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INTRODUCCION

Desde 1840, en que se {undd en Huancayo el Laboratorio del Insti-
tuto de Biologia Andina, hemos estado interesados en estudios de fisio-
logia de la reproduccion en relacién con la altura, v, a medida que pro-
gresdbamos en nuesira investigacion, resaltaba cada vez mds la nacz-
sidad de profundizar esos trabajos, tanto en el campo de la endocrino-
logiaa como de la embriologia precoz, puntos gque comenzamos a estu-
diar en 1247 con experiencias al nivel del mar y que tenian como 1.
el servirnos de base de comparacion para futuros irabajos en la altura,
pero los resultados que venimos obteniendo en estas experiencias, junto
con la difusién v uso de cada vez mayor, en la préctica diaria de la
medicina, no sbélo de productos ganadolrépicos tanto de crigen humano
como equino, sino iambién de productos hormonales del ovario, nos ha
inducido a presentar esia tesis con la esperanza que pueda ser una
contribucién que sirva pora dilucidar conceptos en el empleo de esos
productos hormonales.

Nuesira tesis es exclusivamente experimental vy estd basada en
experiencias realizadas en conejas, por ser este un animal ideal para
estudios de la actividad reproductiva. El plan general que hemos saqui-
do es el siguiente :

1. Consideraciones generales.
II. Induccidon del crecimiente folicular.
III. Induccién de la ovulacién.
IV. Tronsporte del espermatozoide y viabilidad de los gametos.
V. Efectos de las hormonas ovdricas scbre el desarrollo embrio-
18gico precoz.
VI. Conclusiones.

Los métodos empleados serdn presentados en sus capitulos corres-
pondientes junto con los resultados obtenidos y discusién de los mismos.
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I. CONSIDERACIONES GENERALES

A) Animal experimental.

La coneja es un animal que puede tener actividad en cualquier épo-
ca del ano, pero se diferencia de la mayoria de las otras especies por
carecer de ciclos sexuales periddicos. Llegada a la madurez sexual,
que se presenia mdas o menos a los seis meses de edad, se produce el
estrous o periodo en que acepta al macho, correspondiendo este momen-
1o al final de la fase proliferativa de las especies de evolucidon espon-
tdnea y de actividad sexual ciclica. En ausencia de macho, el estrous
de la coneja se prolonga por 30 o més dias y los foliculos que liegaron
a la madurez, cuando se inicid el estrous, sufren modificaciones atrési-
cas para ser reemplazados por nuevos foliculos maduros que a su vez
experimentaran cambios regresivos, repitiéndose este fendmeno durante
todo el estrous sin que se llegue a producir la ovulacidn, después de lo
cual, el animal pasa a un periodo de anestrous, variable de duracidn
v que puede fluctuar de 16 a mdas de 60 dias, para repetir nuevamente
el estrous (1).

Cuando una hembra en estrous copula, se induce la ovulacién
que se produce mds o menos 10 horas después del estimulo, estable-
ciéndose la prefiez que abarca 30 a 32 dias si el coito es feértil, en el
caso contrario, se presenta un periodo de anestrous de 16 dias de dura-
cién, periodo conocide como ‘‘seudopreniez”’ vy que en realidad no es
otra cosa que la fase secretoria de los animales de ovulacidén espon-
tdnea y de actividad sexual ciclica. Inmediatamente después de la
prenez o de la "seudopreniez’’ el animal vuelve a enirar en un periodo
de estrous (2, 3).

El mecanismo hoimonal que controla esta actividad sexual en la
coneja, esquemdticamente se le puede resumir como la consecuencia
de las interaciones hormonales entre dos gldndulas : la hipofisis y las
génadas. En el ovario el crecimiento de la ocogonia y formacién de fo-
liculos inmaduros con esbozo de antrum folicular, parece que es el re-
sultado de la accién de una hormona embrionaria secretada vor el
epitelio germinal, pero una vez que los foliculos presentan este esbozo
de antrum folicular caen bajo el estimulo de una hormona del Jébulo
anterior de la hipdfisis, el F.S.H. u hormona estimulante del crecimiento
folicular que los induce a crecer (4, 5, 6 v 7). Este estimulo, en su ini-
ciacién ,abarca un numero grande de foliculos, pero a medida que el
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crecimiento progresa, muchos se quedan rezagados y sufren procesos
regresivos, llegando a completar su madurez el nimero de foliculos que
corresponde a la ovulacidén multiple de la especie. Simulténeamente al
crecimiento folicular, se produce en las trompas, utero, vagina y mamas,
una serie de modificaciones por la accidén de la hormona folicular, cons-
fituyvéndose la fase proliferativa, similar o la de las especies de activi-
dad sexual ciclica v cuando los foliculos completan su crecimiento y
se alcanza el méximun de secrecién de productos esirogénicos, se pre-
senta el estrous. En este estado y a diferencia de las especies de ovu-
lacidén espontdnea, se detiene el ciclo v no se produce la ovulacién
hasta que se realice un coito, el cual por via nerviosa estimulard a la
hipdfisis en la secrecion de un segundo factor, el L.H. u hormona lutei-
nizante, que actuard junto con el F.S.H. sobre los foliculos que alcan-
zaron la madurez, en forma tal, que en pocas horas les hace sufrir un
crecimiento y formacién de liquido folicular tan ifitenso que la presién
interna del foliculo vence la resistencia de sus paredes, produciéndose
la ovulacién a consecuencia de la ruptura folicular (5, 7, 8 v 9).

Después de producida la ovulacidn, el factor L.H. contintia actuan-
do v por efecto de su accidn, el foliculo roto se transforma en cuerpo
amarillo, el cual al ser estimulado por la luteotropina u hormona lacto-
génica inicia la secrecidn de progesterona, la cual al ir en cumento
ejercerd una accién inhibitoria sobre la hipdfisis en la secrecién de L.H.
v luteotropina y por el conirario, la estimulard a producir F.S.H. que «
su vez, acluando sobre el cvario induce el crecimiento folicular que ter-
minard con la produccion de un nuevo periodo de estrous (5, 7 vy 10).

E] heche de que en la actividad sexual de la coneja no se produzea
la ovulacidén, sino como resultado de un estimulo inductor, la convierte
en un animal experimental ideal para estudios de la actividad repro-
ductiva, ya que el investigador puede hacer una dilerenciacion precisa
enire la fase proliferativa v la secretorig, fuera de que conoce el mo-
mento en que el animal ovula. Es por estas razones que en nuestros
tracjos, que se basan principalmente en la induccidn, tanto del creci-
miento folicular come de la ovulacién, seleccionamos o esta especie
como animal experimental.

Merece punto aparte el mencionar que todos los animales usados
en el curso de nuesiras experiencias han sido nacidos y criados en el
vivero del Laboratoric Cooperativo de Genética Experimental (Instituto
de Biologia Andina y Facultad de Medicina Veterinaria), siendo su
origen 20 hembras y 3 machos que no tenian relacion des parentezco
entre si vy que a partir de esa fecha se han venido cruzande al azar ds
manera gue la variaciéon hereditaria practicamente no ha sufride modi-
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ficacidn, pero eso si, al ser mantenidos los animales bajo condiciones
standards de higiene, alimentacién, jaulas, etc., ha existido una tenden-
cia a disminuir la variacién ambiental y por lo tanto, 1dgicamente el
grupo de animales usados en nuestros trabajos constituyen una pobla-
cidén més homogénea que cualquier otra formada por animales de dife-
rentes origenes.

B) Productos hormonales

Los productos hormonales empleados en nuestros ensayos se pue-
caen considerar en dos grupos :

1. Producios ganadoirépicos.—Las hormonas gonadotropicas se di-
viden en dos clases principales. Una, que deriva de tejidos hipofisiarios
v la otra, de tejidos coridnicos activos, pudiendo en este Ultimo caso ser
extraidas de orina o sangre de mujeres grdavidas y también de sangre
de veguas prenadas. Estas gonadotropinas ceridnicas difieren en su
accién, predominando el efecto estimulante del crecimiento folicular en
las de origen equino y por el contrario, en las de origen humano predo-
minaria el efecto luteinizante.

Ambos tipos de gonadotropinas coridnicas son las gue hemos utili-
zado, correspondiendo el producto "Gestyl” de la casa N.V. Organon
(Holanda) « las de origen equino y el “"Pregnyl”, del mismo productor,
a las gonadotropinas de origen humano.

2. Productos ovdricos.—Entre las hormonas ovdricas, hemos em-
vleado una suspensién de alfa-estradiol preparada por la casa Chicago
Pharrhacal C? (U.S.A.):; una solucién oleosa de progesterona pura
cristalizada de los Laboratorios Abbott v una suspensidon acuosa de
cristales de estrona preparada por la misma casa productora.

Cebemos mencionar que la casi totalidad de estos productos ova-
ricos nos los ha proporcionado el Departamento de Investigaciones de
los Laoboratorios Lederle, American Cyanamid Company, quienes han
tenido la gentileza de adquirirlos en otras casas productoras, ya que
ellos no los producian.
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{I. INDUCCION DEL CRECIMIENTO

A) Métodos

1. Animales controles o de crecimiento folicular natural.—Los ani-
males controles, sexualmente maduros v de edad que fluctuaba entre
6 y 7 meses, pertenecian a un grupo de hembras que se habia mante-
nido aislado de machos por un periodo no menor de 30 dias.

