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RESUMEN

Este trabajo de tesis experimental se realizd con el objetivo de evaluar la eficiencia de un
tratamiento superovulatorio a base de hormonas gonadotropicas eCG (PMSG)/hCG, en
ratas wistar durante diferentes meses del afio. Para conseguir lo anterior, se plante6 un
disefio experimental en el cual se administr6 un tratamiento superovulatorio (30 Ul de eCG
y 50 Ul de hCG) en ratas wistar de 12 semanas de edad, los tratamientos se aplicaron en
diferentes meses del afio, en cada mes se utilizd un grupo con 10 ratas wistar a las cuales se
les aplicd el tratamiento. El experimento se realiz6 en 110 ratas wistar; los cuales se
mantuvieron a una temperatura de 13-15° C, humedad relativa de 20-30% Yy fotoperiodo
natural. La inoculacién de las hormonas se realizd por la via subcutanea, el dia 1 se
inoculaban 30 Ul de eCG y 50 hrs después se aplicaban 50 Ul de hCG; 12 horas después de
la aplicacion de la segunda hormona se pasaba a las hembras con los machos en
condiciones de monogamia. Los machos se separaron 5 dias después de la cruza y a las
hembras se les aplico eutanasia 10-16 dias después de la cruza. En cada hembra se realizd
una laparatomia y se diseco el utero el cual se colocé en formol neutro amortiguado
(temperatura ambiente) para conseguir una fijacion. A partir de cada utero se obtuvieron los
diferentes embriones que después de ser contados fueron donados al laboratorio de
Histologia y Embriologia para que se realizaran preparados permanentes que se utilizardn
con fines de docencia. Los tratamientos se compararon evaluando su eficiencia durante los
diferentes meses del afio, los parametros utilizados fueron: a) nimero de hembras gestantes
y b) nimero promedio de embriones producidos por hembra y ¢) nimero total de embriones
por grupo. En cuanto al nimero de hembras gestantes Junio fue el mes con mayor nimero
de hembras gestantes con 6 hembras que corresponde a un 60 % de fertilidad, en lo que se
refiere al promedio de embriones producidos por hembra el mes de Diciembre fue el mes
en el cual se obtuvo el promedio mas alto con 17.5 embriones por hembra; aunque el
porcentaje de fertilidad en este mes solo es del 20 %. En lo que se refiere a nimero total de
embriones por grupo los meses de Marzo y Julio fueron los meses donde hubo mayor
namero de embriones producidos, 68 embriones por grupo. Los resultados sugieren que
Marzo y Julio son los meses ideales para aplicar el tratamiento superovulatorio en roedores

bajo condiciones de temperatura ambiente en la zona de Cuautitlan lzcalli.



INTRODUCCION

Con el paso del tiempo, el conocimiento del control de la reproduccién en los mamiferos ha
cambiado de pensar solamente en el Sistema Nervioso Central (SNC) a comprender una
regulacién por dos sistemas separados, el SNC y el sistema enddcrino. Después, se
descubrio que el hipotdlamo une los dos sistemas a través de un sistema porta hipotalamo-
hipofisiario para coordinar las funciones de las gonadas. Asi, el ultimo decenio ha sido
testigo del descubrimiento de mensajeros quimicos (factores de crecimiento) y la presencia
de hormonas de regulacion autocrina/paracrina dentro de las gonadas. Estos avances
ayudaron a comprender fendmenos gque hasta ahora no podian ser explicados a través de un
control Unicamente. El sistema enddcrino y el sistema nervioso funcionan para mediar,
coordinar o regular las funciones del sistema reproductor. A diferencia del sistema
nervioso, que controla las funciones del cuerpo a través de impulsos nerviosos eléctricos
rapidos (por ejemplo, sistema musculo esquelético), el sistema enddcrino utiliza mensajeros
quimicos u hormonas para regular procesos corporales lentos, como el crecimiento y la

reproduccion. (Hafez y col., 2002; Best y Taylor, 2003; Cunningham, 2003)
Hormonas

Las hormonas son sustancias quimicas sefializadoras producidas por células especializadas
que forman parte de las denominadas glandulas endécrinas. Las hormonas son vertidas en
la sangre y son transportadas a su 6rgano blanco. También existen las hormonas producidas
por los tejidos que solo ejercen su actividad en las células préximas, estas poseen
funciones reguladoras, fisioldgicas y bioquimicas. (Hafez y col., 2002; Koolman y col.,
2004; Best y Taylor, 2003; Cunningham, 2003).

