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RESUMEN

El objetivo del trabajo fue evaluar el efecto de diferentes dosis de gonadotrofina coridnica
equina (eCG) (5, 7,5 0 10 Ul) sobre parémetros ovéricos y desarrollo in vitro de embriones de
hembras raton Balb C. El peso y didmetro ovérico fueron superiores en animales tratados con
7,5y 10 Ul de eCG que en animales controles (P<0,05). Ladosis de 10 Ul produjo méas ovocitos
que aquellade 5 Ul (30,8 + 12,4vs. 18,9 + 6,8 respectivamente, P<0,05). El nimero total de
moérulas no difirié entre grupos. Los porcentajes de ovocitos y mérulas morfol 6gicamente
normales resultaron independientes de la dosis de eCG (73,8 £ 22,7; 63,8 £ 24,8; 70,6 + 16,1y
53,3+ 36,0; 80,7 + 16,0; 69,2 + 25,5 para 5, 7,5 0 10 Ul de eCG respectivamente). Laformacion
de blastocistos no fue modificada por la dosis de eCG. A las 96 horas de cultivo, el porcentagje
de hatching del grupo 7,5 Ul fue superior a del grupo estimulado con 10 Ul de eCG (82,22 vs
64,39, P<0,05). Se concluye que la morfologia de ovocitos y moérulas y la diferenciacién in
vitro, son independientes de la dosis de eCG, no obstante, €l hatching resulta modificado por €l
nivel de eCG
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Effect of different doses of equine chorionic gonadotropin on ovary response and in
vitro mouse embryo development

SUMMARY

The aim of this study was to evaluate the effect of different doses of equine gonatotropin
hormone (eCG) (5, 7.5 or 10 IU) on the ovary response and in vitro embryo development in
Balb C mice. The ovary weight and diameter increased for 7.5 and 10 IU of eCG compared to
control group (P<0.05). The number of oocytes was higher in females stimulated with 10 1U
compared with those of 5 IU of eCG (30.8 £ 12.4and 18.9 + 6.8 respectively, P<0.05). The
number of morulae was similar between groups. The percentage of oocytes and morulae with
normal morphology was not modified for the eCG level (73.8 £ 22.7; 63.8 + 24.8; 70.6 + 16.1
and 53.3 + 36.0; 80.7 + 16.0; 69.2 £ 25.5 for 5, 7.5 or 10 IU of eCG respectively, P>0.05). In
vitro, the differentiation was not modified by the dose level. The hatching rate at 96 h was
higher for embryos from 7.5 IU compared to 10 U (82.22 vs 64.39, P<0.05). We concluded
that, the percentage of normal oocytes and morulae and the differentiation rate are not dependent

of the dose of eCG, however, the hatching in vitro is dose eCG dependent.
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INTRODUCCION

La gonadotrofina coridnica equina (eCG)
es muy utilizada en los protocolos de
superovulacién debido a su accion foliculo-
estimulante, tanto paraincrementar laeficiencia
reproductiva en animales de interés
productivot®13 como para la realizacion de
trabajos de investigacion en los que se utilizan
animales de laboratorio®6®1%18 | a
administracién de gonadotrofinas aumenta la
concentracion de hormonas esteroidess lo cua
puede afectar la morfofisiologia ovérica, la
dinamica folicular y con ello la calidad de
ovocitos y embriones’°. Una respuesta optima
en términos de tasa ovulatoria esta
estrechamente relacionada con la dosis de
hormonadtilizada; no obstante, s bien unovario
estimulado hormonamente genera un elevado
ndmero de ovulaciones, no siempre se
correlaciona con la calidad de los ovocitos y/o
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embriones recuperados ni con el posterior
desarrollo preimplantacional 239101718 ]
objetivo de este estudio fue evaluar €l efecto
de diferentes dosis de eCG sobre variables
morfométricas ovaricas, tasa de recoleccion y
calidad de ovocitos y moérulas y sobre el
desarrollo preimplantacional in vitro de
embriones de raton.