Probadas con machos vasectomizados, pero sin dejarlos copular,
se separaban todas las que presentaban periodo de estrous, alcanzando
un numero de 20 animales, los cuales se trataron con pregnyl para in-
ducir la ovulacién, determinédndose el crecimiento {olicular por la suma
de los puntos de ovulacién mas los foliculos maduros que no habian
ovulado.

2. Animales de crecimiento folicular inducido.—Del mismo grupo
que los controles, se seleccionaron animales en anestrous, en estrous
v de estos Gltimos, a una parte le indujo la fase secretoria o seudopre-
flez por monta con machos vasectomizados. Todos los animales se tra-
taron con administracidon subcutédnea de Gestyl, a diferentes dosis, cada
24 horas por tres dias consecutivos.

B) Resultados.

Los resultados nbtenides astédn consignados en los cuadros a ~on-
tinuacién :
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CUADRO I

CRZCIMIENTO FOLICULAR NATURAL

OVARIOS

Marca conejas

Izquierdo

Derecho

A—
A—
A—
A—
A—
A—
A—
A
A—10
A—11
A—12
A—13
A—14
A—15
A—16
A—17
A—18
A—19
A—20

DI O W N
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N WO W U DB RO W= MWk
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Totales 23 77
Yo 45.03
Promedio 3.85

93
54.92
4.80

Promedio total
por animal 8.65
Desviacion Standard 1.90
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ANALES D E
CUADRO 1II
CRECIMIENTO FOLICULAR INDUCIDO EN ANESTROUS

Marca Gestyl Ovarios Total Promedio
Conejas dosis grupo por

total Izquierdo | Derecho animal
B—1 15 UL I 3
B— 2 o 1 4
B— 3 o 1 3
B— 4 o 7 3
B— 5 » 3 6
B— 6 N 3 1 36 6.00
B—7 30 U.I. 3 4
B— 8 s 3 0
B— 9 sy b} 2
B--10 wo 2 b)
B—11 A, 2 7
B—12 n 1 7 41 6.83
B—13 60 U.L 4 3
B—14 . 3 4
B—15 o 12 8
B—16 . 14 8
B—17 PN 0 8
B—18 w 5 9 78 13.00
B—19 90 U.I 8 7
B—20 . 16 15
B—21 by 12 15
B—22 y 10 8
B—23 S 2 5 :
B—24 - 4 8 113 18.83
B—25 120 U.L. 18 11
B—26 y 21 22
B-—27 . 17 11
B—28 [ 20 23
B—29 . 10 9
B—30 o 9 13 184 30.66
B—31 150 U1 29 26
B—32 o 26 30
B—33 vo» 22 16
B—34 v m 15 18 182 45.50
B—35 200 U.I 28 30
B—36 o 36 31
B—37 wa 31 29
B—38 22 19 226 96.50
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CUADRO III
CRECIMIENTD IFOLICULAR INDUCIDO EN ESTROUS
Marc_a Gestyl Ovarios Total Promedio
Conejas dosis por
total Izguierdo | Decrecho grupo animal
B—39 150 U.I. 20 19
B—40 » ” 13 16
B—41 s 18 13 99 33.0
B—42 200 UI 16 17
B—43 e 19 18
B—44 . 22 15 107 35.66
CUADRO 1V
CRECIMIENTO FOLICULAR INDUCIDO EN FASE SECRETORIA
Marca Gestyl Dias fase Ovarjos Total Promedio
Conejas dosis secretoria grupo por
total al 1zq. Derx animal
“induct. ovul. -
C.A. F. C.A.
B—45 200 U.I. 6 5 5 7 1
B—46 po » 6 4 9 5 27 13.5
B—47 400 UL 6 42 3 38 4
B—48 » 37 3 39 2 153 78.0
B—49 800 U.L 6 46 4 33 3
B—50 y " 40 4 39 2 158 79.0

F.

C.A. — Cuerpos amarillos presente.

— Foliculos en periodo preovulatorio.
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C) Interpretacidn.

El crecimienio de los foliculos con esbozo de antrum folicular, bajo
el estimulo del factor hipefisiario F.S.H. (11, 12), corresponde « la fase
proliferativa del ciclo sexual, siendo factible el inducir esta fase por
tratamiento con extractos del 1ébulo anterior de la hipdfisis y con suero
de veguas preficdas que contiene una mezcla de gonadotropinas en la
que predomina el factor estimulante del crecimiento folicular (13, 14,
15 v 16).

En el cuadro [ se puede apreciar el nimero de foliculos qus madu-
ran en forma natural durante una fase proliferativa, obleniéndose, en
un total de 20 conejas, un promedio de 8.65 foliculos, con predominio
del ovario derecho sobre el izquierdo, ya que el 54.92% de los folicules
corresponden al primero y 45.08% al ultimo.

El tratamiento estadistico de estas diferencias deé crecimiento foli-
cular entre los dos ovarios, usando el método de comparacién de dos
grupos formados por igual numero de individuos y probando la hipé-

tesis de nulidad, segin los valores de “t” (17) nos da:
Nimero Grados Suma
Ovario Determinaciones Libertad Promedios Cuadrados
Izquierdo 24 19 3.85 395
Derecho 20 19 4.80 493

Suma = 38 Diferencia = .95 Suma — 891

Varioncia = 891/38 = 23.44
Desviacién starndard V 2 (28.44)/20 = 1.53 loliculos

del promedio

t— .95/1.53 — .62
Py 5%

Como la probabilidad del valor de t es mayor del 5%, estadisti-
camente se acepta que la diferencia entre los ovarios, en relacién al
numero de loliculos, son variaciones que se puede producir al azar
dzniro de una poblacidn.

La induccidn del crecimiento folicular puede realizarse en cualquier
fase del ciclo sexual (18 al 24-28). Cuando conejas en anesirous son
iratadas con diferentes cantidades de ganadoiropinas egquinas, se ob-
tiene un crecimiento folicular que estd en relacién directa con la canti-
dad administrada. Si observamos los resultados de los cuatro 1 y 2,
fenemos que :
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Promedio foliculos

Cantidad de Gestyl Maduros por animal Numero de animales

8.5 20
15 U.L 6.00 6
30 UL 6.€3 6
60 U.L 13.00 6
90 U.L 18.€3 6
120 U.L 32.68 6
150 U.lL 45.50 4
200 U.L 56.50 4

Es decir, que a dosis altas de Gsstyl corresponde mayor nimero
de foliculos que maduran, pero dosis {otales de 15 y 30 UL, dan canti-
dades menores que las obtenidas con los animales de crecimiento foli-
cular natural y como con dosis de 60 U.l. ya se obtienen cifras que so-
brepasan a los animales controles, se puede pensar, que enire 40 a
50 Ul de Gestyl se encuenira la dosis necesaria para inducir creci-
miento folicular semejante al natural. Con cantidades mayores a 60
U.l. se logra un crecimiento folicular exagerado, llegando en el caso
de 200 U.L, a sexiuplicar los resultados obtenidos en los animales con-
troles. Observaciones sobre esta respuesta exagerada d=] ovario ante
el estimulo del factor F.S.H., hipofisiario o coriénico, han sido hechas
en la coneja, vaca, oveja, etc., (23-25-26-30-29-31-32-34-36-37).

El tratamiento estadistico de esta respuesia ovdrica, ante dosis va-
riables de Gestyl, usando el andlisis de variancia al comparar mds de
dos grupos con nttmero distinto de individuos, nos (27) da:

Causas de Grados Suma Cuadrado
Variacién Libertad Cuaarasos Yromedio

Total individuos 7 12957 _
Promedios d= ovulociéon 6 10837 1811
Ovulos del mismo gruco =1 2080 67.4

(]

F = 1811/67.4 = 268

De la tabla de distribuciéon de F, considerando 6 grados de libertad -
en la linea horizontal vy 3) en la vertical, se obtiene para 5% un valor de
2.41 y para 1% de 3.445 vy como nuestro resultado sobrepasa a esta ulti-
ma cifra su probabilidad serd mucho menor de 1%, lo cual nes indica,
que las diferencias observadas entre los grupos tratados con diferentes
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dosis de Gestyl, no son variaciones al azar dentro de una poblacién, sino
un efecto del tratamiento a que fueron sometidos esos animales.

Al calculor el coeficiente de regresién, de los promedios de creci-
miento folicular en relacion a la dosis de Gestyl empleada, tenemos :

Unidades Promedio Estimacion Desviacion

Gestyl foliculos
x %2 Y XY ¥_omx yv-—%
15 225 6.00 90.0 4.095 1.905
30 900 6.83 204.9 8.190 —1.360
60 3600 13.00 780.0 16.380 —3.380
90 8100 18.83 1694.7 24.570 —6.740
120 14400 30.65 3679.2 32.760 —2.100
150 22500 45.50 6825.0 40.950 4.550
200 40000 58.50 11300.0 - 54.600 1.900
665 89725 177.32 24533.8

Coeficiente de regresién — 24533.8/89725 — .273

En otras palabras, cada promedio de crecimiento folicular aumenta
en relacién a su correspondiente dosis de Gestyl, siendo cantidades altas
de este producto, las que tienen mas influencia.