Los limites entre las hormonas y otras sustancias sefializadoras (mediadores,
neurotransmisores y factores de crecimiento) no estan muy definidos. Los mediadores
(histamina y prostaglandinas) son sustancias sefial que no proceden de células
especializadas formadoras de hormonas sino que son formadas por diversos tipos de células
que ejercen acciones similares a las de las hormonas en los alrededores. Las

neurohormonas y los neurotransmisores son sustancias sefial producidas y liberadas por



las células nerviosas. (Hafez y col., 2002; Koolman y col., 2004; Best y Taylor, 2003;
Cunningham, 2003).

Las més de 100 hormonas y sustancias similares a hormonas que existen en el organismo

animal pueden clasificarse segin su estructura o segun su funcion.
Segun su estructura bioquimica las hormonas se dividen en:

1. Proteinas. Hormonas polipeptidicas con un peso molecular que varia entre 300 a
70,000 Daltons, por ejemplo, oxitocina, FSH y LH. (Hafez y col., 2002; Best y
Taylor, 2003; Cunningham, 2003).

2. Esteroides. Derivan del colesterol y tienen un peso molecular de 300 a 400 daltons,
por ejemplo, testosterona. (Hafez y col., 2002; Best y Taylor, 2003; Cunningham,
2003).

3. Acidos grasos. Derivan del &cido araquiddnico que tiene un peso molecular de
alrededor de 400 daltons. (Hafez y col., 2002; Best y Taylor, 2003; Cunningham,
2003).

4. Aminas. Derivan de la tirosina o triptofano, por ejemplo, melatonina. (Hafez y col.,
2002; Best y Taylor, 2003; Cunningham, 2003).

Las funciones de las hormonas son muy variadas, entre otras regulan:

El crecimiento y la diferenciacion de las células, los tejidos y los érganos.
Las vias metabdlicas.
Los procesos digestivos.

vV V VYV V

El mantenimiento de la concentracién de los iones (homeostasis) (Hafez y col.,
2002; Koolman y col., 2004; Best y Taylor, 2003; Cunningham, 2003).

Accién hormonal enddcrina, paracrina y autocrina.

Las hormonas transmiten una sefial desde su sitio de produccion hasta el sitio de accién al
que se desplazan. El transporte generalmente tiene lugar por medio de la sangre. En este

caso hablamos de una accion enddcrina. Por el contrario las hormonas tisulares, que
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actan localmente sobre células blanco que se encuentran en la cercania inmediata del sitio
de origen, tienen una accion paracrina. Cuando las moléculas sefial actian sobre la misma
célula que las produce se habla de una accién autocrina. (Hafez y col., 2002; Koolman y
col., 2004; Best y Taylor, 2003; Cunningham, 2003).

Las hormonas son secretadas de forma intermitente e irregular de forma que su
concentracion varia en forma episodica o pulsatil. Esto sucede por ejemplo con la hormona
luteinizante (LH). Las concentraciones sanguineas de las hormonas son reguladas con
exactitud mediante el control de su sintesis, liberacién y degradacion. (Hafez y col., 2002;
Koolman y col., 2004; Best y Taylor, 2003; Cunningham, 2003).

Las hormonas glandulares acttan sobre las células blanco (células efectoras) del organismo.
Ademas, acttan en forma retrograda sobre los sistemas hormonales superiores. Por medio
de esta retroalimentacion o “feed back” (en la mayor parte de los casos negativo) se influye
sobre la concentracion de las hormonas de niveles superiores y se establece un circuito
regulador. (Hafez y col., 2002; Koolman y col., 2004; Best y Taylor, 2003; Cunningham,
2003).

