064797).

GRUPO hCG.

Además de las correlacionesestadisticamentesignificativas ya descritas,inversa con el

númerode cuerposlúteosy directacon la presenciade folículos hemorrágicos,el número de

folículos preovulatoriosse correlacionó de forma significativa con el número total de

blastocistos<r= 0,76203),asícomo conel númerode embrionesde los grados1 y 2. En cuanto

a los parámetros hormonales, el estudio de correlacionesmostró la existencia de

correlacionesinversas,estadisticamentesignificativascon la progesteronamedidaa las 24

(r= -0,65537), a las 48 (r= -0,70774)y a las 72 horas(r= -0,67019).
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La correlación existenteentreel número de folículos preovulatoriosy el número total de

blastocistos,que ya se ha citado fue directa en el grupo tratadocon hCG, cambióde signo

haciéndoseinversa,aunquemuy débilmente,en el grupo tratadocon LB. Igualmentesucede

en el casode los embrionesgrado 1 y 2 paralos que el grupo LH mostró una correlación

inversa (-0,5977); para los embrionesgrados 3 y 4 y embrionesdegenerados(grado 5) es

débilmenteinversaparael grupo LB y parael grupo hCG (sin significaciónen amboscasos).

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

GRUPO LB.

Ademásde las correlacionescon significaciónestadísticadescritas,directacon el númerode

cuerpos lúteos e inversa con el número de folículos hemorrágicos,este parámetrose

correlacionóde forma significativa con la tasade fecundación(r= 0,82855).y el número de

embriones de grado 3 y 4 (r= 0,75339). En cuanto a los parámetroshormonales se

correlacionó,alcanzandosignificación estadística,con los niveles de progesteronaa las 48

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

GRUPO hUil.

Ya se han descrito las correlacionesexistentes,directacon el número de cuerposlúteos e

inversacon el número de folículos hemorrágicos.Adicionalmenteexistió un alto grado de

correlacióncon el potencialovulatorio(r= 0,94252),la tasade fecundación(r= 0,95332). los

embrionesde grado 1 y 2 (r= 0,86777)y embrionesde grados3 y 4 (r= 0,92526),correlaciones

significativastodaselias. En cuanto a los valoreshormonales,el número de blastocistos

totales se correlaclonó de forma estadisticamentesignificativa, con la progesterona
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determinadaa las 48 horas (r= 0,88401>asícomo a las72 horas(r= 0,90007).

Se observóun cambio del siguo de la correlación,en el grupo tratadocon hCG respectoal

grupo tratadocon LH, de la correlaciónexistentecon el númerode folículos preovulatorios

(r= -0,33291 para LH y r= 0,76203 para hCG), así como de los débiles coeficientesde

correlacióncalculadosentrelos blastocistostotalesy los nivelesde estradiola las 24 horas

siendor= -0,32859paraLH y r= 0,28714parahCG.

2.1.5. POTENCIAL OVULATORIO (NUMERO DE CUERPOSLUTEOS+ NUMERO DE FOLíCULOS

PREOVULATORIOS)(Tabla 6.XV.>

GRUPO LB.

(Ion la excepcióndel número defolículos preovulatorios,parámetrocon el quesecorrelacionó

de forma directa, no se puso de manifiesto la existenciade otras correlaciones que

alcanzaransignificación estadística.

GRUPO hCG.

Además de las correlacionescon significación descritas,con número de cuerposlúteos,

númerode folículos hemorrágicosy númerode blastocistostotales,el potencialovulatorio se

correlacionódirectamente,de formaestadisticamentesignificativa,conla tasade fecundación

(r= 0,80422),el númerode embrionesde grados1 y 2 (r= 0,73494),y embrionesde grados3

y 4 (r== 0,93088>.En cuantoa los parámetroshormonalesel coeficientede correlaciónalcanzó

significación estadísticacon los nivelesde progesteronaa las 48 horas (r= 0,83172>y a las

72 horas(r= 0,88262).
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Los débilescoeficientesde correlaciónexistentescon los nivelesde estradioldetectadosa las

0, 24, 48 y 72 horas,cambiande signo de un gruporespectoal otro siendonegativosparael

grupo tratadocon hCG y positivos parael grupo tratadocon LB.

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

GRUPO LB.

Junto a las correlacionesdirectasexistentescon el

blastocistos totales, la tasa de fecundación

estadisticamentesignificativa con la progesterona

númerode cuerposlúteosy el número de

se correlacionó de forma directa y

medidaa las 72 horas(r= 0,88859).

GRUPO hCG.

Ademásde las correlacionesdetectadascomo significativas,con el númerode cuerposlúteos,

blastocistostotales y con el potencial ovulatorio (todas ellas directas), los embrionesde

grados 3 y 4 se correlacionaronde forma estadisticamentesignificativa con la tasade

fecundación(r= 0,8709).

Aún siendo bajos los coeficientes de correlación, existe un cambio en el siguo de la

correlaciónen los coeficientesexistentesentre la tasade fecundacióny los embriones

degenerados(grado5). siendor= -0,3291 parahCG y r= 0,57885para LB.
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2.1.7. EMBRIONES DE LOS GRADOS 1 Y 2 (Tabla6.XV.)

GRUPO LB.

Salvolas correlacionesdirectasexistentescon el número de cuerposlúteosy con el número

de blastocistostotalese inversacon el númerode folículos hemorrágicos,no existió ningún

otro parámetrode estetipo de embrionesque se correlacionarade formasignificativa.

GRUPO hCG.

Adicionalmentea la correlacióndirectaexistentecon el número de cuerposlúteos,el número

de folículospreovulatorios,blastocistostotalesy potencialovulatorlo,e inversacon el número

de folículos bemorrágicos,existieronotrascorrelacionesestadisticamentesignificativasentre

número de embrionesde grados1 y 2 y el númerode embrionesde grados3 y 4 (r= 0,64972).

asi como con la progesteronamedida a las 48 y a las 72 horas(r= 0,80948 y r= 0,79022

respectivamente).

Se produjo un cambio en el sentidode la correlaciónde un grupo respectoal otro en las

correlacionesexistentescon el númerode folículos preovuiatoriospor unaparte(r= 0,83958

para1166 y r= -0,5977 paraLII) y con el estradiola ias O horas<r= -0,56123parael grupo 1166

y r= 0,5679 para el grupo LH; no significativos) por oua. Existió un mayor grado de

correlaciónentreel númerode embrionesde grados1 y 2 y el estradiola las24 y 48 horas

en el grupo LB que en el grupo hCG.
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2.1.8. EMBRIONES DE LOS GRADOS 3 Y 4 (Tabla61V.)

GRUPO LB.

Juntoa lascorrelacionesdirectasexistentescon el númerode cuerposlúteosy deblastocistos

totales,existieroncorrelacionesestadisticamentesignificativascon la progesteronaa las48

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

GRUPO hCG.

Ya se describieronlas correlacionesdirectasy significativascalculadasentreesteparámetro

y el númerode cuerposlúteos,blastocistostotales,potencialovulatorio, tasade fecundación

y embrionesde grados 1 y 2. Adicionalmente,se detectóla existenciade coeficientesque

alcanzaronsignificación estadísticapara esteparámetroy la progesteronaa las 48 y 72

horas(r= 0,73576 y r= 0,76627respectivamente>,asícomo con el estradiola las48 horas(r=

0,69576).

Se produjoun cambiodel signode los coeficientesde correlación,débilesy no significativos,

para el estradiolmedido a las O horas(r~ -0,41368parala LB y r= 0,2742para la hCG).

2.1.9. EMBRIONES DEGENERADOS (GRABO 5> (Tabla 6.XV.>.

GRUPO LB.

No existieron correlacionescon significación estadísticabacíaninguno de los parámetros

estudiados.
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GRUPO hCG.

No sepusode manifiestola existenciade ningunacorrelaciónsignificativa con ningunode

los parámetrosbiológicosu hormonalesestudiados.

Se detectóun cambiode signo de los coeficientesde correlaciónexistentesentrelos grupos,

bajos y que no alcanzaronsignificación estadísticaen ningún caso, con el estradiol

determinadoa las 0, 24, 48 y 72 horas,existiendocoeficientesde correlacióninversosen el

grupo tratadocon LII (r= -0,43957 con el estradiol a las O horas;r= -0,4155 con el estradiol

a las24 horas)y directos para el grupo que recibió hCG (r= 0,036750con el estradiola las

O horas;r= 0,42468 con estradiola las 24 horas;r= 0,030326con estradiola las 48 horas).

2.2. DATOS HORMONALES HASTA LAS 72 HORAS POSTINDIJCCIONDE LA OVULACION

(Tabla 6.XV.)

La tabla 6.XV. (matriz de correlaciones>exponelos resultadosobtenidosen el cálculo de las

correlacionesde los datoshormonales.

2.2.1. PROGESTERONA(Tabla 6.XV.).

2.2.1.1. PROGESTERONADETERMINADA A LAS O HORAS.

GRUPOLH: sepuso de manifiestola existenciade una correlacióndirecta,estadisticamente

significativa con la progesteronamedidaa las24 horas (r= 0,79454).
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GRUPO hCG: ademásde la correlacióndirecta y significativa existentecon el número de

folículos hemorrágicos,no se pusode manifiestola existenciade ningunaotra.

2.2.1.2. PROGESTERONADETERMINADA A LAS 24 BORAS.

GRUPOLII: anteriormentese detalló la correlacióndirectaexistentecon la progesteronaa las

O horas.No se halió ningunaotracorrelaciónsignificativa.

GRUPO hCG: ademásde la correlación ya descrita, inversa, con el número de folículos

preovulatoriosningún otro coeficientealcanzósignificaciónestadística.