Si se calcula el porcentaje de maduracidn folicular por ovario, de
los datos consignados en el cuadro II, tenemos :

PORCENTAJE DE FOLICULOS MADUROS POR OVARIO

Dosis Gestyl Izquierdo Derecho
15 Ul 44.44 55.56
30 U.L 39.02 60.98
60 U.L 48.71 51.29
90 U.L 46.01 53.99
120 U.I. 51.36 48.64
150 U.L 51.09 43.91

200 U.IL 51.76 48.24

Con estos porcentajes se puede ver que entre 15 y 90 Ul de Gestyl
aparentemente hay un mayor crecimiento {olicular en el ovario derecho,
tal como lec hemos observado en el crecimiento {olicular natural, perc
con dosis mas altas seria el ovario izquierdo el que tienda o pradominar.

Al hacer el andlisis estadistico de estas diferencias entre los dos

ovarjos, usando el valor "t al comparar dos grupos de igual numero
de individuos, obtenemos :
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Niamero de Grados Suma de
Ovario determinaciones libertad Promedios cuadrados
Izquierdo 38 37 11.21 8482
Derecho 38 37 11.42 7996
T Suma =— 74 ULiferencia — 21 Suma = 16478
Variancia = 16478/74 = 222.6

I

Desviacién standard V 2 (222.6)/38 = 3.4
“t" = .21/34 = 0.06
P=235%

Esta prebabilidad alta del valor de "t nos indica que la diferen-
cia entre los ovarios, en relacidn al crecimienio folicular, es una varia-
cién que se puede producir al azar denfro de una poblacidn.

Cuando la induccién del crecimiento folicular se hace en conejas
en estrous (Cuadro II1), se observa una disminucién en el nimero de
foliculos que maduran v compardndolas con los animales en anestrous,
tenemos :

Promedio de crecimiento
Dosis Gestyl

En anestrous En estrous
150 U.L 45.50 33.00
200 U.IL 55.25 35.66

Esta reaccién tal vez se pueda explicar si aceptamos que los ova-
Tios son mds sensibles al estimulo gonadotrépico en el comienzo de la
fase proliferativa, caso de los animales en anestrous, sensibilidad que
disminuiria al finalizar esta fase que culmina con la produccién del es-
trous. Esta disminucién de la respuesia ovdrica se acenttia ain mds,
cuando el estimulo se practica en la fase secretoria, en donde lenemos
un promedio de 13.50 foliculos por animal al inyectar una dosis total de
200 U.l. de Gestyl (Cuadro IV), resultado que tiende a confirmar la idea
de una menor sensibilidad ovdrica en la f{ase secretoria (24). Dosis
mayores de Gestyl (400 y 800 U.L), serian capaces de vercer esta sen-
sibilidad disminuida, ya que se obtienen un crecimiento promedio de 78
v 89 foliculos respectivamente.

Un ejemplo tipico de la respuesta exagerada del ovaric ante dosis

excesivamente altas de Gestyl se puede observar en las fotografias o
continuacién :
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K¢

Estas fotografias tomadas por transparencia cerresponden a un ani-
mal ¢n anestrous (B-36) tratcdo con 200 U.l. de Gestyl v nos muesiran
un estimulo sobre el crecimiento folicular, tan intenso, qus el estroma
ovdrico ha quedado reducido o trabéculas intarfolicularss.



FACULTAD DE MEDICINA 321

1II. INDUCCION DE LA OVULACION

A) Métodos.

l. Animales controles o de ovulacidn natural.—Todos los animales
que por razones de nuestro trabajo fueron sacrificados después de un
estrous y ovulacién natural, constituyen este grupo de control que suma
un total de 131 animales.

2. Induccidn de la ovulacidn.—Se hizo por inyeccién de gonado-
tropinas coriénicas humanas en la vena marginal de la oreja.

3. Control de la ovulacién.—Este control se realizd, primero, con-
tando los puntos de ovulacidén presentes en los ovarios y después, la-
vando las trompas v tercio superior de los cuernos uterinos con suero
fisiolégico que se recogia en lunas de reloj, para luego ser examinados
al microscopio y ver si el nimero de évulos recuperados correspondia
a los punios de ovulacién.

B) Resultados.
Los resultados obtenidos se pueden observar en los cuadros a con-

tinuacion :

CUADRO V

OVULACION NATURAL

3 . Ovarijos
Nimero de conejas

Izquierdo Derecho

131 425 388

Porcentaje 51.04 48.95

Promedio 3.24 2.96
Promedio total por animal 6.20

Desviacion standard 1.35
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CUADRO VI
OVULACION INDUCIDA EN FOLICULOS DE CRECIMIENTO NATURAL
Ovario Izquierdo Ovario Derecho

Marca Dosis —_—

Pregnyl P.O F.M. F.H. P.0. F.M. F.H.
A—1 Blanco 0 8 0 0 4 0
A— 2 . 0 4 0 0 4 0
A— 3 1 UL 0 3 0 0 3 0
A— 4 R, 0 4 0 0 7 0
A— 5 S 1 0 0 2 2 0
A— 6 N 2 1 0 5 1 0
A— 7 15 ,, 5 5 0 4 2 0
A— 8 woo 1 0 0 5 2 0
A—9 25 2 2 0" 2 3 0
A—10 o 3 1 0 3 0 0
A—I1 50 ,, b 0 0 2 0 2
A—12 50, 4 0 0 3 0 0
A—13 100 ,, 5 0 0 4 0 0
A—14 » e 4 0 0 5 0 0
A—15 200 ,, 4 0 0 ) 0 0
A—16 R 3 0 0 5 0 0
A—17 400 ,, 4 0 0 3 0 0
A—18 SR 0 0 0 7 0 0
A—19 800 ,, 3 0 0 5 0 0
A—20 s 2 0 0 6 0 0

P.O
F.M.
F.H.

— puntos de ovulacién
— foliculos maduros

— foliculos hemorragicos.
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CUADRO VI

OVULACION ARTIFICIAL EN FOLICULO DE CRECIMIENTO INDUCIDO

323

Marca Gestyl Dosis Ovario izquierdo Ovario derecho
Conejas dosis Pregnyl

total P.O. F.M. F.H. P.O. F.M. F.H.
B—1 15 UL 10 U.L 3 v 0 1 0 0
B— 2 b - 30 0 4 2 0
B— 7 30 ,, b e 3 0 0 3 1 0
B— 8 p o w ey 3 0 0 0 0 0
B—13 60 ey 2 2 0 3 0 0
B—14 . . 3 0 0 3 1 0
B—19 % . 0 8 0 0 7 0
B—-20 ooy o 4 12 0 5 13 0
B— 120 ,, oo 3 11 4 0 10 2
B-26 v wooay 3 17 1 4 16 2
B—-3 15 U.. 5y Ul 1 0 0 3 0 0
B— 4 "o oo 4 2 1 2 1 0
B— 9 30 - 2 0 0 5 0 0
B—10 oo pooa 5 0 0 2 0 0
B—15 60 ., RN 8 1 5 5 0 3
B—16 N - 9 1 2 6 1 1
B—21 90 I b) 0 7 5 4 6
B—22 T - 9 1 o 6 0 2
B—27 120 A 14 0 6 6 0 7
B—28 . - 7 7 3 6 3 2
B— 5 15 U.L 100 U.L 1 0 0 3 0 0
B— 6 . .o 1 0 0 4 0 0
B—11 30, - 1 0 0 70 0
B—12 - . 2 0 0 70 0
B—17 60 v 5 0 0 9 0 0
B—18 R v e 0 0 0 8 0 0
B—23 950 ,, . 3 1 0 6 2 0
B—24 o sy n s 2 0 0 5 0 0
B—29 120 woon 10 0 0 9 0 0
B—30 120 , 100 ,, 7 0 2 13 0 0
P.O. — puntos de ovulacion
F.M. — foliculos maduros

F.H. — foliculos hemorragicos.
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CUADRO VIII

INDUCCION DE OVULACION NATURAL Y ARTIFICIAL EN FOLICULOS DE
CRECIMIENTO INDUCIDO

Marca Gestyl Dosis Ovario izquierdo Ovario derecho
Conejas dosis Pregnyl
total . P.O. F.M. F.H. P.0. FM. F.H.

B—31 150 U.I. — — 29 — — 24 2
B—32 v s — — 25 1 — 30 —
B—33 5 s 100 U.L 18 2 3 13 — 2
B—34 v 500 ,, 15 — — 8 — —
B—35 200 U.l. — -— 27 1 — 30 —
B—33 - — — 3 — — 3 -
B—37 » e 100 UL 25 2 4 20 1 3
B—38 e 500 UI. 21 - - 1 19 — —

P.O. — puntos de ovulacion

F.M. — folicuios maduros

F.H. — foliculos hemorragicos.