MATERIALESY METODOS

Animales

Se utilizaron ratones hembras y machos
Balb C que fueron mantenidos bajo un régimen
de 12 horas luz /12 horas oscuridad durante 7
dias previo a su uso. Todos los animales
recibieron alimento y agua ad libitum. Se
administraron, por inyeccion intraperitoneal, 5
Ul (grupo 5, n: 18), 7,5 Ul (grupo 7,5; n: 15) 6
10 UI (grupo 10; n:16) de eCG (Novormon ®,
Laboratorios Syntex S.A. Argentina), y 48 horas
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mas tarde 5 Ul de gonadotrofina coriénica
humana (hCG) (Profasi ®, Laboratorios Serono,
Méjico) a 49 hembras a fin de producir
superovulacion. Como controles se utilizaron
hembras sin estimulacion ovérica. Veinticinco
(25) hembras que recibieron estimulacion
ovarica (10, 7y 8 paralasdosisde 5 Ul, 7,5 Ul
y 10 Ul respectivamente), fueron apareadas con
machos de fertilidad probada en una relacién
1:1, d momento derecibir ladosisde hCG A la
mafiana siguiente, se realizd la deteccion del
tapdn vaginal y se asignd ese diacomo dia 1 de
prefiez. El trabajo conlosanimalesfuerealizado
de acuerdo a Acta de Bienestar Animadl de la
Facultad de Ciencias Veterinarias (Resolucion
087/02 del Consgjo Académico de la Facultad
de Ciencias Veterinarias, Universidad Naciona
del Centro de la Provincia de Buenos Aires)

Morfometria ovarica

Las hembras destinadas ala recoleccidn de
ovocitos (8 controles y 8 por cada dosis de
eCQG), fueron sacrificadas e inmediatamente se
extrajeron sus ovarios para el andlisis
morfomeétrico. Los dos ovarios de cada hembra
fueron medidos utilizando lupa estereoscopica
(Olympus SZ-PT, Japon), provista de un ocular
micrométrico. El didmetro promedio ovarico
se obtuvo a partir de los didmetros ovaricos
mayor y menor y se expresd en mm. Finalizada
la medicion de los ovarios, los mismos fueron
pesados en balanza analitica (Sartorius BP-
2219) y los valores se expresaron en mg.

Recoleccién de ovocitos y embriones
Pararealizar larecoleccion de ovocitos, 24
hembras que recibieron tratamiento hormonal,
fueron sacrificadas por dislocacion cervical a
las 24 horas posteriores a la administracion de
hCG; para la recoleccion de ovocitos en
hembras controles, se realiz6 colpocitologia
diaria a 8 animales que fueron sacrificados en
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metaestro para lograr un estado fisiol6gico
ovérico semejante a experimental en cuanto a
horas posteriores a momento de la ovulacion.
En ambos casos, los ovocitos se recolectaron
por lavado de oviductos. Paralarecoleccion de
morulas, 25 hembras fueron sacrificadas por
didocacion cervica en e dia 3 de prefiez (72
horas posteriores a la administracion de hCG)
mediante € lavado de oviductos y Gteros. La
recoleccion de ovocitos y mérulas se reaizd
bajo lupa estereoscopica, con medio HAM F10
(Gibco BRL, Life Technologies NY, USA)
suplementado con 0,4% de abimina sérica
bovina (BSA) (Sigma Chemical Co. St Louis,
USA) utilizandose una jeringa de 1 cc provista
de aguja 30G con punta roma.

Cultivo de embriones

Embriones preimplantacionales en el
estadio de mérula (n: 330) fueron cultivados
en capsulas Falcon N° 3002 (60 x 15 mm) en
grupos de 5 (cinco) en microgotas de 25ml de
medio HAM F10 suplementado con 0,4% de
BSA cubiertas por vaselina liquida. El cultivo
se redizo en estufa gaseada (Forma Scientific)
durante 96 horas, bajo atmosferade 5% de CO,,
95% de airey a 37°C.