2.2.1.3. PROGESTERONADETERMINADA A LAS 48 HORAS.

GRUPO LH: adicionalmentea las correlacionessignificativasdetectadascon el númerode

blastocistostotales (directa> y con los embriones de grados 3 y 4 (dIrecta>, existieron

correlacionescon significaciónestadisticacon la progesteronaa las72 horas(r= 0,81093>así

como con el estradiola las48 horas(r= 0,72971).

GRUPO hCG: junto a las correlacionessignificativasque mostró con algunos parámetros

biológicos (directas para el número de cuerpos lúteos, blastocistostotales, potencial

ovulatorio, y embrionesgrados1-2 y 3-4 e inversascon el númerode folículos hemorrágicos

y folículos preovuiatorios). existió un muy alta grado de correlación directa con la

progesteronamedidaa las72 horas(r= 0,99)
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2.2.1.4. PROGESTERONADETERMINADA A LAS 72 HORAS.

GRUPO LII: no se pusieronde manifiesto otrascorrelacionessignificativas que no sehayan

descrito(con númerode cuerposlúteos,blastocistostotales,tasade fecundación,embriones

de los grados3 y 4 y progesteronamedidaa las 48 horas,todasellas directas).

GRUPO hCG: no existieron correlacionessignificativasapartede las referidascon el número

de cuerposlúteos,blastocistostotales,potencialovulatorio, embrionesgrados1 y 2 y grados

3 y 4, todas ellas directas. y con el número de folículos hemorrágicosy folículos

preovulatorios,estasdos últimas inversas.

2.2.2. ESTRADIOL (Tabla6.XV.>.

2.2.2.1. ESTRADIOL A LAS O HORAS.

GRUPOLH: excepto la descrita,inversa,con el númerode folículos preovulatorios,ningúnotro

coeficientealcanzósignificación estadística.

GRUPO hCG: no existió ningunacorrelaciónsignificativa.

Se produjo un cambioen el signo de los bajos coeficientesde correlaciónexistentescon el

potencialovulatorio, que fue inversoparael grupotratadocon LB (r= -0,53666> y débilmente

directo en el grupo tratadocon hCG (r= 0,10629).
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2.2.2.2. ESTRADIOL DETERMINADO A LAS 24 HORAS.

GRUPO LII: no existencorrelacionessignificativas con ningúnotro parámetro.

GRUPO hCG: no se detectaroncorrelacionescon significación.

Existe, <le formageneral,un cambio en el signo de los coeficientesde correlaciónentrelos

grupos,destacandoentreellos los relativosal númerode cuerposlúteos(r= 0,30519parael

grupo hCG y r~ -0,34512para el grupo LII). númerode blastocistostotales(r= 0,28714para

el grupo hCG y r= -0,32859parael grupo LH) y embrionesdegenerados(Grado5) (r= 0,42468

para el grupo hCG y r= -0,4155 para el grupo LII). Ninguno de ellos alcanzósignificación

estadística.

2.2.2.3. ESTRADIOL DETERMINADO A LAS 48 HORAS.

GRUPO LH: ademásde la correlacióndirectaexistentecon la progesteronamedidaa las 48

horas,no se detectóningúncoeficienteadicional significativo.

GRUPO hCG: no se detecté ninguna otra correlación significativa adicional a la directa

existentecon el número de embrionesde grados3 y 4.

Se produjo un cambio en el signo de los débiles coeficientesexistentesentreel estradiol

medido a las48 horasy el potencialovulatorio (r=~ 0,45096parael grupotratadocon hCG y

r= -0,20351 parael grupo tratadocon LII).
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2.2.2.4. ESTRAIJIOL DETERMINADO A LAS 72 HORAS.

GRUPO LII: no existieroncorrelacionessignificativas.

GRUPO hCG: no existieroncorrelacionessignificativas.

Se produjoun cambioen el signode los coeficientesde correlaciónexistentesen relacióncon

el potencialovulatorio, que fue positivo parael grupotratadoconhCG(r= 0,60758>,y negativo

parael grupo LH (r= -0,11832).

2.2.3. CORRELACIONES ENTRE EL COCIENTE ESTRADIOLIPROGESTERONAY LA CALIDAD

EMBRIONARIA (Tabla6.XIV.a)

El estudio de correlacionespuso de manifiestola existenciade una relacióninversaen el

grupo hCG, estadisticamentesignificativa, entreel cocienteestradiollprogesteronaa las 72

horaspostinducciónde la ovulacióny la presenciade embrionesde buenacalidad(r=-O,7283).

Estetipo de correlaciónno se evidencló en el grupo Llir (r=-O,3332).

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

estradiollprogesteronay el gradode calidadembrionaria,enningunodelos gruposLHr o hiJO.

hCG Llir

Correlación entre
calidad embrionaria
y cociente E2/P4 (72 h)

Tabla 6.XIV.a (~ p<O,O5)

~0, 72 83* -0,3332
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2.3. CORRELACIONES DE LOS DATOS HORMONALES Y LA LOCALIZACION DE OVOCITOS Y

EMBRIONES (Tabla6.XVL>

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

progesteronay la presenciade ovocitosy embrionesen oviductos o cuernosuterinos.

En ambos grupos, LUr y hCG, se puso de manifiesto la existencia de correlaciones

significativas entre los niveles de progesteronaa las 48 y 72 horas y la presenciade

blastocistosen los oviductos. Estas correlacionesfueron más potentesen el grupo hCG

(r=O,7258 a las 48 horasy r=O,6601 a las 72 horasen el grupo LHr r=O,8146a las 48 horas

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

Además,en el grupo LHr, los niveles de progesteronaa las 72 horasse correlacionaronde

forma inversay significativa con la presenciade ovocitosen cuernosuterinos.

En el grupo hCG, por contra, los niveles de progesteronaa las 24 horasse correlacionaron

directay significativamentecon la presenciade ovocitos en cuernosuterinos.

No existieronotrascorrelacionessignificativasentrelos niveles esteroideosy la localización

de ovocitosy embriones
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2.4. CORRELACIONES EN LOS GRUPOSESTUDIADOS A LOS 14 DM8 (Tabla 6.XVII.)

La tabla6.XVII. correspondea la matriz de correlacionesde los parámetrosestudiadosa los

14 días.

2.4.1. NUMERO DE CUERPOSLUTEOS.

GRUPO LH: sepusode manifiesto la existenciade unacorrelacióndirecta,estadisticamente

significativa y con elevadoscoeficientesde correlación,entreel número de cuerposlúteosy

el número de embrionesen desarrollo (r= 0,96704> así como con el número de embriones

totales(0,99411).

GRUPOhCG: de

discretamente

desarrollo(r=

Igualmaneraque en el grupo anterior, aunquecon coeficientesde correlación

más bajos, existió una correlacióndirecta con el número de embrionesen

0,92001)y el de embrionestotales(r= 0,97191).

2.4.2. EMBRIONES EN DESARROLLO.

GRUPOLH: ademásde la correlacióndirectadescritaconel númerode cuerposlúteos,existió

otra, estadisticamentesignificativa,con el númerode embrionestotales(r= 0,98173).

GRUPO hCG: ademásde la correlacióndirectadescritacon el número de cuerposlúteos,se

pusode manifiestola existenciade unalto gradode correlaciónconel número de embriones
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totales(r= 0,9677).

2.4.3. EMBRIONES EN REGRESION.

GRUPO LH: existió una correlaciónque alcanzó significaciónestadísticacon el número de

pérdidasparcialesa los 14 días(r= 0,95256).

GRUPO hCG: al igual que en el grupo LB se correlacionóbien con las pérdidasparciales

producidashastalos 14 dias (r= 0,89187).

Estascorrelacionessonconsecuenciade la aplicaciónde la fórmula utilizadaparael cálculo

del porcentajede pérdidasparciales.

2.4.4. EMBRIONES TOTALES.

GRUPO LII: no se produjeronotrascorrelacionessignificativas que no fueranlas detalladas

anteriormente(directascon embrionesen desarrolloy númerode cuerposlúteos>.

GRUPO hCG: salvo las descritas,directas, con el número de cuerposlúteosy embrionesen

desarrollo,el restocarecióde significación.

2.4.5. PORCENTAJEDE IMPLANTACION

No sepusode manifiesto la existenciade correlacionessignificativasentreesteparámetro

y ningunode los restantes.
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Existió un cambio en el siguo del coeficientede correlaciónrelativoa laspérdidasparciales,

siendo directopara el grupo hCG (r= 0,59472) e inversoparael grupo LB (r= -0,27245).

2.4.6. PERDIDAS PARCIALES A LOS 14 DíAS.

GRUPO LII: salvo la correlaciónexistente,estadisticamentesignificativa,ya descritacon el

número de embrionesen regresión,no se detectóningunamás con significación.

GRUPO hCG: únicamenteexistió la anteriormentedescrita,con el número de embrionesen

regresión.
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2.5. CORRELACIONESENTRE LOS SUBGRTJPOSESTUDIADOS A LAS 72 HORAS Y LOS

ESTUDIADOS A LOS 14 DM5 <Tabla 6.XVIIL).

Con el fin de conocersi existíanrelacionesentre los niveles de esteroidesmáximos y los

resultadosobtenidos en cuanto a implantacióny pérdidasprecocespostimplantatorias,se

procedióa realizar el estudiode correlacionesentreel estradioly la progesteronamedidos

a las 48 y 72 horasde la administraciónde la LHr o de la hUS y el númerode embrionesen

desarrollo,embrionesen regresión,embrionestotales,porcentajede implantacióny pérdidas

parcialesa los 14 dias.

Igualmentese estudióla existenciade posiblescorrelacionesentrelos embrionesde grados

1-2, 3-4 y degenerados(grado5) obtenidosen el estudioa las 72 horascon los parámetros

referidosanteriormenteestudiadosa los 14 días.