CUADRO IX

OVULACION INDUCIDA EN PERIODO DE ESTROUS

Marca Gestyl Dosis Ovario izquierdo Ovario derecho
Conejas dosis Pregnyl -
total P.O. F.M. F.H. P.O. FFM. F.RH

B—39 150 U.L 1500 U.I. 14 — 6 15 — 4
B—40 v e 1000 ,, 9 — 4 12 — 4
B—41 N 500 3 4 12 7 2 6
B—42 200 U.I1. 1500 U.I. 18 — 8 12 —_ 6
B—43 P 1000 ,, 9 1 6 8 4 5
B—44 b s 500 ,, 10 7 5 6 5 4

P.0. — puntos de ovulacién

F.M. — foliculos maduros

F.H. — foliculos hemorréagicos.
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CUADRO X

OVULACION INDUCIDA EN SEUDO PRENEZ

Marca Gestyl Dosis Ovario izquierdo Ovario derecho
Conejas dosis Pregnyl
total P.O. F.M. F.H. P.O. FM. FH.

B—45 200 U.L 1500 J.I. —_ - 5 —_ - T
B 47 400 ,, 5 s — 7 35 — 3 35
B—49 800 ,, » e — 6 40 — 19 20
B—46 200 U.L 3000 U.L 6 — — 9 — —
B—48 400 ,, wo ey 25 3 8 30 4 5
B—50 800 ,, oo 29 1 10 28— 11

P.O. = puntos de ovulacién

F.M. — foliculos maduros

F.H. — foliculos hemorragicos.

(") Interpretacion.

La ovulacidon o ruptura del foliculo, no parece ser sino la conse-
cuencia del aumento de presion del liquido folicular, aumento, que se
produce por un crecimienio exagerado de!l {oliculo maduro bajo la ac-
cién del L.H. en presencia del factor F.S.H. v que termina, venciendo
la resistencia de las paredes del foliculo (8 v 9).

En un total de 13] conejas de ovulacién natural, hemos obtenido
un promedio de 6.2 foliculos rotos por animal (Cuadro V). Si analizo-
mos estos resultados,-vemos que al ovdario izquierdo corresponde el
51.05% del total de ovulaciones y al derecho el 48.96%. El estudio esta-
distico de estas diferencias entre los dos ovarios, siguiendo el método
de numero igual de obsrevaciones en dos grupos y buscando el valor
de "t’ nos da:

N¢ de Grados Suma de

Ovario animales libertad Promedios cuadrados
Izquierdo 131 130 3.24 1611
Derecho 131 130 2.96 1382

Suma — 230 Diferencia = .28 Suma = 2993

Variancia = 2993/260 = 11.51]

Desviacidon standard — v 2 (11.51)/131 = 419
"t = .28/ 419 = .67

P=> 5%
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El valor de "t tiene una probabilidad mayor a 5%, lo cual nos
indica que las diferencias de ovulacidn entre los dos ovarios se pueden
producir al azar dentro de una poblacién.

En el Capitulo II hemos visto que el promedic de foliculos madu-
ros es de 8.65 por animal; lo que nos indica, que el mecanismo ovulato-
rio falla en un cierto nimero de foliculos, ya que nuestro promedio de
ovulacién es de 6.2. Para ciertos autores (7), la presencia de foliculos
maduros que no ovulan seria necesaria, pues los estrégenos secretados

por estos, mantendrian el estimulo sobre la hipdfisis para la secrecién
de L.H., pero lo que llama la atencidn en este respecto es que al inducir

ovulacién en foliculos de crecimiento natural, existe segin nuestros re-
sultados, una relacidén entre el nimero de foliculos que ovulan v la can-
tidad de L.H. invyectada.

En el Cuadro VI se observa que la ovulacién es posible a partir
de 5 U.l. de Pregnyl, gonadotropina coriénica humanda, pero no en todos
los foliculos que alcanzaron su madurez, siendo 100 Ul o mds, las dosis
que producen la ovulacién de todos esos foliculos. Estos resultados nos
indican que normalmente existia un cierto numero de foliculos maduros
que son, hasta cierto punto, refractarios a dosis relativamente altas del
factor L.H., ya que con 50 U.l. ain se obtienen algunos que, aungue se
muesiran hemorrdgicos, no llegan a ovular. Se ha demostrado (38, 39,
40) que los estrégenos aumentan la sensibilidad de la capa granulosa
del foliculo al estimulo luteinizante de las gonadotropinas de origen equi-
no y que el factor L.H. no sdlo aumentaria el nimero de foliculos que
responden al estimulo del F.S.H., sinc que seria el responsable de la di-
ferenciacién de la teca interna, fuente estrogénica, lo cual nos plantea
la posibilidad que los foliculos que crecen hasta el periodo preovula-
torio v no llegan a ovular, serian por defectos de diferenciaciéon, poco
sensibles a sulnr el crecimiento preovulatorio bajo el estimulo del L.H.
en presencia del F.S.H. Sea o no cierta esta posibilidad, nuestros resul-
tados muastran que sélo dosis exageradamente altas, de gonadotropina
coridnica humana, son capaces de hacer ovular a todos los foliculos de
crecimiento natural que llegan al poderio preovulatorio.

1

Ya hemos visto que la dosis minima capaz de inducir ovulacidn es
de 5 U.l de Pregnyl, pero otros autores (55) encuentran que con 15 UL
de gonadotropinas standard sélo ovulan el 50% de los casos tratados,
siendo necesario 35 U.L. para que la ovulacién se produzca en el 100%
de los animales. Estas diferencias solo se pueden explicar por una sen-

sibilidad distinta de los animales empleados en ambos trabajos, ya que
los controles que hemos realizado inyectando 5 U.l. de Pragnyl a sapos

machos, nos han dado reacciones negativas, resultados, que estén d=
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acuerdo con lo que se ha demostrado para esta especie (56) en la que
seria necesario 10 Ul de. gonadotropinas coridénicas para producir el
desprendimiento de los espermatozoides.

Cuando se estimula la ovulacién, en foliculos de crecimiento indu-
cido en periodo de anestrous, Cuadro VII, se obtienen los ‘porcentajes
siguientes : S

Porcentaje Porcentale Porcentaje
Grupo ovulacién folfculos foliculos
maduros hemorragicos
Izq. Der. Total  “Izq. Der. T otal. 1zq. Der. Total

I
10U.L 32.93 30.27 31.65 6093 6580 63.29 6.11 3.93 5.06
II '
50 UI  64.00 65.12 6452 12.00 1046 11.29 24.00 24.42 24.19
11X :
100 UL 9142 97.26 95.37 2.86 2.74 2.78 572 —— 1.85

Con 10 U.IL. de Pregnyl, solo se logra que ovulen el 31.65% de los
foliculos que llegaron al periodo preovulatorio, porcentaje que sube a
64.52% al inyectar 50 Ul v a 95.37% con 100 U Ul Al. observar el
Cuadro VII y en especial los animales tratados con 10 UL de Pregnyl,
se puede ver, excepto en el B-19 que no ovuld, que la ruptura folicular
se produce er numero mds -0 menos semejante, tanto en’los animales
de crecimiento folicular moderado, como en los de’ crecimiento exage-
rado, por el contrario, cuando se inyecta 100 U.I. de Pregnyl prdctica-
mente hay ovulacidén de todos los foliculos, sin distincién de la forma
cémo se estimuld el crecimiento folicular. Al inyectar 50 U.I. de Preagnyl,
se obliene una situacidn intermedia entre estos dos exiremos, ya que,
hay ovulacién- total en los animales de crecimiento folicular moderado
y parcial, en los de crecimiento exagerado, en los que se puede obser-
var, junto con los puntos de ovulacidon, algunos foliculos en periodo
preovulatorio y otros, que no han ovulado, pero que se muestran hemo-
Trédgicos. Para algunos autores (41 y 42), los foliculos hemorrdgicos
serian resultado de una hemorragia masiva intrafolicular que se pro-
duciria antes de inducir la formacién de cérpora lutea, cuando se em-
plean dosis altas de gonadotropinas, pero nuestros resultados tienden
a demostrarnos que para inducir una ovulacion total, scbre todo en
los casos de crecimiento folicular exagerado, es necesario una cierta
relaciéon entre los factores F.S.H. vy L.H., siendo los {foliculos hemorrd-
gicos consecuencia de un predominio del factor F.S.H., ya que al elevar
la cantidad de L.H., inyectando mds Pranyl, cumenta, o expensas de
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los foliculos que pudieron ser hemorrdgicos y en estado preovulatorio,
el numero de foliculos que ovulon, como se puede observar en la gré-
fica a continuacién :

1OQ| %

8Q

49l

20

U.l. PREGNYL

————— Punlos de ovulacién.
—~ — — — Foliculos maduros.
........... Foliculos hemorrégicos

Esta relacidn estrecha, entre los factores F.S.H. g L.H., la volvemos
a confirmar al analizar el cuadro VI, donde vemos, que con el coito
no se logra inducir la ovulacidén en hembras con crecimiento folicular
exagerado, pero s1, al inyectar dosis altas de Pregnyl. Ya hemos visto,
en el Capitulo II, que en las conejas en estrous parece que se vresenta
una respuesta ovdrica menor ante el estimulo del factor F.S.H., fenéme-
no que se acentia en la fase secretoria. Al inducir la ovulacién en estas
condiciones, cuadros [X y X, vemos que con dosis de 1500 U.l. de Przg-
nyl, hay ovulacion parcial en los cnimales en estrous, en cambio, en
los animales en fase secretoria esta cantidad de gonadotropinas cor.d-
nicas seria insuficiente para inducirla.

