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Efecto de la administración de diferentes dosis de
gonadotrofina coriónica equina sobre la respuesta

ovárica y el desarrollo in vitro de embriones de
ratón

TERUEL, M. T.1-2; CATALANO, R. C.2; CALLEJAS, S. S.2;
CABODEVILA, J. A.2; GOMEZ, S.1

RESUMEN

El objetivo del trabajo fue evaluar el efecto de diferentes dosis de gonadotrofina coriónica
equina (eCG) (5, 7,5 o 10 UI) sobre parámetros ováricos y desarrollo in vitro de embriones de
hembras ratón Balb C. El peso y diámetro ovárico fueron superiores en animales tratados con
7,5 y 10 UI de eCG que en animales controles (P<0,05). La dosis de 10 UI produjo más ovocitos
que aquella de 5 UI (30,8 ± 12,4 vs. 18,9 ± 6,8 respectivamente, P<0,05). El número total de
mórulas no difirió entre grupos. Los porcentajes de ovocitos y mórulas morfológicamente
normales resultaron independientes de la dosis de eCG (73,8 ± 22,7; 63,8 ± 24,8; 70,6 ± 16,1 y
53,3 ± 36,0; 80,7 ± 16,0; 69,2 ± 25,5 para 5, 7,5 o 10 UI de eCG respectivamente). La formación
de blastocistos no fue modificada por la dosis de eCG. A las 96 horas de cultivo, el porcentaje
de hatching del grupo 7,5 UI fue superior al del grupo estimulado con 10 UI de eCG (82,22 vs
64,39, P<0,05). Se concluye que la morfología de ovocitos y mórulas y la diferenciación in
vitro, son independientes de la dosis de eCG, no obstante, el hatching resulta modificado por el
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 IU
compared with those of 5 IU of eCG (30.8 ± 12.4 and 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 IU (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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INTRODUCCIÓN

La gonadotrofina coriónica equina (eCG)
es muy utilizada en los protocolos de
superovulación debido a su acción folículo-
estimulante, tanto para incrementar la eficiencia
reproductiva en animales de interés
productivo1,8,11,13, como para la realización de
trabajos de investigación en los que se utilizan
animales de laboratorio3,6,9,15,18. La
administración de gonadotrofinas aumenta la
concentración de hormonas esteroideas lo cual
puede afectar la morfofisiología ovárica, la
dinámica folicular y con ello la calidad de
ovocitos y embriones7,10. Una respuesta óptima
en términos de tasa ovulatoria está
estrechamente relacionada con la dosis de
hormona utilizada; no obstante, si bien un ovario
estimulado hormonalmente genera un elevado
número de ovulaciones, no siempre se
correlaciona con la calidad de los ovocitos y/o

embriones recuperados ni con el posterior
desarrollo preimplantacional 2,3,9,10,17,18 . El
objetivo de este estudio fue evaluar el efecto
de diferentes dosis de eCG sobre variables
morfométricas ováricas, tasa de recolección y
calidad de ovocitos y mórulas y sobre el
desarrollo preimplantacional in vitro de
embriones de ratón.

MATERIALES Y MÉTODOS

Animales
Se utilizaron ratones hembras y machos

Balb C que fueron mantenidos bajo un régimen
de 12 horas luz /12 horas oscuridad durante 7
días previo a su uso. Todos los animales
recibieron alimento y agua ad libitum. Se
administraron, por inyección intraperitoneal, 5
UI (grupo 5, n: 18), 7,5 UI (grupo 7,5; n: 15) ó
10 UI (grupo 10; n:16) de eCG (Novormon ®,
Laboratorios Syntex S.A. Argentina), y 48 horas
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más tarde 5 UI de gonadotrofina coriónica
humana (hCG) (Profasi ®, Laboratorios Serono,
Méjico) a 49 hembras a fin de producir
superovulación. Como controles se utilizaron
hembras sin estimulación ovárica. Veinticinco
(25) hembras que recibieron estimulación
ovárica (10, 7 y 8 para las dosis de 5 UI, 7,5 UI
y 10 UI respectivamente), fueron apareadas con
machos de fertilidad probada en una relación
1:1, al momento de recibir la dosis de hCG. A la
mañana siguiente, se realizó la detección del
tapón vaginal y se asignó ese día como día 1 de
preñez. El trabajo con los animales fue realizado
de acuerdo al Acta de Bienestar Animal de la
Facultad de Ciencias Veterinarias (Resolución
087/02 del Consejo Académico de la Facultad
de Ciencias Veterinarias, Universidad Nacional
del Centro de la Provincia de Buenos Aires)