La tabla6.XVIiI. expresalos coeficientesde correlaciónexistentesentrelos parámetrosobjeto

de estudioen esteapartado.

2.5.1. PROGESTERONAA LAS 48 HORAS.

Enningunode los grupos<LB o 11612>existieroncorrelacionesestadisticamentesignificativas.
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2.5.2. PROGESTERONAA LAS 72 HORAS.

En ningunode los grupos<LII o 1166) existieroncorrelacionesestadisticanientesignificativas.

2.5.3. ESTRAiDIOL A LAS 48 HORAS.

GRUPO LH: no existieroncorrelacionessignificativas.El coeficientede correlaciónexistente

entreel porcentajede implantacióny el estradiolmedido a las 48 horas fue r= -0,5033.

GRUPO 1166: existió una relación inversa estadisticamentesignificativa entre el estradiol

medido a las 48 horasy el porcentajede implantación(r= -0,75376)

2.5.4. ESTRADIOL A LAS 72 HORAS.

GRUPO LHr existió una relación inversaestadisticamentesignificativa entre el estradiol

medido a las 72 horasy el porcentajede implantación<r= -0,92738>.

GRUPO hCG: no existió ningunacorrelaciónestadísticamentesignificativa.

2.5.5. EMBRIONES DE LOS GRADOS 1 Y 2.

GRUPOLHr no existieron correlacionesque aicanzaransignificación estadística.

GRUPO 1166: existió unacorrelacióninversaestadísticamentesignificativa con el porcentaje

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

GRUPO LHr no existieron correlacionesque alcanzaransignificaciónestadística.

GRUPO 1166: existió unacorrelacióninversaestadisticamentesignificativa con el porcentaje

de implantación(r= -0,6966).y directacon laspérdidasparcialesa los 14 dias (r= 0,72557).

2.5.7. EMBRIONES DEGENERADOS(GRADO ~>

Enningunode los grupos(LH o hCG> existieroncorrelacionesestadisticamentesignificativas.
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En nuestrotrabajonos proponiamosalcanzarlos siguientesobjetivos:

1. Establecersi la administraciónde LB recombinantees capazde inducir la ovulación

y la maduraciónfinal del ovocito enconejasen ausenciade la descargaendógenareflejade

LH que se producecon la montade la conejapor el macho.

2. DetermInar, en la etapa inmediatamenteposterior, la calidad de los embriones

obtenidos,tras la práctica de una inseminaclón,comparandolos datos obtenidos con la

administraciónconvencionalde 1,06.

3. Estudiar, finalmente,la viabilldad de los zigotosobtenidos,en lo que se refiere a la

tasade implantacióny a la tasade pérdidasprecocespostimplantatorias,comparativamente

con la 11012.

Dado que la conejano presentaciclos ováricos quesiganesquemasregulares(144, 145), tal

y como ya se ha detalladoen el apartadode antecedentes,resulta imperativo estimularel

desarrollo folicular previamente a la inducción final de la ovulación con el agente

luteinizante.Además la presenciade un desarrollo multifolicular simula de forma más

adecuadalascondicionesimperantescuandose practicantécnicasde superovulaciónprevias

a la aplicaciónde técnicasde reproducciónasistidaen el humano.

Ennuestroexperimentooptamosporla administraciónintramuscularúnica de 25 UI de PMSG,

como agenteInductor del desarrollomultifoilcular, durantela fasede estrodel animal.Esta

dosis,con la que hemostrabajadoconanterioridad(42, 96, 97), noshaproporcionadobuenos
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resultados,y previamenteya hablasido recomendadapor otros autores(53).

Hasta el presentenuestro grupo no habla desarrollado ningún experimento con LB

recombinante.Tampocoexisteninguna referenciabibliográfica sobre los efectosde la LH

humanarecombinantesobrela ovulación, calidad embrionariaa las 48 horasy sobre las

tasasde implantacióny de pérdidasparcialespostimplantatoriasen la coneja.

Por contrasi que existíaexperienciapreviaen relación al usode LB humanapurade origen

urinario (42, 96, 97) y sus efectossobre la ovulación, calidad ovocitariay embrionaria.Sin

embargono nos resultabaconocidohastaque punto,los resultadosobtenidos,estabano no

influenciadosporla montade la hembrapor el macho,al tratarsela conejadeun animalcon

descargaovulatoria de LII Inducida por el coito ~ 130), aunqueinferíamos que esta

influencia existia. Por otra parte la LH urinaria, como sucede con otros extractos

gonadotrópicosde uso común,poseeun relativamenteelevadocontenidode proteínasno LB

cuya naturalezadesconocemos.

inicialmente nos habíamosplanteado la realización del presenteestudio mediante el

desarrollode un diseñoexperimentalque incluía tresgruposde hembras:unprimer grupo en

el queúnicamentesepracticabala estimulaciónfolicularmediantela administraciónde PMSG

seguidade montapor el macho(grupo control> y dos gruposadicionalesque contemplaban

la administraciónde hCG o de LH recombinante,respectivamente.Este diseño,pensábamos,

permitiría conocerlos efectosatribuiblesa la descargaendógenade LB que se produceen

la conejaconsecutivaa la monta (145) y consecuentemente,una mejor aproximacióna los

efectosespecíficosdeterminadospor la LB recombinanteen comparacióncon la hIJG.
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Sin embargo,la posibilidadde practicarinseminacionesartificiales, evitandola montapor

el macho,abríanuevasposibilidades:de una partepermitíasimplificar el estudio, ya que

podiamosprescindirdel grupo controlcon PMSG + monta;por otra partepodíamosanalizar

de formamuchomásprecisa,específicay directala acciónde la LH recombinantehumana

en la coneja.En consecuenciaoptamospor estasegundaposibilidad.

En un estudioprevio (42), se comparó el efecto de la LB pura urinaria sobre la tasade

ovulación,calidadovocitariay calidadembrionariaa las24 y 48 horas,respectivamente,con

el obtenido con la hCG. En él se puso de manifiestoun efecto superiorde la LH urinaria, al

obtenerseunamejorcalidadmorfológicade ovocitosy embriones.Ya hemosmencionadoque

en este estudio la Inseminaciónde la hembrase realizó mediante coito natural, y los

resultadospodíanversealteradospor el efecto aditivo o por las interferenciascausadaspor

la LII endógenageneradarellejamentepor dicha maniobra.

Resultaoportuno, en estaprimerapartede la discusiónde resultados,tratar acercade la

validez de nuestro diseño. La respuestaesteroidogénicadel ovario al estímulo de las

hormonascon acciónluteotropapuedeconstituirun indicadoradecuadode losposiblesefectos

derivadosde la combinaciónmonta+ administraciónexógenade LH o hCG. El diseño del

estudio de González Santana(42) incluía la determinaciónde los valoresde estradiol y

progesteronaa las 24 y 48 horasde la administraciónde la hCG o la LR puraurinaria(y de

la monta correspondientepor el macho). La disponibilidad de estos datos posibilita la

realizaciónde comparacionesentrelos nivelesde estosdos esteroides,halladosenel estudio

de referenciay los obtenidosen el presenteestudioen los mismostiempospost-inducciónde

la ovulación.
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El estudiocomparativopusode manifiestoque,los nivelesde estradioly progesterona,eran

de manerasistemática,significativamentemayorescuandose administrabala hormona

desencadenantede la ovulación y simultáneamentese realizabala montapor el macho.Así

la administraciónde LII puraurinariacon montase veía seguidade unosnivelesmediosde

estradiolalas 48 horasde 30,8±7,8 pg/ml (1 ±SEM) mientrasque la administraciónde LB

recombinantecon inseminaciónartificial evocabaunarespuestade estradiola las48 horas

de 11,1 ±2 pg/ml (p < 0,05). Enrelación a la progesteronael fenómenoserepetía,siendosus

valoresa las48 horasde la administraciónde la LII urinariay montade 2739±194 pglml

mientrasque,en los animalesque recibieronLII recombinanteseguidade inseminaclón,se

alcanzaronúnicamente902±150 pglml (p < 0,001).

Podríaargumentarse,en basea los datoshastaaquí expuestos,que la distinta respuesta

esteroidogénicaobservadapodría atribuirsea la distinta calidadde la LI! utilizada en uno

y otro experimento:una de origen urinario, acompañadade otros péptidosno LH; otra

obtenidautilizandotécnicasdeADN recombinantey desprovistavirtualmentede cualquierotra

substanciano LB (especificacionesIRCS parala LH humanarecombinante).

La comparaciónde los nivelesde estradioly progesteronacuandose administró la misma

dosisde hCG, acompañadade montao de Inseminación,ayudaa despejardudasal respecto.

Así los niveles de estradiola las 48 horasde la administraciónde hCG seguidade monta

fueronde 38,6±5,3 pgiml, siendode 10,1 ±2 pglml en nuestroestudiocuandose administró

la misma dosis de hCG, pero seguidade inseminación. El fenómenose repitió para la

progesterona.

La tablaque siguerefleja los nivelesmediosde estradioly progesteronaalas 24 y 48 horas
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postinducciónde la ovulación, en el estudio realizado con LII urinaria y hCG seguidasde

monta por el macho (González Santana).y en la presenteinvestigación, utilizando LII

recombinantey hiJO seguidasde insenilnaciónartificial.