La posibilidad de estimular la ovulacion, en cualquier mom=nto dsl
ciclo sexual, ha sido confirmada por varios autores (18, 24, 43) e inclu-
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sive, hasta se ha logrado en ratones que estaban prefiados (44), pero
encontrando que hay una menor sensibilidad del animal cuando est4
en la fase secretoriq, resultado que lo confirmamos al obtener ovulacién
con 3000 U.L. de Pregnyl y no, con 1500 U.L. del mismo producio. Estas
observaciones, junto con las que hemos realizado con animales en es-
trous, en los que 1500 U.L. de Pregnyl no inducen una ovulacién total,
reaccion, que se obtiene con 100 Ul en animales en anesirous, nos ha-
cen pensar, que esta menor sensibilidad del ovario al estimulo gonado-
trépico se inicia al final de. la fase proliferativa v se va acentuando a
medida que la fase secretoria progresa, siendo posiblemente los foliculos
de crecimiento natural en periodo precvulatorio y posteriormente, los
cuerpos amgdrillos, los responsables de este estado refraciario relativo
de los ovarios al estimulo gonadotrépico, ya que dosis elevadas de estos
productos, desencadenan el crecimiento folicular y ovulacién.

Las fotografias a continuacién nos muesiran el aspecto del ovario
en casos de ovulacién natural v de ovulacién inducida :

Ozario de crecimiento folicular y ovrlacién natural.  Se puede
observar punios de owvulacion y foliculos que no han owulado.



QOwario de crecimiento folicular natural y ovulacién inducida
con 25 U.l. de Pregnyl. Se obserwa punios de owulacion y
foliculos hemorrdgicos.

td

3

s 2

Owario de crecimiento folicular y ovulacién inducida (6o U.l. de
Gestyl y 50 U.l. de Pregnygl) mosirando un punto de ovulacidn
Un foliculos maduro y s hemorrdgicos.

’
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e ¢ i e —
” - m—

Owario de crecimiento folicular y ovularién inducida (90 U.I
de Gestyl y 50 U de Pregnyl) en el que se pueded apreciar
4 puntos de ovulacién, 2 foliculos maduros y s hemorrrdgicos.
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IV. TRANSPORTE DEL ESPERMATOZOIDE Y VIABILIDAD DE LOS GAMETOS

A Métodos.

1. Para el transporle de los espermatozoides.—Hembras en celo se
hicieron servir por machos, registrando el tiempo de la monta, para
sacrificarlas a las 3, 4, 5 y 6 horas después. Se disecd el tracto genital,
cortando en 3 segmentos tanto los cuernos uterinos como las trompas,
para luego ser lavados con suero fisioldgico que se recogia en porta-
objetos que eran examinados al microscopio, conténdose el nimero de
espermatozoides que se enconiraban en cada segmento.

2. Para viabilidad de los gametos.

a) Seleccion de los animales en celo. Las hembras se probaban
con machos vasectomizados, separando para el trabajo, todas aguellas
que lo aceptaban pero sin permitir que copularan.

b) Induccion de la ovulacién. Se realizé permitiendo la cédpula
con machos vasectomizados.

c) Recoleccién del semen e inseminacién. La recoleccion se hizo
por medio de la vagina artificial v la inseminacion se efectud, con ayu-
da de pipetas, en el fondo de la vagina. Todos los sémenes empleados
tenian una motilidad minima de 60 por ciento.

d) Recuperacion de los 6vulos. Los animales se sacrificaron 48
horas después de la inseminacién, y el tracto genital, previa diseccidn,
era lavado interiormente con suero fisiolégico, recogiendo el liquido del
lavado en lunas de reloj que eran examinadas al microscopio.

BY Resultados.

Los resuliados obtenidos se pueden observar en los cuadros o
continuacion :

CUADRO XI
TRANSPORTE DEL ESPERMATOZOIDE
| Cuernos uterinos Trompas
Horas Ne¢ Tercio - Tercio Tercio ! Terc; Tercio Tercio
Animales interno medio externo I interno medio externo
3 2 | +4++ ++4 ++ + - -
4 e e o ae st b S T S S
5 2 | +++ AR 4+
6 2 44+ -+ A+

4 un espermatozoide
++ de 2 a 20 espermatozoides
_|__|_+ mas de 20 espermatozoides. Total animales — 8
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CUADRO XII
VIABILIDAD DE LOS GAMETOS

Para Espermatozoide

Inseminacidon , Recuperacién Inseminacién Recuperacién
Hrs. an- Ne¢ Estéri- Férti Fértili~- | Hrs. des- N? Cstéri-  Férti Fértili-
tes de in- Anima- les les dad pués de in Anima- les Jes dad

ducir ovu- les % ducir ovu- les %
lacién i lacién
4 1 0 3 100 — — — — _—
b 2 0 11 100 5 8 2 36 94.7
6 1 0 7 100 6 4 1 19 95.0
7 1 0 6 100 7 8 2 38 95.0
3 1 0 7 100 8 4 3 12 80.0
9 1 0 5 100 9 3 ) 11 68.6
10 1 0 5 100 10 3 6 3 33.3
11 1 0 7 100 11 3 9 5 35.7
12 1 0 4 100 12 5 15 5 25.0
13 2 3 7 70.0 13 2 8 4 33.3
14 2 5 6 54.5 14 b) 18 6 25.0
15 2 5 b3 50.0 15 2 10 0 0.0
15 2 7 5 41.6 16 5 26 2% 0.0
17 2 6 6 50.0 17 ) 17 3* 0.0
18 3 13 0 0.0 13 3 15 0 0.0
19 1 2 0 0.0 19 1 4 0 0.0
20 2 12 0 0.0 20 4 19 0 0.0
21 1 6 0 0.0 21 — - —
22 1 .8 0 0.0 22 2 3 0 0.0
23 1 3 0 0.0 23 — — — _
24 2 9 0 0.0 24 — — — -

* QOvulos considerados infértiles por estar a las 48 horas en la segunda seg-

mentacidn.
Total de animales — 98.

C) Interpretacién.

Si consideramos que el espermatozoide, “in vitre”, puede despla-
zarse de 1 a 3 mm. por minuto en un medio liquido sometido a tempera-
4ura de 38° (45),las especies se dividirdn en dos grupos principales,
‘uno, constituido por aquellas en que el espermatozoide arriba al tercio
externo de las frompas en tiempo menor al que es capaz de emplear
por su propia motilidad y el otro, fermado por las especies en que el tiem-
po de transporte corresponde al que el espermatozoide emplearia debido
-a su motilidad. La mujer con 3 horas (46); la vaca con 4.5 a 5.5 heras
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(47); la perra con 2 horas (48); serian representantes del primer gru-
po, por el contrario, la coneja con 3 a 4 horas (49) y segun nuestros
resuttados, de 4 a 6 horas, corresponde al segqundo grupo, ya que la
longitud de los cuernos uterinos y trompas es mds o menos de 30 cen-
timetros. <

Si analizamos nuestros resultados, vemos que es sdlo a las 6 horas
que encontramos una concentracion alta de espermatozoides en el ter-
cio externo de la trompa vy si aceptamos, que es necesaria una cierta
concentracién espermdtica para que se realice la fertilizacién, ya que
el cumulus oophorus que envuelve el évulo seria un obstéculo para la
penetracidén del espermatozoide, cimulus, que es dispersado cuando la
enzima hialurinasa aportada por el espermatozoide alcanza un cierto
nivel (80, 51, 52), tendremos que reconocer que el tiempo entre la inse-
minacién y fertilizacién del ovulo es més o menos de 6 horas, a pesar,
de que los espermatozoides comienzan a llegar al tercio extremo de la
trompa 4 horas después de la inseminacién, pero sin alcanzar una con-
centracion suficiente como para dispersar a las células del cumulus.

Considerando que 6 horas es el tiempo minimum entre la insemi-
nacidn vy fertilizacion, los resultados que hemos obtenido para la viabi-
lidad de los gametos, se podrdn representar grdficamente, si corregimos
los resultados del cuadro X1 en la forma siguiente :

. Para la viabilidad del espermatozoide, agregando 10 horas,
tiempo que iranscurre entre la induccidén y la ovulacion.

2. Para la viabilidad del ovulo, agregando 6 horas, tiempo mini-
mum enire inseminacién y fertilizacion, al tiempo que sz dejd transcu-
rrir entre la induccién de la ovulacién v la inseminacidon y restando a
esta suma, 10 horas, ttempo entre induccidn vy ovulacidén.