Morfometría ovárica
Las hembras destinadas a la recolección de

ovocitos (8 controles y 8 por cada dosis de
eCG), fueron sacrificadas e inmediatamente se
extrajeron sus ovarios para el análisis
morfométrico. Los dos ovarios de cada hembra
fueron medidos utilizando lupa estereoscópica
(Olympus SZ-PT, Japón), provista de un ocular
micrométrico. El diámetro promedio ovárico
se obtuvo a partir de los diámetros ováricos
mayor y menor y se expresó en mm. Finalizada
la medición de los ovarios, los mismos fueron
pesados en balanza analítica (Sartorius BP-
221S) y los valores se expresaron en mg.

Recolección de ovocitos y embriones
Para realizar la recolección de ovocitos, 24

hembras que recibieron tratamiento hormonal,
fueron sacrificadas por dislocación cervical a
las 24 horas posteriores a la administración de
hCG; para la recolección de ovocitos en
hembras controles, se realizó colpocitología
diaria a 8 animales que fueron sacrificados en

metaestro para lograr un estado fisiológico
ovárico semejante al experimental en cuanto a
horas posteriores al momento de la ovulación.
En ambos casos, los ovocitos se recolectaron
por lavado de oviductos. Para la recolección de
mórulas, 25 hembras fueron sacrificadas por
dislocación cervical en el día 3 de preñez (72
horas posteriores a la administración de hCG)
mediante el lavado de oviductos y úteros. La
recolección de ovocitos y mórulas se realizó
bajo lupa estereoscópica, con medio HAM F10
(Gibco BRL, Life Technologies NY, USA)
suplementado con 0,4% de albúmina sérica
bovina (BSA) (Sigma Chemical Co. St Louis,
USA) utilizándose una jeringa de 1 cc provista
de aguja 30G con punta roma.

Cultivo de embriones
Embriones preimplantacionales en el

estadío de mórula (n: 330) fueron cultivados
en cápsulas Falcon Nº 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 líquida. El cultivo
se realizó en estufa gaseada (Forma Scientific)
durante 96 horas, bajo atmósfera de 5% de CO2,
95% de aire y a 37ºC.

Variables evaluadas
Peso ovárico y diámetro promedio ovárico.

Número promedio de ovocitos y mórulas
obtenido por hembra y porcentaje de ovocitos
y mórulas morfológicamente normales
obtenido por hembra (considerándose ovocitos
con morfología normal a aquellos con
citoplasma homogéneo y células granulosas
asociadas y mórulas morfológicamente
normales a las que presentaron intacta la zona
pelúcida, cierto grado de compactación y no
presentaron defectos tales como asimetría,
blastómeros desprendidos de la masa celular o
con granulaciones citoplasmáticas).
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A las 24 y 48 horas de cultivo, (96 y 120
horas posteriores a la administración de hCG
respectivamente), se evaluó el porcentaje de
diferenciación (relación entre el total de mórulas
que alcanzó el estadio de blastocisto sobre el total
de múrulas cultivadas). Para evaluar el porcentaje
de hatching (relación entre el total de mórulas
que protruyó a través de la zona pelúcida sobre el
total de múrulas cultivadas), las mórulas fueron
controladas luego de 48, 72, y 96 horas de cultivo
(120, 144 y 168 horas posteriores a la
administración de hCG, respectivamente).

Las variables continuas fueron analizadas
por ANOVA; las discretas mediante Chi2,
estableciéndose un nivel de confianza del 95%
(α=0,05).