LHu + Monta*
(pg/ml)

LHr + Inseminación
(pg/ml)

a las 24 horas 994 ± 82 272 + 42 pcO,00l

a las 48 horas 2739 ±194 902 ±150 pc0,00’

E
2 a las 24 horas 29,2 ±1,7 9,5 ±1,7 pcO,0l

2 a las 48 horas 30,8 ±7,8 11,1 ±2,0 pcO,05

hCG + Monta*
<pglml>

hCG + Inseminación
(pg/ml)

a las 24 horas 1340 ± 76 537 + 95 pcO,001

a las 48 horas 2840 + 261 1131 ±146 pcO, 001

2 a las 24 horas 34,8 ±6,4 11,8 ±1,3 pcO,OOl

E2 a las 48 horas 38,6 ±5,2 10,1 ±1,9 p.cO,OOl

Tabla 6.1. según datos obtenidos por González Santana (42)

Nuestrareflexión inicial pareceenconsecuenciacorrecta,porcuantohemospodidodemostrar

la existencia de un efecto aditivo en la coneja, cuando se administra la substancia

desencadenantede la ovulación y después,se procedea la montapor el macho,debidoa la

liberación de LII endógenacomo respuestainmediata.Este efecto aditivo, entreotros, se

manifestaríaa travésde unapotenciaciónde la función esteroidogénicadel ovario.

Queda,porlo tanto,de estaformaplenamentejustificado el diseflo utilizado parael presente
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estudio, puesto que hemos evitado el fenómeno aditivo no deseabledescrito, lo que nos

permitevalorarmás objetivamentelos efectosde la LH recombinantefrentea la hiJO.

En cuanto a la dosisde hCG y de LHr administradas,hemosoptadopor 50 ¡JI paraambas,

basándonosenlos estudiospreviosrealizadospor Bonsell-IIelmreich(~>• Aunqueestosestudios

no hacenreferenciaa la dosificaciónmásidóneade la LHr, refiriéndoseúnicamentea la hiJO,

sonvariaslasrazonesque nosinclinarona utilizar la mismadosisde ambassustancias.En

primer lugar el receptoral que se fijan paraejercersu acciónes el mismo(127); en segundo

lugar la equivalenciaen cuanto a bloactividad,ya que se trata de unidadesde actividad

biológica,cuya valoraciónseestablecemediantela realizaciónde unblosensayocon células

de Leydig en el que se valora la producción de testosteronacorrespondientea distintas

concentracionesde la sustanciasometidaa estudio(148>; entercerlugarsehapublicadoque,

cuandoserealizanestudiosde inhibición de la uniónal receptor,no existendiferenciasentre

la LII recombinantey la hiJO, en cuanto a su grado de unión al receptorde membrana

presenteen célulaslúteas(130). Por último, la experienciapreviaexistentecon estasdosisy

su eficaciaovuladora,constituyeunarazónadicional(42, 92, 97). Así queúnicamentepodría

habervariacionesen función de la vida media de la hormona(125, 139, 159), o de su período

de fijacióny activaciónal receptor,quesonmásprolongadosparala hiJO queparala LII (19>.

El estudiode los ovarios del total de las 40 hembrasincluidasen el estudioevidencióque el

porcentajede animalesqueovuló en cadauno de los grupos,LHr o hCG, fue idéntica,del 80

%, en amboscasos(18 hembrassobreun total de 20 paracadahormona).Sin embargola

tasade ovulación media (número de folículos luteiizadoscon cicatriz ovulatoria) resultó

significativamenteinferior en el grupo de hembrasque recibieronLHr, siendoen estecaso

de 8 ±0,9 cuerposlúteos frentea 13 ±0,8 en el grupo que recibió hiJO.
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Entérminosde ovulación,nuestrosresultadossonsensiblementeinferioresa los halladospor

Molina y cols. (96) cuandocompararonlos efectosde la LII puraurinaria con los de la hCG,

si bien esciertoque los resultadosde su trabajocoincidencon los nuestrosen queel número

de cuerposlúteos fue superiortras la administraciónde hiJO que tras la de LH urinaria,

aunqueestadiferenciano fue significativaen sutrabajo(15,2 conLII urinariay 17,3 con hiJO),

probablementedebido a que en su trabajoel número de casoses inferior al nuestro.

Porotraparteel mayornúmerode cuerposlúteosobtenidosen la experienciade Molina (96),

en comparacióncon nuestroexperimento,podríadebersea unamayoractividad luteotrófica

ovulatoria,tanto en lashembrasque recibieronLH urinariacomo enlas que recibieronhiJO,

como consecuenciade la descargaadicionalendógenade LR consecutivaa la montapor el

macho y que hemosreferido anteriormenteal justificar la validez de nuestrosargumentos

para utilizar inseminaciónen lugar de monta por el macho, con lo cual se hacia difícil

asignarla verdaderaefectividadbiológica de cadapreparación(LII o hIJO).

Resultade interésobservarque,alas72 horas,tansolo 4 hembrasdel grupoquerecibióhiJO,

frentea 9 del grupo LHr, presentabanalgúnfolículo preovulatorio.Además,mientrasque en

el grupoliCO la mediade folículos preovulatoriosfue de 1,8, en el grupoLHr fue de 8,2, siendo

esta diferencia altamentesignificativa. Dado que la sumade cuerpos lúteos y folículos

preovulatorios(potencialovulatorio) fue semejanteen ambosgrupos,así como la presencia

de folículos hemorrágicos,cabepensarque el efecto de la hiJO resultóextremadamentemás

potente,o si se quiere máseficiente, que el de la LHr en términos de poder ovulatorio, a

juzgarpor las importantesdiferenciasobservadasen relación a cuerposlúteos y folículos

preovulatoriosenuno y otro grupo,probablementecomo consecuenciade su vida máslarga.
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Además,en el grupohiJO, encontramosla existenciade unapotenterelacióninversaentreel

númerode cuerposlúteos y el número de folículos preorulatorios(r=-O,81541), que no se

manifiestaen el grupo LHr, dato que tambiénapoya la idea de que la LB haceovular un

mayornúmerode folículos que la LUr, a expensasdo los folículos preovulatoriosdisponibles

duranteel periodode 72 horastranscurridodesdela administraciónde la hormona,hastael

momentode estudio.Enel grupohCG existió unarelacióndirectasignificativaentreel número

de cuerposlúteosy el númerode folículoshemorrágicos(r=O.78132).mientrasqueen el grupo

Llir setransformóen negativa,siendotambiénsignificativa(r=-O,72553).Enconsecuenciacabe

pensarque la producciónde folículos hemorrágicoses un fenómenoque seencuentramás

ligado a las característicasbiológicasde la hiJO.

Porotraparteel número de cuerposlúteosque se producenen el ciclo ovulatorio naturalde

la conejaes aproximadamentede 8 (8, 13, 144, 145), simIlar al obtenido en el grupo que

recibióLHr, e inferior al que recibió hiJO y todoello trasun tratamientosuperovuladorprevio,

en el que el potencialovulatorlo, determinadoa las72 horasde la inducciónde la ovulación,

no fue significativamentedistinto entrelos dos grupos,LHr y hiJO. Este hecho abogaríapor

un mecanismoovuiatorio másfisiológico de la LHr frente a la hIJO.

En el ciclo naturalde la conejael porcentajede ovulación es prácticamentedel 100 % (144>.

Nuestro estudio se desarrollaen condicionesde superovulación.Por lo tanto el número de

folículos estimuladosen el ciclo evaluado,cabesuponer,es superioral de un ciclo natural.

En el presenteestudio,a las 72 horas, existe un remanentede folículos preovulatorios

equivalenteal 14,6 96 en el grupo hIJO (porcentajecalculadoutilizando el cocientefolículos

preovulatorios¡potencialovulatorio),pero queadquiereespecialrelevanciaen el grupo LHr en

donde alcanzael 52,9 96.
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Es probableque en un ciclo natural, con el desarrollosincrónicode una oleadade folículos,

éstosse encuentrenen su totalidad,o en su prácticatotalidad,con un grado de madurezy

desarrollo(dotaciónde receptorespara la LII, entre otros) idóneosparaovular y sufrir la

transformaciónlútea(43, 44). lo quejustificaríala ocurrenciade porcentajesde ovulacióndel

100 96. Sin embargo,en un ciclo estimulado,en el que utilizando medios farmacológicosse

estimula al ovado a producir más folículos, no resulta probable que se produzcaesta

sincroníapor cuanto,por unaparte, ciertos folículos puedenserrescatadosde la evolución

hacia la atresia, bajo los efectos de la hormona folículoestimulante administrada

exógenamente(56). foliculos que,de otraforma, no alcanzaríanel estadiopreovulatorio.Por

otra parte, folículos antralespequeños,ya dotadosde capacidadpararespondera la FSH,

puedenver aceleradosu desarrollo,al encontrarsecapacitadospara respondera la FSH y

simultáneamente,superarse su umbral de respuesta con la administración a dosis

farmacológicasdel preparadofoliculoestimulante(PMSG).pudiendoalcanzar,también,la fase

de folículo preovulatoiloaunque,probablemente,con un ciertoretrasorespectoa los foliculos

pertenecientesal ciclo naturalespontáneo(3). En el ciclo naturalhumano,en la cohortede

folículos en desarrollo, existen folículos con un volumen que varía desde3 a 30 ml en el

momentode la descargade LB (11). Así, en los ciclos estimulados,en el momento de la

administraciónde la hiJO existe una mayorpresenciade folículos que no han madurado

completamentey carecenen esemomentodel númeroadecuadode receptoresparala LH (55,

112).