Variables evaluadas

Peso ovarico y diametro promedio ovarico.
Numero promedio de ovocitos y morulas
obtenido por hembra y porcentgje de ovocitos
y morulas morfoldgicamente normales
obtenido por hembra (considerandose ovocitos
con morfologia normal a aquellos con
citoplasma homogéneo y células granulosas
asociadas y morulas morfoldgicamente
normales a las que presentaron intacta la zona
pellcida, cierto grado de compactacién y no
presentaron defectos tales como asimetria,
blastomeros desprendidos de la masa celular o
con granulaciones citoplasméticas).
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A las 24 y 48 horas de cultivo, (96 y 120
horas posteriores a la administracion de hCG
respectivamente), se evalu6 el porcentaje de
diferenciacion (relacion entre € totd de mérulas
quedcanzd d estadio deblastocisto sobred total
demdrulascultivadas). Paraevauar € porcentgje
de hatching (relacion entre € total de moérulas
que protruyé através delazonapelGcidasobre e
total de murulas cultivadas), las mérulas fueron
controladas|uego de 48, 72, y 96 horasde cultivo
(120, 144 y 168 horas posteriores a la
administracion de hCG, respectivamente).

Las variables continuas fueron analizadas
por ANOVA; las discretas mediante Chi?,
estableciéndose un nivel de confianzadel 95%
(0:=0,05).

RESULTADOS

El peso ovarico (promedio + desvio
estandar) y el didmetro ovéarico (promedio +
desvio estandar) fueron significativamente
superiores en aquellos animales que recibieron
estimulacién ovérica comparado con el grupo
control; a su vez, en los animales con
estimulacién, €l peso ovérico fue superior para
aquellos que recibieron 7,5y 10 Ul de eCG
(P<0,05; Tabla 1). EI diametro ovérico fue
semejante paralastresdosisde eCG utilizadas.
Para ambas variables, no se registraron
diferencias entre ovario derecho e izquierdo
(P>0,05).

El total de ovocitos recolectados por
hembra (promedio *+ desvio estandar) fue

significativamente superior en los animales
estimulados con 7,5 y 10 Ul de eCG,
comparados con e grupo control; a su vez, la
dosis de 10 Ul provocd un mayor nimero de
ovocitos por hembra que los obtenidos con 5
Ul de eCG (P<0,05; Tabla 2). El porcentgje de
ovocitos que presentd caracteristicas
morfolgicas normales por hembra no difirid
entre grupos (P>0,05; Tabla 2).

El total de mérulas recolectadas por
hembra asi como € porcentae de mérulas con
caracteristicas morfol6gicas normales por
hembra fueron independientes de la dosis de
eCG utilizada (P>0,05; Tabla 3).

Cuando se anaiz6 el efecto de distintas
dosisde eCG sobree cultivoinvitrodemérulas
recolectadas a partir de hembras con
estimulacion ovarica, se observo que el
porcentaje de diferenciacion fue similar entre
los grupos estimulados con 5 Ul, 7,5 Ul y 10
Ul de eCG tanto a las 24 horas como a las 48
horas de cultivo (P>0,05; Tabla 3)

El porcentaje de hatching evaluado a las
48 horas de cultivo fue significativamente
superior en las morulas provenientes de
hembras que fueron estimuladas a ovular con
5Ul'y 7,5 Ul deeCG, comparado con aquellas
recolectadas de hembras que recibieron 10
Ul de eCG (P<0,05; Figural). Alas 72y 96
horas de cultivo, no obstante, los valores de
hatching correspondientes a dicho grupo,
fueron semejantes a los obtenidos para el
grupo que recibié 5 Ul de eCG y continuaron
siendo significativamente inferiores a los del

Tabla 1. Efecto de distintas dosis de eCG sobre variables ovéaricas

| Grupos
Parametros
Control 5Ul 7,5 Ul 10 UI
Peso (mg) 8123 11,8+1,3 14,7 + 2,2¢ 148 + 1,7°
Diametro (mm) 2,7+0,3 30+0,1° 3,3+0,1° 3,2+0,2°