Receptores hormonales

Cada hormona tiene un efecto selectivo en uno o méas érganos blanco. Este efecto se logra

mediante dos mecanismos:

e Cada drgano blanco tiene un método especifico para enlazar esa hormona que no se
encuentra en otro tejido. (Hafez y col., 2002; Cunningham, 2003).

e Los 6rganos blanco tienen algunas vias metab6licas capaces de responder a las no
compartidas por el tejido que no es el blanco. (Hafez y col., 2002; Cunningham,
2003).

El mecanismo usual es el enlace especifico. Por ejemplo, todos los tejidos blanco que
responden a hormonas esteroides contienen una proteina receptora dentro de la célula,
que especificamente une a la hormona activante. Dentro de la célula blanco, la hormona
esteroide se encuentra en el citoplasma, unida a una proteina relativamente grande (peso

molecular, 200 000 Daltons). La union resulta en la transformacion o activacion del
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complejo de proteina esteroide, permitiéndole moverse (translocarse) hacia el nacleo de la
célula. En el nucleo el complejo esteroide se une a un receptor especifico y causa una
secuencia de respuestas fisiologicas especificas para esa célula. (Hafez y col., 2002;
Cunningham, 2003).

Las células blanco de la hipdfisis anterior poseen receptores en la membrana celular que
reconocen y se unen selectivamente a las hormonas proteinicas incluidas las
gonadotropinas. El fendmeno de enlace activa la sintesis y la secrecion de la hormona
hipofisiaria por la via del sistema AMP ciclico-proteincinasa de la célula. A su vez, los
niveles de estrogeno influyen en los receptores de la gonadotropina. (Hafez y col., 2002;
Cunningham, 2003).

Hormonas Primarias de la Reproduccion

Las hormonas primarias regulan los diferentes procesos reproductivos, mientras que las
secundarias 0 metabdlicas influyen en la reproduccién de manera indirecta. Las hormonas
primarias estdn involucradas en muchos aspectos de los procesos reproductivos:
espermatogénesis, ovulacion, comportamiento sexual, fertilizacion, implantacion,
mantenimiento de la gestacion, parto, lactancia y comportamiento materno. Las hormonas
reproductivas se derivan primordialmente de: hipotalamo, I6bulos anterior y posterior de
la hipofisis, gbnadas (testiculos y ovario), Utero y placenta. (Hafez y col., 2002; Best y
Taylor, 2003; Cunningham, 2003).

Hormonas Adenohipofisiarias

El l6bulo anterior de la hipdfisis secreta tres hormonas reproductivas de nominadas
gonadotropinas: FSH, LH y prolactina. La LH y FSH son hormonas glucoproteicas con un
peso molecular de alrededor de 32000 daltons, los gonadotropos en el 16bulo anterior de la
hipofisis secretan ambas hormonas. Cada una de ella consiste en dos subunidades diferentes
Ilamadas subunidades alfa y beta. La subunidad alfa es comun a la FSH y a la LH, mientras
que la subunidad beta es diferente y otorga especificidad a cada gonadotropina. Las
subunidades alfa y beta de cualquiera de estas hormonas no tienen actividad bioldgica por

si misma. Adicionalmente algunos péptidos gonadales regulan la secrecion de FSH. Estos



estimulan (activitas) o inhiben (inhibinas, folistatina) la secrecién de FSH. (Hafez y col.,
2002; Best y Taylor, 2003; Cunningham, 2003).

Hormona foliculo estimulante. La hormona foliculo estimulante promueve el
crecimiento y la maduracién del foliculo ovérico o foliculo de Graff. La FSH no
causa la secrecion de estrégeno del ovario por si sola, sino que necesita de la
presencia de LH para estimular la produccién de estrogeno. En el macho, la FSH
actia en las células germinales de los tubulos seminiferos de los testiculos y es
responsable de la espermatogénesis hasta el estado de espermatocito secundario;
posteriormente, andrégenos de los testiculos apoyan las etapas finales de la
espermatogénesis. (Hafez y col., 2002; Best y Taylor, 2003; Cunningham, 2003;
Hill, 2006).