Electuadas estas correcciones obtenemos la grdfica siguiente :

MIABILIDAD DELOS (.AME‘TOS

= - craaacan s

FERTIL

£SPERMATOLO | DE

2.

En esta grdiica, podemos observar que el espermalozoids maitiene
el 100% de su capacidod fertilizante por un periodo de 22 horas y krus-
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camente, ésta declina para perderse por completo 6 horas mdas tarde.
Estas observaciones, no concuerdan con las de otros autores (53) que
dan, para esta especie, 32 horas como la viabilidad méxima del esper-
malozoide, a pesar que nosotros, para una mayor exaclitud en nuestros
resultados, hemos ensayado 11 conejas en las que el tiempo de perma-
nencia del espermatozoide variaba de 28 a 34 horas y de las cudles
recuperamos 53 dvulos, todos ellos sin segmentarse.

En cuanto a la viabilidad del évulo, vemos en la grdfica, que a
las 11 horas después de ovulado pierde por completo el poder de ser
fertilizado v que este poder, sélo es mantenido en su mdximum por un
periodo de 3 horas, tiempo sumamente corto si lo comparamos con las
22 horas que el espermatozoide conserva el 100 por cienio de su capa-
cidad fertilizante. Se ha pensado, que el 6vulo de la coneja no tiene una
viabilidad corta, sino que la capa de mucina gue se deposita scbre el
mismo, durante su pasaje por la trompa, seria un obstdculo mecdnico
para su fertilizacion (54), pero segun nuestras observaciones (Cap. V),
esta capa no se forma antes que el évulo pierda el cimulus cophorous,
cosa que sucede entre las 16 y 18 horas después de la ovulacién, en
ausencia de espermaiozoide y mucho mds precozmente, cuando estos
estém presentes y por lo tanto, cuando esta capa de mucina inicia su
formacién, ya hace algunas horas que el ovulo ha perdido el poder de
ser fecundado. Si suponemos, que la fertilizacién se puede realizar en
el momento de la llegada de los primeros espermatozoides al tercio ex-
ierno de la trompa o sea, mds o menos 4 horas después de la insemina-
cidn, resultaria que sdélo por un periodo de una hora el évulo mantendria
el méximum de viabilidad, perdiéndola por completo, 7 horas mds tarde.

En cualquiera de estas dos posibilidades, fertilizacién inmediata «o
la llegada de los primeros espermatozoides al tercio externo de la trom-
Pa o siguiendo a un periodo en que estos alcanzan una concentracién
como para dispersar las células del ciimulus oophorus, el évulo tiene
una viabilidad muy corta y es la Gltima posibilidad la que existe en
condiciones naturales, ya que la ovulacién se produce mds o menos 10
horas después de la copula y por lo tanto los espermatozoides tienen
tiempo mds que suficiente para concentrarse en el tercio externo de la
irompa y se pueda realizar la fertilizacion.

Un hecho importanie que se desprende de nuestras observaciones
Y que se observa claramente en la grdfica, es que para obtener 100%
de fertilizacién, el espermatozoide debe esperar al évulo, periodo de
esperq, que se puede iniciar desde 22 horas antes que la ovulacidén se
presente, en cambio, el évulo en periodos de espera, tan cortos como una
hora, ya muestra una viabilidad ligeramente disminuida, fendémeno, que
se hace mucho mdas manitfiesto, cuando ese periodo se prolonga sobre
las tres horas.
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V. EFECTOS DE LAS HORMONAS OVARICAS SOBRE EL DESARROLLO
EMBRIOLOGICO PRECOZ

A) Métodos.

1. Animales controles.—Conejas sexualmenie maduras eran pro-
badas, en las primeras horas de la mananag, con machos vasectomiza-
dos dejando que éste sirviera a las que estaban en estrous. Pasadas 4
horas de inducida la ovulacidn, se inseminabaon artificialmente con sé-
menes recogidos por medio de la vagina artificial. Una parte de los
animales se sacrificé, més o menos 24 horas después de inducir la ovu-
lacién v el resto, a las 48 horas.

2. Tratamiento hormonal.—Conejas en estrous, que habion sido
tomadas por machos vasectomizados, inmediatamente después fueron
inyectadas subcutédneamente con las hormonas en estudio. Este trata-
miento hormonal se repitidé cada 12 horas, de manera que los animales
que se sacrificaron a las 24 horas recibian 2 inyecciones y 4, los de 48
horas. La inseminacion se realizd como en los animales controles.

3. Sémenes e inseminacién.—Todos los sémenes fueron recolecta-
dos por vagina artificial y examinados al microscopio, para utilizar solo
aquellos que tenian una motilidad minima de 60%. El volumen em-
pleado por inseminacién {fué de un minimum de 0.5 cc. de semen purc
por animal, colocdndolo con ayuda de pipetas, en el fondo de la vagina.

4. Recuperacidén de los dvulos y huevos.—Las trompas y tercio
externo de los cuernos uterinos se lavaban con suero fisioldgico, exa-
minando el liquido del lavado al microscopic estereoscédpico. Los dvu-
los v huevos se recogian con micropipetas, bajo el microscopio este-
reoscopico, para ser colocados en porta-objelos gue eran examinados
v fotografiados a un mayor cumento.

B) Resultados.

Los resulicdos obtenidos se pueden apreciar en los cuadros si-
guientes : ) ’
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CUADRO XIII

OVULOS DE 1:.45 A 13 HORAS DE EDAD

Marca Hormona Dosis total Edad Resultados
Conejas inyectada ovulos
C—1 13.00 5 con cumulos oophorus que inicia su
horas desintegracidn.
1 con restos de cumulus.
Cc—2 12.25 5 con cumulos oophorus que inicia su
horas desintegracidn.
Cc—-3 12.00 4 con cumulus oophorus que inicia su
horas desintegracion.
3 con restos de cumulus.
C—4 Estradiol 8 mgrs. 12.00 3 con algunas células de la corona
hoyras radiata.
2 con zona pelucida limpia.
Inicio de capa de mucina.
C—5 Estradiol 8 mgrs. 11.45 4 con algunas células de la corona
horas radiata.
Inicio de capa de mucina.
C—6 Estrona 8 mgrs. 13.00 2 con restos de camulus oophorus.
horas 1 con algunas células de la corona
radiata.
C—7 BEstrona 8 mgrs. 12.00 3 con restos de cumulus oophorus.
horas 2 con células de corona radiata.
1 con zona pelucida limpia.
Inicio de capa de mucina.
C—8 Proges- 50 magrs. 12.00 1 con camulus oophorus que inicia su
terona horas desintegracion.
2 con restos de cumulus.
1 con corona radiata.
1 con algunas células de la corona
radiata.
) No hay capa de mucina.
C—9 Proges- 50 mgrs. 12.30 4 con restos de cumulus.
rona horas 2 con corona radiata.
No hay capa de mucina.
C-10
al C-12 Inseminacién 13.00 28 huevos, unos en dos blastomeros y
horas otros iniciando la segunda segmen-

tacion. Inicio de capa de mucina.
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CUADRO XIV

DESARROLLO NATURAL HUEVOS DE 365 A 38 HORAS DE EDAD

N? coneja

Edad del huevo

Resultado

I
I
I
v
v
VI

37 horas
36.5 .
37 .
38
37 -
36.5 '

3

de 16 células.

de mas 16 células.

de mas 16 células.

de mas 16 células.

de 8-16 células y 7 de 16 células.

7 de 16 células.

En todos se encuentran la capa de
mucina.

N OO &

TOTALES

De 8-16 células .. .. .. .. . .. . . 2
De 16 células .. .. .. . .. . o . 20
De mas 16 células .. .. .. .. .. .. . 15

CUADRO XV
HUEVOS DE 36 A 38 HORAS DE EDAD

TRATAMIENTO CON ALFA-ESTRADIOL

No
Coneja

TRATAMIENTO
Hormona Dosis total
inyectada

Edad del Resultado
huevo

I Alfa-estradiol 5.6 mgrs.

II

11X

v

VI

VII

VIII

7

36.5 hovas 5 de 8 células. Capa alb.
reducida.

38 Thoras 3 sin segmentar; 2 frag-
mentacion polar y 2 de
8-16 células. Capa alb.
reduc.

38 horas 3 de 4-8 células y 4 de 8-16
células. Capa alb. reduc.

37.5 horas 3 de 8-16 células y 2 de 16
células. Capa alb. reduc.

36 horas 3 sin segmentos. Capa alb.
reducida.

36.5 horas 1 de 5 células; 2 de 4-8 cé-
lulas y 2 de 8-16 células.
Capa alb. reducida.

38  horas 3 de 8 células y 4 de 8-16
células. Capa alb. reduc.

37.5 horas 2 de 8-16 células y 3 de 16
células. Capa alb. reduc.

TOTALES

Sin segmentar .. .. . .. .. 6
Con fragmentacién po-
lar .. oo o e
De 5 células .. .. .. .. .
De 4-8 células .. .. .. .. ..
De 8 células .. .. .. . . ..
De 8-16 células .. .. .. .. 1
De 16 células .. .. .. .. ..