Valores expresados como promedio + desvio estandar del total de ovarios. Letras distintas en unamismafila

indican diferencias significativas (P<0,05).
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Tabla 2. Efecto de distintas dosis de eCG sobre €l nimero total de ovaocitos recolectados por
hembra y sobre el porcentaje de ovocitos morfol égicamente normales

; Grupos
Parametros
Control 5Ul 7,5 Ul 10 UI
Total de ovocitos* 81+19% 18,9 + 6,8* 28,5 + 9,2 30,8 £ 12,4°
ngg;gzmrgrige%* 635 + 32,8° 738+ 22,70 63,8 + 24,8° 70,6 + 16,12

*Valores expresados como promedio + desvio estandar. L etras distintasen unamismafilaindican diferencias

significativas (P<0,05).

Tabla 3. Efecto de distintas dosis de eCG sobre € niimero total de mérulas recol ectadas por hembra
y sobre los porcentgjes de mérulas morfolégicamente normales y de diferenciacion in vitro.

Morulas Morulas Diferenciacion Diferenciacion
q *
Dosis de eCG totales’/hembra* normale(g//or;embra 24 h cultivo (%) | 48 h cultivo (%)
5Ul 238+ 11,3 53,3 + 36,0 75,7 76,6
7,5 Ul 32,6 £5,6 80,7 + 16,0 81,1 82,2
woul 31,1+ 14,0 69,2 + 25,5 74,2 78,0
* Valores expresados como promedio + desvio estandar.
90
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Figura 1: Efecto de distintas dosis de eCG sobre € porcentgje de hatching a las 48, 72 y 96
horas de cultivo. a-b: Letras distintas en un mismo tiempo de cultivo indican diferencias
significativas (P<0,05)
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grupo estimulado con 7,5 Ul de eCG (P<0,05;
Figura 1).

DISCUSION

Los resultados del presente trabajo,
coinciden con los de otros autores en que los
tratamientos superovulatorios aplicados en
animales de experimentacion usados como
modelos para el estudio de fendémenos
relacionados con la reproduccién y el
desarrollo temprano, resultan en un elevado
nimero de ovocitos y/o embriones 6791215,

L asvariaciones observadasen cuanto apeso
y diametro ovaricos en hembras estimuladas
con diferentes dosis de eCG comparados con
aquellos de animales sin estimulacion
hormonal, estarian relacionadas principamente
con cambios que ocurren en los componentes
somaticos de los foliculos durante la fase
preovulatoria con fenébmenaos de crecimiento y
diferenciacion * que, posteriormente de ocurrir
la mltiple ovulacion, y bajo la influencia de
cambios hormonales, producirian cambios
morfoldgicos ovéricos cuantitativos.

Si bien e nimero de ovocitos obtenidos
por hembra bgjo las condiciones del presente
trabajo, resultd significativamente superior
cuando se administraron 7,5 0 10 Ul de eCG
comparado con aquellos obtenidos en e grupo
deanimales sin estimulacion ovéarica, esdegran
importancia el hecho de que el porcentgje de
ovocitos con caracteristicas morfol 6gicas
normales seaindependiente deladosis utilizada
para redlizar la estimulacion ovérica, lo cua
estaria indicando que a pesar de estar dterado
€l nivel de gonadotropinascirculantesy madurar
en un medio diferente a aquel de ovocitos
provenientes de animales no estimulados
hormonalmente*’, las caracteristicas
morfolégicas no se ven modificadas.