Muy recientementeFisher y cols (31) han realizado un estudio, en mujeres sometidasa

tratamientoestimuladorovárico, en el que hantratadode definir el intervalo transcurrido

entrela administraciónde la hiJO, y el momentode la ruptura folicular y de inicio de los

procesosendocrinológicosasociadoscon la ovulación.El períodode seguimientoseprolongó
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hastalas 48 horaspost-hiJG.Entre sushallazgoscabedestacarque la ovulaciónse produjo

dentrode un amplio rangode tiempo tras la administraciónde la hCG. Este rango,que se

iniciaba antesde las 36 horas de su administraciónseprolongaba,por un tiempo que los

autoresno pudierondeterminardebido al diseño de su estudio,masalláde las48 horas.Los

autoresconsideranque la sensibilidadde los folículos a la hiJO es distinta entreellos, bien

en funciónde su dotaciónde receptoresparaLH, o bienporqueexisteunadiscordanciaentre

su tamañoy su sensibilidada la hiJO. En cualquier caso,resultaInteresanteque,másallá

de las 48 horasmás de un 10 96 de folículos, en ese momentopreovulatorlos,todavía no

hablan ovulado. Una posibilidad consideradaen este estudio por los autores es que la

ovulacióntuviera lugar fueradel periodo de observación(31>.

Hay que tenerpresenteque cuando,segúnnuestrodiseño,se administrala PMSO, la fasede

reclutamientofolicular espontáneodel ciclo natural de la hembraya ha transcurrido,

existiendounoselevadosnivelesde estradiol,quese manifiestanporel enrojecimientovulvar

y que, por lo tanto, se ha producido la selección de algunos folículos dominantes

correspondientesal ciclo naturalsobreel quesehasuperpuestola superovulación(43, 55, 78,

113>

Llegados a este punto debemosdetenemosy volver a los objetivos perseguidoscuando

diseñamosel presenteestudio.Un hechocrítico quetuvimosen cuentacuandoelaboramoslas

hipótesisde estetrabajo, es que la vida media bloactivade la LH recombinantees de 84

mInutos(130),mientrasque la de la hCG essuperiora las24 horas,másexactamentede 1482

minutos (139, 159). En estehechodiferencialpuederesidir un mayorefecto luteotropo de la

hCGqueexplicaríael númerosignificativamentemayorde cuerposlúteos,y significativamente

menorde folículos preovulatorios,producidosen lashembrasquerecibieronestahormonaen
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comparacióncon las que recibieronLII.

En efecto,la hiJGpor su mayorpermanenciaen plasmade formabloactiva,permanenciaque

dependería,no sólo de los nivelesmáximos alcanzadosen funciónde la dosisadministrada,

sino también de su vida media,seríacapazde inducir a la ovulacióna folículos que,en el

momentode su administración,aúnno estabansuficientementemaduros,peroque a lo largo

de las 72 horas transcurridasdesdesu administraciónhastael momento del sacrificio y

estudioováricopodíanhaberalcanzadonivelessuficientesde maduración.Porcontrala LHr,

a pesar de haber alcanzadosemejantesniveles máximos, desapareceríamucho más

rápidamente,encuestiónde pocashoras,resultandosuefectoovulatorioy luteotrépicomucho

máslimitado.

Juntoal hecho anterior,el períodode mación-activacióndel receptorde la hCGes mayorque

el de la LII (19).

La dosis de LII administradaconstituyeun factor adicional importanteque hay que tener

presentey que puedecondicionarla respuestaobtenida.Este factor, que en nuestroestudio

no puedeser evaluado,debeser objeto de nuevosestudios.

Aunquemuchosde los aspectosetiopatogénicosde la hiperestimulaciónovárica no resultan

conocidos,se sabeque estecuadroserelacionaestrechamenteconla administraciónexógena

de hiJOo con la instauraciónde un embarazoy la simultánealiberaciónde hCG endógena(83,

100, 133). Por otra partela literaturarefleja que unaforma efectivade no desencadenarun

cuadro severo de biperestimulaciónconsiste en evitar la administraciónde hIJO cuando

concurrendeterminadascircunstancias(32, 39, 141) comosonla presenciade elevadosniveles
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de estradiol, un incremento excesivamenteaceleradode los niveles de este esterolde, o

excesivo desarroilo folicular con numerososfolículos pequeñose intermedios (123, 134),

ademásde numerososmaduros.

Entre las estrategiasalternativasa la administraciónde hCG que se han desarrolladopara

evitar la apariciónde cuadrosseverosde hiperestimulacióndestaca,por su interésy relación

con el presentetrabajo,la sustituciónde la hCG por unadescargaendógenade LH mediante

la administraciónde un análogo agonistade la OnRII (41, 77). Si bien algunos autores

tratabande obtenerunaestimulaciónmásfisiológica, Inmoedemhe(63> mencionasu posible

uso en pacientescon elevadoriesgo de sufrir hiperestimulaclónsevera.La cortavida media

de la LB hipofisaria,deunos60 mInutos(86), seriauno de los fundamentosesenciales.Aunque

los trabajosmencionadossereferíanaciclos desuperovulaciónparala aplicaciónde técnicas

de reproducciónasistida,Romeuy cols (126), en unapublicaciónreciente,utiliza un análogo

de la OnRH, como sustituto de la hCG, en 4 mujeresque presentabanun elevadoriesgo de

hiperestimulacióny que fueron sometidasa tratamientoinductor de la ovulación con FSH

pura.Ningunade ellaspresentóuncuadrode hiperestimulación,obteniéndosedosembarazos

a término y otros dos evolutivos en el momento de la publicación. Ello apuntahaciala

obtención de ciclos con ovulación de un número limitado de folículos, idealmente

monoovulares,pero capacesde proveerovocitosquedenlugara embrionesde buenacalidad

(126, 150).

En el ciclo reproductivo de la coneja, la emigración de los embrionesdesdelos oviductos

hastalas cavidadesuterinasse producenormalmentehacialas 72-78 despuésde la monta

por el macho (102). iJhang observó que la aceleracióndel tránsito de los preembriones

conllevabael que éstosalcanzaranlos cuernosuterinosdemasiadopronto y por lo tanto,no
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pudierandesarrollarsedebidoa la falta de adecuacióndel endometrio(17). Estamismaautora

habíaobservadoque,además,los embrionesde 1 día transferidosal útero no erancapaces

de implantarse.

El papelque, sobre el transponede los embríonesen los oviductosy su posteriorpasoa los

cuernosuterinos,jueganlos esteroideshasido objeto de numerososestudios,atribuyéndose

una función importanteen este procesoal estradiol y a la progesterona(16, 52). Se ha

atribuido unaaccióndeletéreaa la progesteronasobreel procesode transportedel embrión

en los oviductos (17). Por otra parteseha sugeridoque los cambiosque experimentanlos

niveles de estradiollos primerosdíasdespuésdel coito poseengranimportanciaen el control

del transportedel embriónen los oviductos,requiriéndoselapresenciade un estradiolelevado

el tercer día postcoito con el fin de pennitir su pasohacia el útero (27).

En los momentosen que tiene lugar el pasode los embrionesdesdelos oviductos a los

cuernosuterinosse produceun incrementode la fuerzay velocidadde las contraccionesde

los oviductos(58). Un mecanismode acciónatribuido al estradiolconsistiríaen el incremento

de la sensibilidaddel tejido oviductal, especialmentea nivel del istmo, a la estimulación

nerviosa(65). Sin embargotambiénse ha sugeridoque el pico preovulatoriodel estradioles

responsablede la edematizaciónde los oviductos y que puedebloqueartemporalmenteel

transportede los zigotos a nivel de la unión istmico-ampular,istmo y unión útero-ovárica

(105>.

En otro orden de cosasse ha podido documentarque la hCG incrementala frecuenciay

duraciónde la actividadespontáneadel tejido muscularcircular del oviducto 48 y 72 horas

despuésde su admInistración(91). Este Incrementode actividadcoincide con observaciones
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realizadas,despuésde inducir la ovulacióna hembrascon hiJO, por otros autoresque han

comunicadola presenciade ovocitosy embrionesen cavidadesuterinasa las60 horasde la

administraciónde la hormona(57, 156>, poniéndosede manifiesto de estaformaun tránsito

oviductal aceleradocausadopresumiblementepor la hCG.

Desconocemossi la LII humanaejerceaccionessimilaresalasdescritasparala hIJO porMeiri

y cols(91) y en queperíodosdespuésde su administración.Resultainteresanteel quese haya

comunicado,trasla administracióndeFSHcomo tratamientoestimuladorovárico,la presencia

de embrionesen vagina60 horasdespuésdel coito, en conjuncióncon un incrementode la

secreciónendometrial(34).

En nuestroestudiono recogimosningúnovocito en oviductosenningunode los grupos.A las

72 horastodoslos ovocitoshabianalcanzadolos cuernosuterinos,poniéndosede manifiesto

una cierta aceleraciónde la emigración oviductal de los ovocitos respectoa los datos

existentesen la bibliografía acercadel ciclo natural (57, 102, 156). La media de ovocitos

recogidosen lascavidadesuterinasfue significativamentemayoren el grupode hembrasque

recibió hiJO que en el que recibió LH. Sin embargo,esteresultadopor sí solo,no justifica la

existencia de un tránsito más rápido en comparación con el de LH, sino que más

probablementees consecuenciadel mayornúmero de ovocitospresentesen el grupo tratado

con hIJO.

Encuantoa los blastocistos,nuestrosresultadosofrecendatosinteresantesen relacióna su

localizacióna las72 horaspost-Inducciónde la ovulacióne insenilnaciónai’tificlal. Así, en el

grupo querecibió LHr, la mayoríade los blastocistosse encontraronen cuernosuterinos.Sin

embargoel grupo tratadocon hCG, presentabala mayoríade los blastocistosen oviductos.
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La diferenciaentreambosgruposfue significativa en relación a los embrionespresentesen

oviductos (media de O en el grupo 1106 vs 2,4 en el grupo Lar> y por contra no lo fue en

relación a los blastocistospresentesen cavidadesuterinas(2,9 en el grupo hCG y 5,1 en el

grupo LH>. Estos resultadosapuntana que la LUr produceun tránsito oviductal de los

blastocistosmásrápidoque la hCG.