1 =3 00 O~ Do
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CUADRO XVI

HUEVOS DE 36 A 38 HORAS DE EDAD
TRATAMIENTO CON ESTRONA

TRATAMIENTO
Ne Hormona Dosis total Edad det R e s'u ltado
Coneja inyectada huevo

I Estrona 8.0 mgrs. 37 horas 1 de 8-16 células y 5 de 16
células. Capa alb. redu-
cida.

I " wooow 37 horas 1 de 8-16 células y 5 de 16
células. Capa alb. redu-
cida.

111 " yo 37 horas 3 de 8-16 células y 3 de 16
células. Capa alb. redu-
cida.

v " wooa 37.5 horas 6 de 16 células. Capa alb.
reducida.

\Y% " n 36.5 horas 1 de 8 células y 7 de 3-16
células. Capa alb. redu-
cida.

VI " 16.0 mgrs. 36 horas 2 sin segmentar y 4 de 16
células. Capa alb. redu-
cida.

VII . wo b 36.5 horas 1 de 4-8 células; 1 de 8 cé-
lulas y 6 de 8-16 células.

Capa alb. reducida.

VIII " - n b 37 horas 5 de 8-16 células y 1 de 16
células. Capa alb. redu-
cida.

IX " by 38 horas 2 con degeneraciéon y 4 de
16 células. Capa alb. re-

X " v 37.5 horas ducida.

1 de 8-16 células y 4 de 16
células. Capa alb. redu-
cida.

Degenerados - o o oo .. 2

Sin segmentar . .. ... 2

TOTALES De 4-8 células _ _ .. .. 1

De 8 células .. .. . .. .. 2

De 8-16 células - — .. .. 24

De 16 células ~ - .. .. 32
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HUEVOS DE 35 A 38 HORAS DE EDAD
TRATAMIENTO CON PROGESTERONA

TRATAMIENTO
Neo Hormona Dosis total Edad del Resultado
Coneja inyectada huevo
I Progesterona 5 mgrs. 35 horas de 16 células. Capa alb.
normal.

I " ’ ' 38 horas de maéas 16 células. Capa
alb. normal.

III " 10 mgrs 37 horas de 16 células. Capa alb
normal.

v ” " " 37 horas de 8-16 células y 4 d= 16
células. Capa alb. nor-
mal.

v » 15 wmgrs. 38 horas de 16 células. Capa alb.
normal.

VI ' 20 mgrs. . 36 horas i de 8-16 células y 2 de 16
células. Capa alb. au-
mentada.

VII . » " 36 horas de 16 células. Capa alb.
aumentada.

VIII . 25 wmgrs 37 hoics de 8-16 células y 4 d= 16
Capa alb. aumentada.

IX » " " 36.5 horas de 8-16 células y 3 de 16
Capa alb. aumentada.

X ' . . 37 horas 6 de 16 o mas células. Ca-

: pa alb. aumentada.

X1 v " » 35.5 horas de 8-16 células y 2 d= 16
células. Capa alb. au-
mentada.

XII ’ 40 mgrs. 36.5 horas de 8-16 células. Capa alb.
aumentada.

X1Ix ’ ’ » 37 horas de 16 células. Capa alb.
aumentada.
X1v ” 50 mgrs. 37  horas de 16 o mas células. Ca-

pa alb. aumentada.

TOTALES

Huevos de 8-16 células 14
Huevos de 16 células .. 44
Huevos mas 16 células 17
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C) Interpretacidn.

1. Ovulos de 11.45 « 13.00 horas de edad.—Los 6vulos de esta
edad, provenientes de conejas a las que se ha inducido ovulacidn con
servicio estéril, muestran el ciimulus oophrorus que comienza a desin-
tegrarse, llegando en muy pocos casos a un desprendimiento parcial de
este cumulus. En ningin caso se encuentra indicios de formacién de
la capa de mucina que a mdas edad envolverd al évulo. (Microfoto-
grafia ).

1—0wulo estéril de 13.00 horas.
(420x)

Cuando los animales son tratados con hormonas ovdricas, se ob-
serva en el caso del estradiol, que el évulo no posee ni el cumulus
oophrorus, ni la corona radiata, enconirdndose en algunos casos unas
cuantas células foliculares adheridas a la zona pelicida que ya estd
cubierta por una capa delgada de mucina. Un efecto semejante, pero
mucho menos acentuado, se obtiene al emplear estrona y précticamen-
le ninguno o muy atenuado, en el caso de administrar progesterona a

dosis mucho mayores que los productos estrégenos. (Microfotografias
I al 1V).
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3
.

H.—Tratamiento con csircdiol HI.—Tratamiento con estrona
(420%) (420%)

ik Ay Lk

1V —Tratamiento con progesterona
(420x)
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Los huevos de la misma edad se encuentran en el estado de 2
blastémeros o iniciando la segqunda divisién de segmentacion y por lo
general, muestran una zona pelicida libre de células foliculares y cu-
biertas por mucina. (Microfotografias V y VI).

V.—{tiuevo de 13.00 hores al final de 1V —Huewo de 13.00 loras intciando
la I segmentacion 11 seymentacién
(320x) (320x)

Ha sido demostrado que los espermatozoides aceleran el proceso
natural de desintegracién del cimulus oophrorus por la accién de la
enzima hialurinasa (50 al 52) y en nuestros ensayos encontramos que
entre las hormonas ovdricas, el estradiol, vy en segundo lugar, la estro-
na, pueden ya sea directa o indirectamente dispersar a las células del
cimulus oophorus, lo cual nos hace pensar que posiblemente los pro-
ductos estrogénicos podrian participar en la destintegracién de este cu-
mulus en los évulos que no han sido fertilizados.

2. Huevos de 35 a 38 horas de edad.—Los huevos de los cnima-
les controles a esta edad, se presentan, por lo general, en el estado de
16 células o algo mds pero sin llegar a completar la § divisién de seg-
mentacién. La zona pelicida se muestra limpia o con algunas células
foliculares y cublerta por una gruesa copa de mucina. (Microfotogra-
fias VII al IXD.

la



FH-—Huego. de 36.50 horas VIL—~Huewo: de 3700 horas
(420%): ; pashacs

IX.—Huewo' de 38.00 hords
(420%)
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En cuanto a los huevos de animales que han sido sujetos a trata-
miento con hormonas ovdricas dan imdgenes muy significativas. Cuan-
do se administra estradiol, no solo se encuentra una cierta tendencia
a frenar la frecuencia de segmentacién, sino que también existe un
porcentaje relattvamente alto de huevos sin segmentar, a pesar que
muestran una gran cantidad de espermatozoides adheridos a su superfi-

cie. Por Gltimo, se encuentra una capa de mucina muy reducida. (Mi-
crofotogratfias X al XVI).

Xo—Huevo de 36.00 horas sin XI.—Huevo de 38.00 horas mostrando
segmentarse segmentacién polar.
(420%) (420%)
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X11—Huevo de 36.50 horas formado

de 36.50 horas en la Il
por s blasiometros. segmentacién.

(a420%) _ (320x)

XIV.—Huevo de 38.00 hores después
de la IlI segmentacién.
(420%)
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XV.—Huewn de 33.50 loras ea la IV XVI—Huewo de 37.50 horas en el
segmentacién. e:t:lo de 16 células.
(420x) (420x)

En el caso de la administracién de estrona, los efectos son simila-
res a los obtenidos con estradiol, pero mucho menos acentuados. Hay
segmentacion reterdada, compardndolos con los controles, pero en in-
tensidad menor que con estradiol, noténdose el mismo efecto, pero ate-
nuado, en relacién a la capa de mucina. (Microfotografias XVII al XXII).
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-
|
|

1
!
f
g b o l.?"f‘;. it ’ :
XVIL—Huewo de ;600 horas sin - !
segmentar. .YVII[.—--Huervo de 38.00 horas mostrai=
(320x) do signos degenerativos.
(420x)
|
|
-
'
!
XIX—Huevo de 36.50 horas en la 111 XX —Huewvo de 36.50 horas en periodo
segmentacién, de 8 células.

{420x) (420x)
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XXI.—Huevo de 47.50 horas en la 1V XXII.—Huevo de 37.00 horas en el
segrmentacién. periodo de 16 células.
(420x) {420x)

Cuando los animales son tratados con progesterona, practicamente
no se observa ningiin efecto sobre la segmentacién del huevo y en
cuanto a la capa de mucina, las dosis altas actian sobre ella cumen-
téndola, précticamente en’ relacidén con la cantidad administrada. (Mi-
crofotografias X311 al XXV.



L L

)
XXIII—Huevo de 38.00 horas en XX1V —Huevo de 36.50 horas en la IV
periodo de 16 células. segmentacion.
(420x) ) (420x)
| j
’ ‘7‘?"‘ . k i i

XXV.—Huewo de 37.00 horas consti-
tuido por mds de 16 células.