Es importante el resultado obtenido en
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cuanto a nimero y al porcentaje de moérulas
con caracteristicas morfol 6gicas normales
bajo un protocolo de estimulacion ovérica en
base a eCG y hCG; no obstante, d momento
de su utilizacién, debe considerarse la
existencia de datos que indican que la
estimulacién hormonal genera cambios anivel
folicular, oviductal y uterino que pueden
afectar la calidad ovocitaria y con ello su
capacidad de ser fertilizados'” y €l desarrollo
embrionario pre y postimplantacional #*¥. S
bien los trabajos mencionados, claramente han
demostrado un efecto negativo de la
estimulacién ovarica sobre el desarrollo,
nuestro objetivo fue determinar si habia alglin
efecto de la estimulacion con diferentes dosis
de eCG sobre la capacidad de formacion de
blastocistos y de protruir a través de la zona
pellcida de moérulas obtenidas a partir de
hembras que recibieron diferente
estimulacion hormonal. Las moérulas
recolectadas en este trabajo, tuvieron la
posibilidad de desarrollarse dentro del
ambiente materno durante tres dias y sin
embargo en término de morfologia no se
vieron afectadas, por lo tanto si realmente
existia un efecto dependiente de la dosis de
eCG sobre la capacidad de desarrollo de las
mismas, probablemente se manifestara en el
transcurso del cultivo in vitro. Efectivamente,
unavez en €l cultivo, observamos que si bien
la formacién de blastocistos no fue
dependiente de la dosis de eCG utilizada, €l
proceso del hatching si resulté modificado
por €l nivel de estimulacién ovérica empleado,
reafirmando el concepto observado en trabajos
previos®de que el hatching y ladiferenciacién
son procesos regulados en forma separada
durante el desarrollo preimplantacional. Por
otro lado, los valores inferiores obtenidos con
lamayor dosisde eCG utilizadaen estetrabajo,
indicarian que el proceso de protrusion no
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responde, necesariamente, en forma directa a
una mayor estimulacion hormonal, sino que lo
hace en respuestaaunadosis Optima. A su vez,
los resultados que muestran |a dependencia de
la protrusion a través de la zona pelUcida con
ladosis de eCG son importantes, considerando
que dicho proceso tiene relacion directa con
la implantacion embrionaria tal como o han
demostrado Gordon y Dapunt® quienes,
utilizando un modelo de hatching asistido,
obtuvieron altos porcentajes de implantacion
en embriones de raton transferidos a hembras
receptoras postulando que un retardo en el
hatching y con ello la pérdida del periodo de
receptividad uterina, serian los causales de
fallas en el proceso de implantacion. Es
importante considerar, luego de evaluar
nuestros resultados y los reportados en la
bibliografia consultada, €l hecho de analizar
diferentes variables cuando se utilizan
protocolos de estimulacién ovéarica porque no
todos responden de igual manera'y durante el
desarrollo pre y postimplantacional los
procesos que ocurren son tiempo y espacio
dependientes.

CONCLUSION

Se concluye que, bajo las condiciones del
presente estudio, la tasa de recoleccion de
morulas, asi como los porcentajes de ovocitos
y morulas con caracteristicas morfoldgicas
normales, son independientesdeladosisdeeCG
utilizada, no obstante el fenémeno de hatching
evaluado en condiciones de cultivo in vitro para
embriones de raton resulta afectado segin la
dosis de eCG utilizada, indicando que la
estimulaciéon ovérica modifica la calidad
embrionariapuestade manifiesto enlacapacidad
de los embriones preimplantacionales de
protruir através de la zona pelUcida

InVet. 2006, 8(1): 149-156
I SSN(papel): 1514-6634
ISSN (online) 1668-3498

155

BIBLIOGRAFIA

1.BROGLIATTI,GM.; SALAMONE, D.F; ADAMS,
GP 1997. Ovarianfollicular waves synchronization
and superstimulation in prepubertal calves.
Theriogenology 47 (6): 1253-1264.

2.ERTZEID, G; STORENG R. 1992. Adverseeffects
of gonadotrophin treatment on pre- and
postimplantation devel opment inmice. JReprod Fertil
96 (2): 649-655.

3. ERTZEID, G; STORENG, R. 2001. Theimpact of
ovarian stimulation on implantation and fetal
development inmice. Hum Reprod 16 (2): 221-225.

4. FOOTE, R.H.; ELLINGTON, JE. 1988. Is a
superovul ated oocytenormal ? Theriogenology 29 (1):
111-123.

5. GORDON, JW.; DAPUNT, U. 1993. Restoration
for norma implantation ratesin mouse embryoswith
a hatching impairment by use of a new method of
assisted hatching. Fertil Steril 59 (6): 1302-1307.