Así, en el estudiode correlaciones,tanto en el grupode hembrasque recibió hIJO como en el

que recibió LIIr, existió una relación directay significativa entreel número de blastocistos

en oviductosy los nivelesde progesteronaa las48 y 72 horas,pero estacorrelación,que fue

más fuerte en el grupo hCG, apuntaa una mayor permanenciade los blastocistosen los

oviductos tras hIJO (grupo LIIr con progesteronaa las 48 horas r=O,7258,con progesterona

a las 72 horas r=O,6601; grupo hIJO: con progesteronaa las 48 horas r=O,8146, con

progesteronaa las 72 horas r=O,8153>. Estos datos parecenindicar a que, en efecto, la

progesteronapuedejugarunciertopapelde frenadodel tránsitoo’dductalde los blastocistos,

tal y como se ha descrito previamente (17), papel que se ha puesto de manifiesto

especialmenteen el grupo hIJO, grupo en el que los niveles de progesteronafueron,

globalmente,mayoresque en el grupoLHr, sobretodo a las24 horasde la administraciónde

la hormona.En relacióna los ovocitospresentesen cuernos(únicalocalizaciónen dondese

presentaron),existióunarelación inversacon los nivelesde progesteronadeterminadosa las

72 horasen el grupo LHr (r=-O,6428).Estarelación fue directa, aunquea las48 horas,en el

grupohIJO (r=O,6780).No se detectóla existenciade ningunaotrarelaciónde interésentrelos

niveleshormonalesy la localizaciónde ovocitoso blastocistos.

En nuestrodiseñoexperimentalprocedimosaestudiarla calidadembrionariasacrificandoun

subgrupocompuestopor 10 hembrasde cadagrupo(LIIr o hCG) a las72 horasde la inducción
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de la ovulación.La tasade fecundaciónque encontramosfue similar en ambosgrupos(91,1

96 en el grupo Llir y 89,6 96 en el grupohCG>. Dadaestasimilitud de lastasasde fecundación,

y como consecuencialógica del distinto númerode folículos que ovuló con cadauna de las

hormonas,el númerototal de blastocistosfue significativamentemayor en el grupo de

hembrasque recibió hCG (11,5±0,97)que en el que se administróLHr (7.6±0,97).

Tantolas8 hembrasde estesubgrupoque ovularoncon hCG, como las9 que lo hicierontras

recibir LHr presentaronembrionesde buenacalidad,correspondientesa los grados1 y 2 de

la clasificaciónde Veeck (151). Perocuandose estudiala distribuciónde estosembrionesen

lastres categoríasdefinidasparala realizaciónde nuestroexperimento,destacael hechode

que,la tasamedia de embrionesde buenacalidad(grados1 y 2) respectoal total, resultóser

el doble en el grupo de hembrasque recibió LUr respectoal que recibió hIJG, concretamente

fue 67,8 ±5,26 96 en el grupo LHr frentea un 33,5±3,01 96 en el grupo hIJG. Estadiferencia

alcanzó una elevadasignificación estadística(p = 0,00006692>; por su parte la tasa de

embrionesde calidadintermedia,grados3 y 4, fue semejanteen ambosgrupos.En relación

a los embrionesdegenerados,seinvierte la relación existenteparalos embrionesde buena

calidady surgennuevasdiferenciasentrelos grupos:mientrasque en el grupo LHr la tasa

mediade embrionesdegenerados(grado5) es del 5,6 ±2,25 96, en el grupo de hembrasque

recibió hIJO la tasa es muy superior, alcanzandoel 27,3 ±4,7 96, siendo esta diferencia

altamente significativa (p = 0,0016498). Existe, aparentemente,en ambos grupos una

complementariedaden relacióna la calidadembrionariade forma que, en el grupo hiJO, la

mayor tasade embrionesdegeneradosse produce a expensasde los embrionesde buena

calidad,que ve asi reducidasu tasa,y viceversaen el grupo LIIr, en el que se produceuna

tasamuchomáselevadade embrionesde buenacalidad.
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EstosresultadoscoincidenparcialmenteconlospreviamentepublicadosporGonzálezy Molina

en relación al uso de LII humanaurinaria (42, 96>, en que se refiere que el porcentajede

embrionesdegeneradosfue significativamentemás alto para la hIJO que para la LB. Sin

embargono se encontrarondiferenciasen el porcentajede embrionesde buenacalidad,

produciéndosela complementariedaden los embrionesde calidadIntermediaque supusieron

un porcentajesignificativamentemásalto parala LII urinariaque parala hIJO. Los autores

destacanel hecho de que,en el estudiode los ovocitos,los obtenidostras la Induccióncon

hiJO presentabansistemáticamenteunafragmentacióndel corpúsculopolar, fenómenomucho

más raro tras la inducción con LII urinaria. Esta alteración ovocitaria podría influir

negativamenteen su desarrolloposterior(153). En cualquier caso,los hallazgosen relación

a la calidad ovocitaria mencionadosson, también, parcialmentecoincidentescon los

publicadospor Zelinslui-Wooteny cols. (165>. Estos autorescompararonla calidad de los

ovocitos obtenidosdespuésde Inducir la ovulación con FSII + hiJO ó FSII + LB humana

urinariaenmonas(macacusrhesus),encontrandoqueel porcentajede ovocitosatrésicosfue

significativamentemayorentrelos obtenidosde las hembrastratadascon hiJO que entrelos

obtenidosde las hembrastratadascon LII humanaurinaria (165).

La diferencia encontradaen nuestro estudio entre los grupos a favor de la LIIr resulta

sugestiva,por cuantola capacidadde desarrolloposteriorde los embrionesvaríade forma

importanteen función del grado de calidadmorfológica al que pertenecen,al menosen el

humano.Así los embrionesde grado 1 y 2 presentanlas mayoresposibilidadesde producir

un embarazoevolutivo(48 y 28 96 respectivamente),mientrasque los embrionesde los grados

3 y 4 presentanmenosposibilidades(10 y 19 ~>respectivamente.Los embrionesdegenerados

apenasposeencapacidadpara anidary evolucionarposteriormente(5 96) (152). La mejorade

la calidad ovocitariay embrionariaconstituyeun objetivo principal en la investigaciónde
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nuevos procedimientospara el tratamientode la esterilidad(112). El ideal de un ciclo de

inducciónde la ovulaciónconsisteen la obtenciónde un ciclo monoovularcon el fin de evitar

embarazosmúltiples y cuadrosde hiperestimulación.En un ciclo monoovular, la calidad

embrionariasetransformaen el factorcrítico porexcelencia.Nuestroestudiohaofrecido,en

la coneja,una calidadembrionariasignificativamentemejorparala LIIr queparala hiJG. En

cualquier caso,hay que tenerpresenteslas limitacionesque se derivande las diferencias

existentesentreespecies,ya quelos estudiosde Veeck(152> estánrealizadossobreembriones

humanos.

Uno de los objetivos establecidosparael presenteestudioconsistíaen estudiar,másallá de

los procesosovulatoriosy la fecundacióny calidad embrionaria, la evolución del proceso

implantatorloy las pérdidasparcialespost-implantatoriashastalos 14 díasdespuésde la

Inducción de la ovulación. Paraalcanzaresteobjetivo se estudióel número de embriones

totales,el de embrionesen regresióny embrionesen desarroilo,así como las tasasde

implantacióny de pérdidasparcialeshastael día 14.

Aunqueen relaciónal número de embrionestotales,observadosa los 14 días, la tendencia

fue hacia un mayor número en el grupo hiJO, consecuencialógica del mayor número de

cuerposlúteospresentesy ovocitos ovulados, no se alcanzósignificaciónestadística(hIJG:

12±1,2;LH: 0,3±1;p=O,10724).Tampocose evidenciéningunadiferenciasignificativa ni en el

númerode embrionesen desarrollo,ni enel de embrionesenregresión,que fueronsemejantes

para ambosgrupos. Por lo tanto las diferenciasexistenteshacia un mayor número de

blastocistosque encontramosa las 72 horasparala hiJG disminuyensustancialmente,y en

la prácticadesaparecena los 14 días.



141

Adams (1) realizó un estudiosobrelaspérdidaspre y post-Implantatoriasque se producenen

la coneja.En relacióna laspérdidaspost-implantatoriasencontróque,a los 8 díaspostcoito,

estabaen regresiónel 20,2 96 de los embrionesimplantados.En nuestroestudiolas pérdidas

parcialeshastael día 14 de gestaciónalcanzaronel 10,2±3,396 en el grupo LIIr, y el 8,6±2,5

96 en el grupo hIJO, no siendo significativa la diferenciaentre ambos. Estas tasasson

considerablementemásbajasquelaspublicadaspor Adanis(1). Cuandoprocedimosacalcular

la tasade implantaciónpudimosconstatarunatasasignificativamentesuperioren el grupo

LIIr que en el grupo hIJO, (LHr 96,9±1,696; hIJO: 89,4±2,596; p=O,024053).

iJuandose realizó el cálculo de correlacionesentreel númerode embrionesen desarrolloy

el de cuerposlúteos,aunqueen ambosgruposencontramosuna correlacióndirectacon un

coeficientemuy elevado,como lógicamentecabíaesperar,éstarelaciónfue mejorenel grupo

LB que en el hIJO (LH: 0,86704;hIJO: 0,92001).Un fenómenosemejantesucedióen relaciónal

númerode embrionestotalesy el de cuerposlúteos.Esto viene a reforzar,de forma indirecta,

la mejor viabilidad, no sólo de los ovocitos,sino de los embrionesobtenidos,aunquefueran

menosnumerosos,tras la administraciónde LHr que tras la administraciónde hiJO.