RESULTADOS

El peso ovárico (promedio ± desvío
estándar) y el diámetro ovárico (promedio ±
desvío estándar) fueron significativamente
superiores en aquellos animales que recibieron
estimulación ovárica comparado con el grupo
control; a su vez, en los animales con
estimulación, el peso ovárico fue superior para
aquellos que recibieron 7,5 y 10 UI de eCG
(P<0,05; Tabla 1). El diámetro ovárico fue
semejante para las tres dosis de 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 ± desvío estándar) fue

significativamente superior en los animales
estimulados con 7,5 y 10 UI de eCG,
comparados con el grupo control; a su vez, la
dosis de 10 UI provocó un mayor número de
ovocitos por hembra que los obtenidos con 5
UI de eCG (P<0,05; Tabla 2). El porcentaje de
ovocitos que presentó características
morfológicas normales por hembra no difirió
entre grupos (P>0,05; Tabla 2).

El total de mórulas recolectadas por
hembra así como el porcentaje de mórulas con
características morfológicas normales por
hembra fueron independientes de la dosis de
eCG utilizada (P>0,05; Tabla 3).

Cuando se analizó el efecto de distintas
dosis de eCG sobre el cultivo in vitro de mórulas
recolectadas a partir de hembras con
estimulación ovárica, se observó que el
porcentaje de diferenciación fue similar entre
los grupos estimulados con 5 UI, 7,5 UI y 10
UI 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 mórulas provenientes de
hembras que fueron estimuladas a ovular con
5 UI y 7,5 UI de eCG, comparado con aquellas
recolectadas de hembras que recibieron 10
UI de eCG (P<0,05; Figura 1). A las 72 y 96
horas de cultivo, no obstante, los valores de
hatching correspondientes a dicho grupo,
fueron semejantes a los obtenidos para el
grupo que recibió 5 UI de eCG y continuaron
siendo significativamente inferiores a los del

Valores expresados como promedio ± desvío estándar del total de ovarios. Letras distintas en una misma fila
indican diferencias significativas (P<0,05).

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

sortemáraP
sopurG

lortnoC IU5 IU5,7 IU01
)gm(oseP 3,2±1,8 a 3,1±8,11 b 2,2±7,41 c 7,1±8,41 c

)mm(ortemáiD 3,0±7,2 a 1,0±0,3 b 1,0±3,3 b 2,0±2,3 b
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Tabla 2. Efecto de distintas dosis de eCG sobre el número total de ovocitos recolectados por
hembra y sobre el porcentaje de ovocitos morfológicamente normales

*Valores expresados como promedio ± desvío estándar. Letras distintas en una misma fila indican diferencias
significativas (P<0,05).

* Valores expresados como promedio ± desvío estándar.

Tabla 3. Efecto de distintas dosis de eCG sobre el número total de mórulas recolectadas por hembra
y sobre los porcentajes de mórulas morfológicamente normales y de diferenciación in vitro.

Figura 1: Efecto de distintas dosis de eCG sobre el porcentaje 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)

sortemáraP
sopurG

lortnoC IU5 IU5,7 IU01
*soticovoedlatoT 9,1±1,8 a 8,6±9,81 ba 2,9±5,82 cb 4,21±8,03 c

edejatnecroP
*selamronsoticovo 8,23±5,36 a 7,22±8,37 a 8,42±8,36 a 1,61±6,07 a

GCeedsisoD saluróM
*arbmeh/selatot

saluróM
*arbmeh/selamron

)%(

nóicaicnerefiD
)%(ovitluch42

nóicaicnerefiD
)%(ovitluch84

IU5 3,11±8,32 0,63±3,35 7,57 6,67
IU5,7 6,5±6,23 0,61±7,08 1,18 2,28
IU01 0,41±1,13 5,52±2,96 2,47 0,87
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grupo estimulado con 7,5 UI de eCG (P<0,05;
Figura 1).

DISCUSIÓN

Los resultados del presente trabajo,
coinciden con los de otros autores en que los
tratamientos superovulatorios aplicados en
animales de experimentación usados como
modelos para el estudio de fenómenos
relacionados con la reproducción y el
desarrollo temprano, resultan en un elevado
número de ovocitos y/o embriones 6,7,9,12,15.

Las variaciones observadas en cuanto a peso
y diámetro ováricos en hembras estimuladas
con diferentes dosis de eCG comparados con
aquellos de animales sin estimulación
hormonal, estarían relacionadas principalmente
con cambios que ocurren en los componentes
somáticos de los folículos durante la fase
preovulatoria con fenómenos de crecimiento y
diferenciación 14 que, posteriormente de ocurrir
la múltiple ovulación, y bajo la influencia de
cambios hormonales, producirían cambios
morfológicos ováricos cuantitativos.