Hormona luteinizante. La hormona luteinizante es una glucoproteina compuesta
de una subunidad alfa y una beta con un peso molecular de 30 000 Daltons y una
actividad biologica media de 30 min. Los niveles tonicos o basales de LH actGan
conjuntamente con FSH para inducir la secrecion de estrogenos del foliculo ovérico
grande. La oleada preovulatoria de la LH es causante de la ruptura de la pared
folicular y de la ovulacion. La LH estimula las células intersticiales del ovario y los
testiculos. En el macho, las células intersticiales (células de Leydig) producen
androgenos después de la estimulacion con LH. (Hafez y col., 2002; Best y Taylor,
2003; Cunningham, 2003; Hill, 2006).

Hormonas Esteroides Gonadales

Son secretadas primordialmente por los ovarios y testiculos. También los 6rganos no

gonadales, como las glandulas suprarrenales y la placenta, secretan hormonas esteriodes en

cierta medida. Estas son de cuatro tipos: andrdogenos, estrogenos, progestina y relaxina. Los

tres primeros tipos son esteroidales, mientras que el cuarto es una proteina. Los ovarios

producen dos hormonas esteroidales, estradiol y progesterona, y una hormona proteica, la

relaxina; los testiculos secretan una sola hormona, la testosterona. Las vias biosintéticas en

todos los oOrganos enddcrinos que producen hormonas esteroidales son similares, los
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organos se diferencian solamente por los sistemas enzimaticos que contienen. Los testiculos

sintetizan andrdgenos principalmente, mientras que los ovarios sintetizan dos tipos

principales de esteroides: estrogenos de 18 carbonos y progestinas de 21 carbonos. (Hafez y
col., 2002; Best y Taylor, 2003; Cunningham, 2003).

Estrogenos. El estradiol es el estrogeno primario, con estroma y el estriol que
representa otros estrogenos metabolicamente activos. Varias sustancias de actividad
estrogenica se encuentran tanto en el reino animal como en el vegetal. (Hafez y col.,
2002; Best y Taylor, 2003; Cunningham, 2003; Hill, 2006). El estradiol es el
estrdgeno biolégicamente activo producido por el ovario con pequefias cantidades
de estrona. Excepto por la posible secrecion de pequerias cantidades de estriol en la
fase latea del ciclo, la mayor parte del estriol y estrogenos urinarios relacionados
son productos de la descomposicién metabolica del estradiol/estroma secretados.
Todos los estrégenos ovaricos se producen a partir de precursores androgénicos.
(Hafez y col., 2002; Best y Taylor, 2003; Cunningham, 2003; Hill, 2006).

De todos los esteroides, los estrdgenos tienen el rango mas amplio de funciones

fisioldgicas. Algunas de estas son:

1.

Actuar sobre el SNC para inducir el comportamiento estral en la hembra. (Hafez y
col., 2002, Best y Taylor, 2003; Cunningham, 2003; Hill, 2006).

Actuar en el Gtero para aumentar la amplitud y la frecuencia de las contracciones,
potencializando los efectos de la oxitocina y la PGF2a. (Hafez y col., 2002, Best y
Taylor, 2003; Cunningham, 2003; Hill, 2006).

Desarrollar fisicamente los caracteres sexuales secundarios femeninos.

Estimular el crecimiento de los conductos y causa el desarrollo de la glandula
mamaria. (Hafez y col., 2002, Best y Taylor, 2003; Cunningham, 2003; Hill, 2006).

Ejercer el control de retroalimentacion tanto positiva como negativa en la liberacion
de LH y FSH a través del hipotdlamo. (Hafez y col., 2002, Best y Taylor, 2003;
Cunningham, 2003; Hill, 2006).