En el estudiode correlacionesentrelos distintosgradosde calidadembrionariaobtenidosa

las 72 horasy lastasasde implantaciónposteriores(alos 14 días), únicamenteen el grupo

hIJO existió una relación inversasignificativa entreel porcentajede embrionesde calidad

buenae intermediay la tasade implantación(r=-O,71755y r=-O,6966respectivamente),O sea

que,en el grupo hCG, resultaaparenteque el menorporcentajede Implantación,en relación

al grupo LHr, se produceno sólo como consecuenciade unamenorcalidadembrionaria,que

se poníade manifiestoen el estudioa las 72 horas,sino tambiénporque los embrionesde

calidadbuenae intermediaanidanen menormedidaque en el grupo LHr. En este mismo
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grupo hiJO, la presenciade embriones de calidad intennedia(Grados 3-4> presentóuna

correlaciónsignificativacon la tasade pérdidasparcialespost-implantatorias(r= 0,72557)lo

que, probablemente,indica que las pérdidasparcialesse producen,en buenamedida, a

expensasde los embrionesde calidad intermediaen estegrupo. Estas relacionessólo se

pusieronde manifiestoen el grupo hiJO. Dado que la clasificaciónde la calidadembrionaria

se hizo siguiendocriterios estrictamentemorfológicos(151). la lecturade estosdatosapunta

a que existen otros factores no meramentemorfológicos y no elucidados,que pueden

condicionar la correcta implantación y la ocurrencia de pérdidas post-implantatorias

embrionariasen estegrupo que recibió hIJG, no produciéndoseimplantacionesde embriones

de buenao intermediacalidadmorfológica y produciéndosepérdidaspost-implantatorias

esencialmentea cuentade los embrionesde calidad intermedia.

De los datos anteriores se desprendeque, a pesardel mayor número de folículos con

ovulación(cuerposlúteos) y ovocitosobtenidosen el grupo hiJO, los ovocitos obtenidostras

la administraciónde LIIr dieron lugar, en términos relativos, a más embriones de buena

calidadque,a su vez, permitieronobtenerunamejortasade implantacióndeterminadaa los

14 díasde la inducciónde la ovulación y de la prácticade la inseminaciónartificial. Estos

resultadosvienena reforzarlos hallazgosrealizadospreviamentepor Molina y cols. (42, 96)

quienes,a las 48 horasdespuésde la administraciónde LH urinaria o hiJO (+ monta),

observaronla presenciade unamejorcalidadmorfológicaembrionariaentrelashembrasque

recibieronLH urinaria.

El posible papel deletéreojugado por las alteracionesen el equilibrio esteroideoha sIdo

objeto de atención, atribuyéndosea los desequilibrios existentesentre el estradiol y la

progesteronaun papelnegativosobrelastasasde fertilización y la calidadembrionariaen
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gatos(45). Además,en ratones,la elevacióndel cocienteestradiollprogesteronadurantela

faselúteatempranaseha asociadoauna disminuciónde la capacidadde implantaciónpor

partede los embrionesy a alteracionesmetabólicasen los mismos,debido a la producción

de alteracionesendometriales(129). Molina y cols (97), en su estudio hormonaltras LII

urinaria y hiJG consideranque resultaposible que los niveles de estradiol,relativamente

elevados,halladostras la hiJO, seanconsecuenciade un cieno grado de hiperestimulación,

producidapor el propio tratamiento,y que se produzcala ovulaciónde folículos no viables,

atrésicoso inmaduros.En tal sentido los efectosde la liCO seríanmenosselectivosque los

de la LH, aunqueen esteúltimo caso, como ya se ha discutido anteriormente,debido al

abordajeexperimentalutilizado (conmontade la hembrapor el macho),sesumanlos efectos

de la hiJO con los de la LII endógenaliberada de forma refleja (145). lo que no permite

abordar,probablemente,de forma adecuadaesteproblema.

En relación a estefenómeno,en nuestroestudio,tanto en el grupo que recibió LHr como en

el querecibióHIJO existióunacorrelacióninversay significativaentrela tasade implantación

y los nivelesde estradiolalcanzadoshacialas48 o 72 horas.Estacorrelaciónfue muchomás

importanteen el grupo LIIr que en el grupo hiJO (r=-0,92738paraLHr a las 72 horas; r=

0,75376parala hIJO a las 48 horas>. Estosresultadosseñalan,en efecto, un posiblepapel

deletéreodel estradiol,cuandoalcanzadeterminadosniveles,sobreel desarrolloembrionario,

referido anteriormentepor otros autores(45, 129).

La capacidadde implantacióndel embrióndepende,como uno de los factoresesenciales,de

la calidad embrionariay su capacidadpara anidaren el endometrlo(152). El otro factor

esencialviene constituidopor el ambientehormonaly la receptividadendometrial(112). En

relaciónal primero de los factores,calidadembrionaria,los datosexpuestosconfirmanlos
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previamenteobtenidos,a las 72 horas,en el sentido de que la mayorcalidadembrionaria

obtenidacon la LIIr transciendehacialas etapassiguientes,traduciéndoseenun incremento

de la tasadeimplantación.Nuevamentepodemosver comola administracióndela LHr parece

condicionarmáspositivamenteque la hIJO la calidady evolución embrionarias.

El estradioljuega,en la coneja,un Importantepapelluteotrópico(21, 50, 88, ~ constituyendo

el principalresponsabledel mantenimientode lasecreciónde progesteronaporel cuerpolúteo

(89) y siendolos folículos grandesque estánpresentesen los ovarios de la conejapreñada

la principal fuente de estrógenosluteotrépicos(93). El estradiol produceun cambio en la

estructuracelular, incrementandola biogénesisdel sistemaendoplásmicorugoso y del

sistemamitocondrialenlascélulaslúteasparaincrementarlos mecanismosesteroidogénicos

(12>.

La progesterona,por su parte,resultaimprescindibleparala implantaciónde los embriones

(5). mIentrasque el estradiolen la conejano pareceesencIalen esteproceso(47), aunque

ejerceun efectopotencladorsobrela progesterona,pudiendodisminuir los requerimientosde

la misma(140).

En relacióna los nivelesde estradiolen plasmaencontradosen nuestroestudio,no se puso

de manifiesto la existenciade ningunadiferenciaestadisticamentesignificativa entre los

gruposLHr y hCG enningunode los momentosen quese determinóesteesteroide.En ambos

gruposde tratamientoseprodujo un descensode los valoresdel estradiola las24 y 48 horas

de la administraciónde la LHr o de la hIJO respectode sus valores preovulatorlos.Este

descensoalcanzóuna elevadasignificación estadísticaen el grupo hIJG, pero no en el grupo

LII; a las 72 horas los valoresde estradiol se recuperaronen ambosgrupos por encima de
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los valores preovulatorios.IJuando analizamoseste comportamientobifásico medianteel

análisisde la varianza,encontramosque,en ambosgrupos de tratamiento,las variaciones

fueron significativas, aunquelas modificacionesen el grupo hIJO fueron más acusadas,

alcanzandouna mayorsignificación estadística.

Las cifras asícomo el perfil de estradiolque ofrecennuestrosresultadoses coincidentecon

el detectadopor otrosautores(24, 104>. Osteeny cols (104> observaronunacalda del 27 y 50

96 en la cantidadde estradiolpresenteen sangreperiféricay sangreprocedentede la vena

ovárica respectivamente,a las24 horasde la administraciónde unadosisde hiJO a conejas

y unarecuperaciónposteriorque seiniciaba a las 24 horaspost-hIJO.En nuestroestudio,en

términosgenerales,el estradiolsecomportóde formasemejanteenambosgrupos,LHr y hiJO,

con algunassalvedadesderivadasdel grado de significaciónde lasvariacionesobservadas,

que serantratadasmásadelante.

La hiJO posee,en la coneja,un efecto luteolitico que hasido objeto de algunosestudios(21,

69, 163>. Este efecto puede ser revertido por la acción del estradiol (164). Un mecanismo

primario por el que la hIJO pareceproducir este efecto luteolítico consiste en el propio

fenómenoovulatorio,porel quese detienela síntesisde estradiol,la hormonaluteotróficapor

excelenciaen la coneja(69>. Otro mecanismopropuestoha sido la disminuciónde respuesta

del cuerpolúteo al estradiolejercidapor la hIJO (21, 163). Keyesy cols. (69) postulanque la

puestaen marchade uno o ambosmecanismosluteolíticos estáen función de la dosis; así

dosisreducidasde hIJO actuaríanreduciendolos niveles de estradiolmediantela puestaen

marchadel procesoovulatorio, mientrasquedosiselevadasreducirían,además,la presencia

de receptoresa estradiolen las célulaslúteas.
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Ennuestroestudiola hIJO redujomásdrásticamentelosnivelesdeestradiolquela LHr, según

hapuestode manifiestoel análisisde la varianzarealizadoy el análisis de la t de Student

paramuestrasapareadas,quemostró unadisminución significativa a las 24 horasy en tal

sentidosu efecto luteolitico deberíahabersido, aparentemente,másintensoqueel de la LIIr.

Sin embargo,en ningúnmomentosepusode manifiestoun mayorefectoluteolítico de la hiJO

respectode la LIIr, en basea los nivelesde progesteronaobservados.Por el momentono se

disponede publicacionesque refieranla existenciao no de un papel luteolítico parala LHr.

Ya hemosmencionadoque, en la coneja,la implantaciónse relacionade forma crítica con

la progesterona(5, 47) que se constituyeen el esteroideesencialdel procesohnplantatorio.