6.KANTER,M.; YILDIZ, C.; MERAL, |.; KOC,A.;
TASAL, I. 2004. Effectsof aGnRH agonist on oocyte
number and maturation in mice superovulated with
eCG and hCG. Theriogenology 61 (2-3): 393-398.

7. LEVEILLE, M.C.; ARMSTRONG, D.T. 1989.
Preimplantation embryo development and serum
steroid levelsinimmatureratsinduced to ovul ate or
superovulate with pregnant mares' serum
gonedotropininjectionor follicle-stimulaing hormone
infusions. GameteRes 23 (1): 127-138.

8. MACLELLAN, L.J; WHYTE, T.R.; MURRAY,
A, FITZPATRICK, L.A.; EARL, C.R.; ASPDEN,
W.J,; KINDER, JE.; GROTJAN, H.E.; WALSH,
J.; TRIGG, T.E.; D"OCCHIO, M.J. 1998.
Superstimulation of ovarian follicular growth with
FSH, oocyterecovery, and embryo production from
zebu (Bosindicus) calves: Effectsof trestment with
a GnRH agonist or antagonist. Theriogenology 49
(7): 1317-1320.

9. MCKIERNAN, SH.; BAVISTER, B.D. 1998.
Gonadotrophin stimulation of donor females
decreases post-implantation viability of cultured one-

155

26/10/2006, 20:51



cdll hamster embryos. Hum Reprod 13 (3): 724-729.

10.MILLER, B.G; ARMSTRONG, D.T. 1981. Effects
of a superovulatory dose of pregnant mare serum
gonadotrophin on ovarian function; serum estradiol,
and progesterone levels and early embryo
development inimmaturerats. Biol Reprod 25 (2):
261-271.

11. MURPHY, M.G; BOLAND, M.P; ROCHE, JF.
1998. The effects of dose and duration of
administration of pFSH duringthefirst follicular wave
ontheovulationrate of beef heifers. Theriogenology
49 (3): 557-569.

12. OZGUNEN, K.T.; ERDOGAN, S;
MAZMANOGLU, N.; PAMUK, I.; LOGOGLU,
G; OZGUNEN, T. 2001. Effect of gonadotrophin
dose on oocyte retrieval in superovulated BALB/c
mice. Theriogenology 56 (3): 435-445.

13.RIESENBERG S; MEINECKE-TILLMANN, S;;
MEINECKE, B. 2001. Ultrasonic study of follicular
dynamicsfollowing superovulaionin GermanMerino
ewes. Theriogenology 55 (4): 847-865.

156

‘ Teruel.pmd 156

14. RICHARDS, J.S. 1980. Maturation of ovarian
follicles: actions and interactions of pituitary and
ovarian hormones on follicular cell differentiation.
Physiol Rev 60 (1): 51-89.

15. SUZUKI.; O.; KOURA, M.; NOGUCHI, Y.;
TAKANDO, K.; YAMAMOTO, Y.; MATSUDA, J.
2003. Optimization of superovulation induction by
human menopauisal gonadotropininguineapigsbased
on follicular waves and FSH-receptor homologies.
Mol Reprod Dev 64 (2): 219-25.

16. TERUEL, M.; CATALANO, R.; CABODEVILA,
J.; CALLEJAS, S. 2005. Regulation of mouse
embryo development by autocrine trophic factors.
BIOCELL 29(2): 183-186.

17. VAN DER AUWERA, |.; D'HOOGHE, T. 2001.
Superovulation of femalemicedelaysembryonicand
fetal development. Hum Reprod 16 (6): 1237-1243.

18.WALTON, FA; EVANS, G; ARMSTRONG D.T.
1983. Ovulation responseand fertilization failurein
immatureratsinduced to superovulate. JReprod Fertil
67(1): 91-96.

InVet. 2006, 8(1): 149-156
I SSN(papel): 1514-6634
ISSN (online) 1668-3498

26/10/2006, 20:51