Hormonas Placentarias

La placenta secreta varias hormonas, ya sean idénticas o con una actividad bioldgica similar

a la de hormonas de la reproduccion en los mamiferos: gonadotropina corionica equina

eCG (PMSG), gonadotropina coriénica humana (hCG), lactogeno placentario (PL), y
proteina B. (Hafez y col., 2002)

Gonadotropina Coridnica Equina. La hormona eCG se descubrié cuando la
sangre de yeguas prefiadas producia maduracion sexual en ratas inmaduras, por esta
razon también se le conoce como hormona PMSG (gonadotropina de suero de
yegua prefiada). La eCG es una glucoproteina con subunidades alfa y beta similares
a las de la FSH y LH, pero con un mayor contenido de carbohidratos, especialmente
acido salicilico que parece ser responsable de una vida media larga de varios dias
para la eCG. Por lo tanto, una sola inyeccion de eCG tiene efectos bioldgicos en la

glandula blanco por més de 1 semana. (Hafez y col., 2002; Hill, 2006)

El Gtero equino secreta esta gonadotropina placentaria cuya fuente de origen son las
copas endometriales, que se forman alrededor del dia 40 de la prefiez y persisten
hasta el dia 85. La eCG tiene las acciones bioldgicas de la FSH y de la LH, siendo
dominantes las acciones de la FSH, circula en la sangre de las yeguas prefiadas y no
se excreta por la orina. Esta hormona estimula el desarrollo de los foliculos
ovaricos, de estos algunos ovulan, pero la mayor parte se vuelven foliculos
luteinizados, debido a la accion de la eCG parecida a la de LH. Estos cuerpos
amarillos accesorios producen progestagenos, que mantienen la prefiez de la yegua.
(Hafez y col., 2002; Hill, 2006)

Gonadotropina Coriénica Humana. La glucoproteina hCG consiste en
subunidades alfa y beta con un peso molecular de 40000 Daltons. La subunidad alfa
tiene 92 aminodacidos y dos cadenas de carbohidratos. La subunidad alfa de hCG es
similar a las subunidades alfa de LH humano, porcino, ovino y bovino. La
subunidad beta tiene 145 aminoacidos principalmente luteinizante y luteotropica y

tiene poca actividad de FSH. La hCG es sintetizada por las células

10



sincitiotrofoblasticas en la placenta de los primates: se encuentra hCG tanto en
sangre como en la orina. (Hafez y col., 2002)

Regulacion Hormonal de la Reproduccion

Ciclo Estral. Durante este ciclo, se liberan LH y FSH de manera tdnica o en oleadas. Las
trayectorias neurales también estan relacionadas con el momento de la ovulacion. Las
oleadas de la LH y de FSH inducen las etapas finales de la maduracién del oocito a la
metafase 11, justo antes de la ovulacion. Un segundo tipo de liberacion de LH y de FSH, es
la llamada oleada preovulatoria. Un aumento en la concentracion de estrégeno circulante
tiene un efecto de retroalimentaciéon positiva en el hipotadlamo, induciendo una oleada
repentina de liberacion de GnRH, la cual se acomparia por la oleada preovulatoria de LH y
FSH, que dura de 6 a 12 h y son responsables de la ovulacion. (Hafez y col., 2002; Best y
Taylor, 2003; Hill y col., 2006).

Los niveles de estradiol disminuyen después de las oleadas de LH y de FSH, y se reducen
con esto las manifestaciones fisicas del estro. El animal ovulard de 24 a 30h después de la
oleada méaxima inicial de gonadotropinas. (Hafez y col., 2002; Best y Taylor, 2003; Hill y
col., 2006).

El control del desarrollo y secrecion del foliculo maduro ocurre en tres niveles:

1. Las gonadotropinas inician el desarrollo del foliculo.

2. El foliculo maduro produce factores de crecimiento que suprimen el desarrollo de
otros foliculos a través de mecanismos dependientes de gonadotropinas.

3. Factores dentro del foliculo ovérico, que modulan las acciones de las

gonadotropinas. (Hafez y col., 2002; Best y Taylor, 2003).

Superovulacion

Es un método en el cual se aplican tratamientos a base de gonadotropina para producir una

maduracion mayor de foliculos que potencialmente daran origen a oocitos, la subsecuente
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transferencia de embriones y asi aumentar la capacidad reproductiva de la hembra. Esta

técnica es ampliamente usada en animales de granja y laboratorio. Los foliculos

preovulados cuya maduracion fue inducida por la administracion de gonadotropinas, se han

utilizado para investigacion de muchos procesos reproductivos.