Resultacuanto menos interesanteque, cuando estudiamoslas tasasde implantación en

nuestroexperimento, éstasfueron significativamentemenoresen el grupo de hembrasque

recibió hIJO que en el que recibió LUr. Además,cuandose estudiaronlos cocientesexistentes

entre el estradiol y las estructurasováricas con las que poseealgún tipo de relación

funcional, encontramosque el estradiolpor cuerpolúteo fue másbajo en el grupo hIJO que

en el grupoLIIr (p=O,096753,casisignificativo). No estamosen condicionesde poderresponder

a la cuestiónde si estareducciónen el cocienteestradiollcuerpolúteo constituyeel reflejo

de una mayor actividad luteolitica de la hiJO respectoa la LHr, quizá mediadapor la

reducciónde los nivelesde estradiol,que se puedatraduciren unadisminuciónde las tasas

de implantación,sobre todo si se tiene presenteel trabajode MilIs (93) quien publicó que,

hastael día3 post-coito,el cuerpolúteo estádotadoparacrecersinnecesidadde la presencia

de estradiol,mientrasque,a nivel endometrial,a la 24 horasse produceun incrementodel

contenidode receptorespara el estradiol,tantonuclearescomo cltosólicos(73).

A las 72 horasobservamosun Incrementoen los niveles de estradiol, que sesituaronpor
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encimade los valorespreovulatorios,coincidentecon el observadoen otrosestudios(73, 104).

Este incrementopuedeser atribuido a la producciónde una nuevaoleadade foliculos en

desarrolloy es de interés por cuanto estosfolículos proveeránel estradiolesencialparael

mantenimientodel cuerpo lúteo (104). Los niveles de estradiolalcanzadosen estemomento

fueron semejantesen ambosgrupos de tratamiento.

En el grupo LHr el número de folículos preovulatorios se correlacionó mejor

(significativamente)con los niveles de estradiola las24 horas(r=O,64797) estarelación fue

no solo másdébil, sino que seinvirtió en el grupohiJO (r=-0,42739>;en el mismogrupo existió,

a las48 horasde la administraciónde la hormona,unabuenacorrelación,directa,entrelos

nivelesde estradioly los de progesterona.Sin embargoen el grupo hIJO en ningúnmomento

se puso de manifiesto la existenciade correlacionesde interés entreestosdos esteroides.

Todo ello constituye, presumiblemente,la expresión de una más armónica producción

esteroideaen el grupo LIIr que en el grupo I1IJG.

Además,en el grupo de hembrasquerecibió hiJO detectamosla existenciade unacorrelación

directay significativa entrelos embrionesde calidadintermediay los nivelesde estradiol

medidosa las48 horas(1=0,69576),queno existió en el grupo que recibió LIIr. Por otra parte

ya hemoshecho menciónal hallazgo de la relación inversaentrelos niveles de estradiola

las 48/72 horasy la tasade Implantación.

Los valoresde progesteronase incrementarondesdesusvalorespreovulatoriosy alcanzaron

niveles semejantesen ambosgrupos a las 72 horas de la administraciónde la hormona

correspondiente,1265±234pglml y 1381±230pg/mi parael grupo LB y hIJG respectivamente.

Estosvaloressonsimilaresa los comunicadosenla literaturaparaestemismamomentopost-
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coito o post-hiJO (13). El análisis de la variama también mostró que las variaciones

observadasa lo largo de las72 horasde estudio fueron significativasen ambosgrupos.No

obstantelas modificacionesfueronmucho másnotoriasen el grupo hIJO (valor de p <0,001

parahiJO vsp < 0,01 paraLII; ANOVA). Además,en el grupohIJG, a las24 horaspost-inducción

de la ovulación,los nivelesde progesteronase habíanelevadosignificativamentesobresus

valorespreovulatoriosy eran significativamentemás altos que en el grupo LHr. Así, en el

grupo LlIr a las 24 horasno seprodujo ningúnincrementosobrelos valorespreovulatorlos,

no siendohastalas 48 horasque los valores de progesteronamostraronuna elevación.En

generallos valoresde progesteronafueronmásaltos enel grupo hiJO. Estosdatoscoinciden

con los obtenidosen estudiosprevios(42, 97) realizadoscon unextractode LII puraurinaria,

en que también a las 24 horaspostinducciónde la ovulación los niveles de progesterona

fueron significativamentemáselevadosen las hembrasque recibieronhIJO que en las que

recibieronLB.

La diferenciasignificativaobservadaen el valor del cocienteprogesteronalcuerpolúteo en el

momentopreovulatoriose debemuy probablementea unadistorsiónprovocadaporla PUSO,

por cuantoestahormonaincrementael contenidode progesteronaen los ovariosde la coneja

prácticamentea cualquierdosis(162), aunqueno es capazde inducir ovulacionesni siqulera

tras administracionesrepetidasde 50 UI (162). A las 24 y 48 horaspostinducciónde la

ovulación,el cocienteprogesteronaliJLera muy similar en ambosgrupos,momentosen que

el efectodistorsionadordescritobienpudohaberdesaparecido.Sinembargo,estecocientefue

superiora las72 horasen el grupo LHr que en el grupohIJO (160±24,5pgvs 129±8,6).aunque

connuestracasuísticaestadiferenciano alcanzósignificaciónestadística.Sehasugeridoque

estemayorcociente,teniendoen cuentala presenciade nivelesde progesteronamayoresen

el grupo hIJO, puedeserindicativo de un mejor funcionalismode los cuerposlúteosobtenidos
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trasla administraciónde LH que trasla administraciónde hIJG (97). Cabela posibilidadde

que éstopuedaser debido al distinto efecto luteinizanteque puedajugar la LII en relación

a la hIJO.

IJuandocalculamosel valor del cocienteprogesteronalpotencialovulatorio el fenómenose

invirtió respectoal cociente anteriormentediscutido (progesterona/cuerposlúteos), siendo

significativamentemayora las 24 horas,y casisignificativamentemayora las48 horas,en

el grupo lICO y tambiéna las 72 horas,aunqueperdiendola significación.

De nuevo tenemosque hacermención a las posiblesdiferenciasinterespecie.En el estudio

publicado por Zelinski-Wooten(165), utilizando LII humanaurinaria y hIJO parainducir la

ovulación en monas, se puso de manifiesto una pobre secreciónde progesteronacuando

únicamentese administró la dosisovulatoriade LII urinaria, a pesarde que los mecanismos

de transformación ovocitaria se produjeron de forma adecuada.Por contra, con la

administraciónde pequeñasdosis de LII urinaria durantela fase lútea, la secreciónde

progesteronaalcanzóniveles semejantesa cuandose administró hIJO. En estetrabajo el

porcentajede ovocitos atrésicosfue menor cuando se utilizó LII urinaria que cuandose

administréhIJO (165). Por otra parteSimon y cols. (139), en su trabajopioneroutilizando LHr

en monas,tambiénrealizaronun aportesuplementariode LHr durantela faselúteatras la

administraciónde la dosis ovulatoria, obteniendouna faselútea normal.

En nuestro estudio,realizado en conejas,a pesarde la cofta vida media de la LHr, la

secreciónde progesteronaa las72 horas fue semejanteentrelos gruposque recibieronLIIr

y hIJO y los resultadosa los 14 días, en cuanto a porcentajede implantación,fueron más

favorablespara la LHr.
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Encuantoal estudiode correlacionesdetectamosalgunasdiferenciasentreuno y otro grupo.

En ambos casos existió la relación directa, que cabía esperar, entre los niveles de

progesteronaa las 48172 horasy el número de cuerposlúteos,másimportanteparala hiJO.

Lo mismo sucedióentrelos valoresde esteesteroideen los momentosreferidosy el número

total de blastocistos.En el grupo liCO existieronrelacionesdirectasentrela progesteronaa

las48 y 72 horasy los embrionesde calidadesbuenae intermedia,mientrasque en el grupo

LB únicamenteexistió con los embrionesde calidadintermedia

Por su parte, en el grupo LHr la progesteronaa las 72 horasse relacionó de forma directa

y significativa con la tasade fecundación.En el grupo hIJO estacorrelación no alcanzó

ningunasignificación.

Los cocientesestradiollprogesterona,calculadosen los momentosen que se determinaron

estosesteroides,no mostrarondiferenciassignificativasentrelos grupos.Sin embargollama

la atención la existencia de una correlación significativa inversa entre el número de

embrionesde buenacalidady el cocienteestradiol/progesteronaexistentealas 72 horasde

la inducciónde la ovulaciónenel grupohiJO(r=-O,7283> y que no existió en el grupoLHr. Safro

y cols (129) habíanpuestode manifiesto quela existenciade cocientesestradiollprogesterona

elevadosinfluíannegativamenteen elprocesoimplantatorioy en elmetabolismoembrionario.

La relaciónencontradapor nosotrosy anteriormentepor otros autores(45). apoyala ideade

que los desequilibrioshormonales,afectannegativamente,no sólo el procesoimplantatorio,

sino los eventosembrionariosInmediatamenteanteriores.



8. CONCLUSIONES
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1. La LH humanade origenrecombinanteescapazde desencadenareficazmentela ovulación

en conejaspreviamentesometidasa estimulaciónovárica mediantela administraciónde

PMSG.

2. La administraciónde 50 UI de LH humanarecombinanteproduce una menor tasade

ovulación, un menor número de cuerposlúteosy un menor númerode embriones,que la

administraciónde una dosissemejantede hIJO.

3. La LH humanarecombinanteproduceunamejor calidadembrionaria,determinadaa las

72 horas de la inseminaciónartificial, que la 1100; estamejor calidad se traduce por la

presenciade unamayorproporciónde embrionesde buenacalidady una menorproporción

de embrionesdegenerados.

4. La LB humanarecombinanteproduceun mayorporcentajede Implantacióna los 14 días

postinseminaciónque la liCO.

5. La LB humanarecombinanteproduceun tránsito másrápido de los blastocistospor los

oviductos que la hIJO.

6. La LB recombinantetiendea producir un mejorequilibrio esteroideodurantelas72 horas

posterioresa su administraciónque la hIJO.
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