Si bien el número de ovocitos obtenidos
por hembra bajo las condiciones del presente
trabajo, resultó significativamente superior
cuando se administraron 7,5 o 10 UI de eCG
comparado con aquellos obtenidos en el grupo
de animales sin estimulación ovárica, es de gran
importancia el hecho de que el porcentaje de
ovocitos con características morfológicas
normales sea independiente de la dosis utilizada
para realizar la estimulación ovárica, lo cual
estaría indicando que a pesar de estar alterado
el nivel de gonadotropinas circulantes y madurar
en un medio diferente a aquel de ovocitos
provenientes de animales no estimulados
hormonalmente4,7, las características
morfológicas no se ven modificadas.

Es importante el resultado obtenido en

cuanto al número y al porcentaje de mórulas
con características morfológicas normales
bajo un protocolo de estimulación ovárica en
base a eCG y hCG; no obstante, al momento
de su utilización, debe considerarse la
existencia de datos que indican que la
estimulación hormonal genera cambios a nivel
folicular, oviductal y uterino que pueden
afectar la calidad ovocitaria y con ello su
capacidad de ser fertilizados 17 y el desarrollo
embrionario pre y postimplantacional 2,3,17. Si
bien los trabajos mencionados, claramente han
demostrado un efecto negativo de la
estimulación ovárica sobre el desarrollo,
nuestro objetivo fue determinar si había algún
efecto de la estimulación con diferentes dosis
de eCG sobre la capacidad de formación de
blastocistos y de protruir a través de la zona
pelúcida de mórulas obtenidas a partir de
hembras que recibieron diferente
estimulación hormonal. Las mórulas
recolectadas en este trabajo, tuvieron la
posibilidad de desarrollarse dentro del
ambiente materno durante tres días y sin
embargo en término de morfología no se
vieron afectadas, por lo tanto si realmente
existía 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,
una vez en el cultivo, observamos que si bien
la formación de blastocistos no fue
dependiente de la dosis de eCG utilizada, el
proceso del hatching sí resultó modificado
por el nivel de estimulación ovárica empleado,
reafirmando el concepto observado en trabajos
previos16 de que el hatching y la diferenciación
son procesos regulados en forma separada
durante el desarrollo preimplantacional. Por
otro lado, los valores inferiores obtenidos con
la mayor dosis de eCG utilizada en este trabajo,
indicarían que el proceso de protrusión no
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responde, necesariamente, en forma directa a
una mayor estimulación hormonal, sino que lo
hace en respuesta a una dosis óptima. A su vez,
los resultados que muestran la dependencia de
la protrusión a través de la zona pelúcida con
la dosis de eCG son importantes, considerando
que dicho proceso tiene relación directa con
la implantación embrionaria tal como lo han
demostrado Gordon y Dapunt5 quienes,
utilizando un modelo de hatching asistido,
obtuvieron altos porcentajes de implantación
en embriones de ratón transferidos a hembras
receptoras postulando que un retardo en el
hatching y con ello la pérdida del período de
receptividad uterina, serían los causales de
fallas en el proceso de implantación. Es
importante considerar, luego de evaluar
nuestros resultados y los reportados en la
bibliografía consultada, el hecho de analizar
diferentes variables cuando se utilizan
protocolos de estimulación ovárica porque no
todos responden de igual manera y durante el
desarrollo pre y postimplantacional los
procesos que ocurren son tiempo y espacio
dependientes.

CONCLUSIÓN

Se concluye que, bajo las condiciones del
presente estudio, la tasa de recolección de
mórulas, así como los porcentajes de ovocitos
y mórulas con características morfológicas
normales, son independientes de la dosis de eCG
utilizada, no obstante el fenómeno de hatching
evaluado en condiciones de cultivo in vitro para
embriones de ratón resulta afectado según la
dosis de eCG utilizada, indicando que la
estimulación ovárica modifica la calidad
embrionaria puesta de manifiesto en la capacidad
de los embriones preimplantacionales de
protruir a través de la zona pelúcida.
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