FACULTAD DE MEDICINA
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Expresando en porcentajes los resultados obtenidos para los ani-
males controles vy los tratados con los diferentes produclos ovaricos,
tenemos :

H U E VvV O S

Trata- Sin Degene- 4-8 8 3-16 16 Mas de 16

miento Segmentar rados Células Células Células Células Células
Controles 540% 54.05% 40.50%
Estradiol 13.95% _ 13.95% 18.60%  39.53% 13.95% ——
Estrona 3.17% 3.17% 1.58% 3.17% 38.09% 50.80% ——
Progesterona 18.66% 58.66% 22.66%

En este cuadro, se puede ver que el estradiol tiene un efecto inhi-
bitorio sobre la segmentacién del huevo, efecto, que es menos marcado
al emplear estrona y précticamente nulo, en el caso de la progesterona.
Sin embargo, hay autores (57) que no encueniran ninguna accién al
emplear oestrin y concluyen, que el proceso de segmentacién seria inde-
pendiente de la actividad secreteria del ovario. Posiblemente, una de las
causas en estas diferencias, es la forma como se hizo el tratamiento, ya
que en el Gltimo caso se tratd a los animales antes o después que se pro-
dujera la ovulacidn vy en cambio nosotros, lo iniciamos antes y la conti-
nuamos hasta 48 horas después de inducirla. Otros autores (58, 59, 61
al 63) por el contrario encuentran, al pretender transplantar en conejas,
huevos de 24 horas de edad, que las trompas en estrous no son benefi-
ciosas, siendo necesario tratar con progesterona a la hembra receptora
para que los huevos transplantados puedan tener una evolucion normal
v al trabajar con conejas castradas después de la ovulacién, demuestran
que 48 horas después de la cdpula, es necesario un efecto sinérgico de la
progesterona y foliculina para que se realice la implantacidén, existien-
do una relacién diferente, en la que predomina la progesterona, para que
se mantenga la gestacién y demuestran también, que ovejas fratadas con
progesterona, los catorce dias anteriores a la ovulacién, dan un numero
de crias igual a los animales controles, en cambio, en conejas en las ‘que
se habia inducido superovulacién se encuenira que hay una gran mor-
talidad embrionaria mientras no se sxtirpe uno de los ovarios. Junto con
estos trabajos, también se encuentran otros (18, 23, 40, 60 y 84) en los
que al inducir ovulacidn, en diferentes momentos del ciclo sexual, se de-
muestra que en la fase proliferativa hay fertilizacidn vy segmentacién del
évulo, cosa que no sucederia en la fase secretoria, resultados, que los
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confirman al no conseguir fertilizacién en conejas tratadas con proges-
terona durante periodos de 5 y 10 dias antes de inducir la ovulacién.

Al analizar eslos trabajos, hasta clerto punto coniradictorios, se ve
que hay dos grupos principales, uno formado por los realizados con ani-
males de crecimiento folicular y de ovulacién natural o huevos que re-
sultan de crecimiento inducido vy son transplantados a otras hembras de
ciclos naturales y el segundo grupo, constituido por ensayos sobre cre-
cimiento folicular y ovulacidn inducida, intentando la fertilizacién v desa-
rrollo embrioldégico en el mismo animal de experiencia.

Los trabajos del primer grupo (58, 59, 61, 62, 63), en los que inclui-
mos los nuestros, nos muestran que los productos estrogénicos tienen efec-
{0 nocivos sobre el huevo, efectos, cuya naturaleza intima no se conoce y
que muy bien puede ser consecuencia de una accién hormonal directa o
indirecta a través de acciones sobre las trompas. En cambio la proges-
terona, segun estos mismos trabajos, seria necesaria en el desarrollo em-
bricldgico del huevo.

En el segundo grupo (18, 23, 24, 60, 64), encuentran que en los
animales en los que se induce crecimiento folicular v ovulacién, exis-
tiria fertilizacidn y segmentacién del huevo en la fase proliferativa del
ciclo sexual, reaccién, que va disminuyendo en la fase secretoria en
funcién de los dias de actividad del cuerpo amarillo, haciéndose com-
pletamente negativa entre los 5 v 10 dias después de iniciada la fase
secretoria.

Estos diversos resuliados, junto con los que hemos obtenido, nos
sugieren un mecanismo complejo en la fertilizacién y desarrollo embrio-
ldgico precoz del huevo. Los productos estrogénicos, al tener una accién
dispersante sobre las células del cumulos oophorus, favorecian la fer-
tilizacién, en cambio, la progesterona, de accidn précticamente nula so-
bre el cimulos cophorus, tendric una accidén antagdnica a los estrdge-
nos en este proceso. Este hecho, se confirma al no conseguir fertiliza-
cién de los ovulos obtenidos por ovulaciones inducidas en periodos
avanzados de seudoprefiez, en los que el animal estd por un tiempo
prolongado bajo el estimulo hormonal de la progesterona, en presencia
de niveles bajos de estrégenos, hecho, que resalta alin mdas por las ex-
periencias (64) que demuestran que la fertilizacidn, se recupera en algo,
cuando animales con ovulacién inducida, en fase secretoria, son trata-
dos con estrégenos. En cambio, cuando la ovulacidn se induce en lg
fase proliferativa, no se encuentra que la fertilizacién y segmentacién
del huevo estén afectados, pero hay que pensar, que en estos casos,
después de inducir la ovulacién, por mds precoz que ésta se realice
dentro de la fase proliferativa, termina con ella, pues se inicia la forma-
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cién de cuerpos amarillos en los foliculos que han ovulado. Estos resul-
tados, junto con los que hemos obtenido, nos hacen pensar que una vez
realizada la fertilizacidn, seria necesario para una segmentacion normal,
una caida de los productos estrogénicos que se acompafie con un alza
de la progesterona, cuadro, que estaria en relacién con el proceso na-
tural, en donde la fertilizacidén se realiza cuando existen cifras .altas de
estrégenos, correspondiendo la segmentacién, al inicio de la actividad
secretoria del cuerpo amarillo v caida de los niveles estrogénicos.
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CONCLUSIONES

12 El crecimiento folicular puede ser inducido, medianie gonado-
tropinas coridnicas de origen equino, en cualquier momento del ciclo
sexual, existiendo una disminucidén de la respuesta ovdrica cuando el
estimulo gonadotrdpico se realiza «l final de la fase proliferativa, dis-
minucidn que se acenttia ain mds en la fase secretoria.

22  En conejas, el promedio de foliculos de crecimiento natural es
de 8.65 por animal.

32  En conejas adultas en anestrous, existe una relacion directa en-
tre la cantidad de Gestyl, gonadotropina coridénica equing, inyectada
y el crecimiento folicular, siendo el coeficiente de reagresion 0.273 fo-
liculos por unidad de Gestyl, ;

42 Las diferencias de crecimiento folicular, natural e inducidoe, en-
ire los dos ovarios estadisticamente se pueden presentar al azar dentro
de una poblacién.

5% La ovulacién, se puede producir por medio de gonadotropinas
coridénicas de origen humano, tanto en foliculos de crecimiento natural,
como inducido. En el Gltimo caso, hay mayor sensibilidad ovdrica en
los animales con crecimiento folicular inducido en periodo de anestrous,
gue en estrous y en fase secretoria.

62 El promedio de foliculos que ovulan, en condiciones naturales,
es de 6.20 por animal, siendo 5 U.l. de Pregnyl, gonadotropina coridni-
ca de origen humano, una dosis capaz de inducir ovulacién en conejas
con crecimiento folicular natural.

72 Las diferencias de ovulacién entre los dos ovarios, estadistica-
mente son variaciones que se pueden producir al azar dentro de una
poblacién.

82 Al inducir ovulacién de foliculos de crecimiento inducido, en
conejas adultas en anestrous, se necesita una cierta relacidn entre las
gonadotropinas coridnicas equinas que se administraron para inducir
el crecimiento folicular v las gonadotropinas coridnicas humanas que se
emplean para producir la ovulacién, siendo los foliculos hemorrdgicos
consecuencia de una dosis insuficiente de las tltimas.

92 El transporte de los espermatozoides desde el fondo vaginal al
tercio externo de la trompa, en las conejas, toma un periodo de 4 a 6
horas.

10? El espermatozoide de conejo mantiene, dentro del aparato re-
productor de la hembra, el mdximum de su capacidad fertilizante por
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un periodo de 22 horas, perdiéndola por complete a las 28 horas.

112 El évulo mantiene el méximum de viabilidad solo por un pe-
riodo de 3 horas y la pierde por completo 11 horas después de la
ovulacién.

122 Entre las hormonas ovdricas, el esiradiol y en menos intensi-
dad la estrona, poseen efectos dispersantes sobre las células del ciimu-
lus ocophorus.

132 La capa de albuming, que se deposita sobre los évulos des-
pués de gque éstos tienen un cierto numero de horas en las trompas, no
inicia su formacidn sino después que el cumulus ocophorus ha sido
dispersado.

142 Los productos estrogénicos disminuyen la cantidad de albtimi-
na que se deposita sobre los dvules, en cambio, la progesterona la
aumenta.

15¢ Los productos estrogénicos, en especial el estradiol y en me-
nos intensidad la estrona, poseen una accidn inhibitoria sobre la seg-
mentacion del huevo, accidén que no posee la progesterona.
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