Entre los animales de

laboratorio utilizados mas frecuentemente se encuentran, las ratas y los ratones, de manera

menos frecuente se encuentran el conejo, hamster, y el huron. (Szoltys y col., 1994).

La literatura cientifica, menciona varios tratamientos superovulatorios empleados en ratas,

entre los principales se encuentran:

OBJETIVO

TRATAMIENTO

PRINCIPALES RESULTADOS

AUTOR/ANO

Superovulacion y
respuesta de
hormonas

esteroideas

Ratas  inmaduras
(28 dias de edad)
fueron inyectadas
con 4, 20 o 40 Ul

de PMSG.

Las ratas control (4Ul) ovularon entre las 60 y 72
hrs, mientras que las ratas con dosis de 20 a 40 Ul
de PMSG ovularon entre las 24 'y 72 hrs.

Los resultados sugieren que las alteraciones en la
respuesta esteroidea (particularmente andrégenos)
desde las 36 hrs en adelante seguido de la
superovulacion puede ser responsable de la
anormalidad de los oocitos posiblemente por la
alteracion de los esteroides intrafoliculares, que es

el entorno esencial para completar la maduracion.

Yun YW,

Yuen BH/1988

Ovogénesis, PMSG en dosis de | Los resultados mostraron mas  oocitos y Goh HH.
fertilizacién y 0, 5, 10, 20 y 40 | embriones fertilizados en vivo que fueron
desarrollo Ul en la etapa del | recuperados de las ratas estimuladas con 20 Ul de Yang XF./1992
embrionario diestro. PMSG. Sin embargo se encontré un gran ndmero
temprano. de oocitos y embriones anormales.
Las altas dosis de PMSG causan un descenso en
los oocitos fertilizados in vitro y grandes titulos
de degeneracion embrionaria.
Ovogénesis, PMSG (dosis de | Los resultados mostraron mayor numero de Goh HH.

fertilizacion, y

0,10 y 20 Ul) en

oocitos y embriones fertilizados in vivo de las
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desarrollo
embrionario

temprano.

el diestro seguido
de diferentes dosis
de hCG de (0,10,
20, 30 y 40) para
inducir la

ovulacion.

ratas estimuladas con 20 Ul de PMSG.

Segun los resultados el nimero de oocitos y de
embriones depende mas de la dosis de PMSG
que de la dosis de hCG para inducir la ovulacion,

por lo cual no es necesario aumentar la dosis.

Por otro lado dosis altas de PMSG mostraron
bajos niveles de fertilizacion in vivo e in vitro,
igualmente las dosis latas de hCG sin previa
estimulacion de PMSG muestran los mismos

resultados.

Yang XF./1992

Superovulacion

PMSG/hCG

En los experimentos realizados se encontrd que la
mejor dosis para la obtencién de oocitos viables
fue de 150 Ul/kg de PMSG vy 75 Ul/kg de hCG
en ratas Wistar de 10 a 15 semanas de edad.

Mukumoto/1995

Superovulacion

PMSG/hCG

La dosis de 150 Ul/kg de PMSG y hCG fue la
mejor, debido a que en un tratamiento
superovulatorio se pueden obtener un maximo de
34 oocitos viables en hembras de 7 semanas de
edad.

Hirabayashi

Masumi/2001

Superovulacion

PMSG/hCG

La dosis de 150 Ul/kg PMSG y 75 Ul/kg hCG
con una diferencia de 55 hrs entre la aplicacién de
cada hormona, realizaron este experimento en
ratas de 12, 18 y 24 semanas de edad, obteniendo
mejores resultados en las hembras de 12 semanas
de edad. Obteniendo 84.2 oocitos por hembra, sin
importar la etapa del ciclo estral en que se

encontraran.

Kon/2005
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Superovulacién

PMSG/hCG

La dosis empleada fue de 150 Ul/kg de PMSG/y
75 Ul/kg de hCG en ratas de diferentes edades (4,
8, 12, 20 y 28 semanas); obteniendo hasta 46
oocitos en ratas de 12 semanas de edad, siendo

Sotomaru

Yusuke/2005

ésta la ideal.

Superovulacion PMSG/hCG La dosis 30/50 Ul de PMSG/hCG fue con la que | Cornejo-Cortés
se obtuvo una mejor respuesta en cuanto a M.A./2006

Produccion de » » ]

) superovulacion y obtencion de embriones de
embriones .

calidad.

Superovulacion eCG/hCG La dosis de 40 Ul/rata de eCG y 40 Ul/rata de Kagabu
hCG proporcion6 mejores resultados en ratas de )

Satosi/2006

12 semanas de edad, obteniendo 101 foliculos

maduros con una morfologia normal.

Principales Caracteristicas de la Rata

Asi como todos los roedores, la rata de laboratorio pertenece al orden Rodentia. Existen
mas de 2000 especies de roedores aproximadamente incluidos en 30 familias. En realidad
cerca del 40% de todas las especies de mamiferos son roedores. Las ratas y ratones
pertenecen a la subfamilia Muridae. El término “murine” se refiere especificamente a su
talla pequefa, gestacion corta; su facil domesticacion y cuidados han hecho de las ratas un
animal muy popular como mascota y animal de experimentacion. Todos los animales
clasificados como roedores tienen un par de incisivos en cada mandibula. Hay dos especies

de ratas en la familia Muridae: Rattus norvergicus y Rattus rattus. (Sirois A, 2005)

Las ratas son animales nocturnos aunque se aclimatan rapidamente a los cambios en el
medio ambiente. Son animales muy sociables e interactian bien cuando se encuentra en
pares o grupos de sus conspecificos. Un pequefio porcentaje de las ratas, en especifico los
machos, pueden desarrollar tendencias agresivas al alcanzar la pubertad. De esta forma, las
ratas hembras que conviven con otras hembras son mas tendientes a pelear entre ellas a

comparacion de los machos que viven cerca. Las hembras que tienen crias son
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particularmente agresivas con otras hembras. Muchas ratas son dociles y responden bien al
manejo regular y gentil. Ellas usualmente interactian bien con sus cuidadores. Las ratas
pueden ser facilmente tratables usando una variedad de técnicas de modificacion del
comportamiento. Ratas neonatas que reciben un trato regular y gentil permitirdn la
interaccion humana de buena forma. Las ratas prefieren habitar en lugares donde puedan
construir madrigueras. Les gusta explorar y aun mas les gusta escalar. La rata de laboratorio
es albina, su alimentacién es continua y cominmente de consistencia dura para ayudarse a
desgastar los incisivos, debido a que estos crecen durante todo su periodo de vida. El olfato
es una de las principales vias en la interaccion social entre los roedores. Las sefiales
auditivas constituyen un canal de comunicacion intra especifico en los roedores, pues las
vocalizaciones sirven para coordinar un amplio rango de interacciones sociales. En especies
que nacen con alto grado de inmadurez como la rata y el hombre, y que ameritan una gran
participacion de la madre para el crecimiento de la progenie, el juego parece cumplir un fin
de importancia practica como fuente de experiencia sensorial para propiciar el desarrollo
morfoldgico y funcional del tejido cerebral. Esta postulacion aun es motivo de discusion,
particularmente para el caso de funciones complejas de gran plasticidad como el
aprendizaje. (Sirois A, 2005)

Duracion del ciclo, duracién del celo y momento de la ovulacion en la rata. (Fox JG, 1984;
Frale OA, 1969; Waynforth HB, 1992)

Especie | Duracion | Receptividad | Momento de la Ovulacion | Gestacion Edad a la
) Pubertad
Del ciclo Sexual (dias)
(dias)
(dias)
Rattus 4-5 136 15 horas | 86 10 horas después del 21-23 50+ 10
rattus comienzo del celo.
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OBJETIVOS
Objetivo general

Evaluar la eficiencia de un tratamiento superovulatorio a base de hormonas

gonadotropicas eCG (PMSG)/hCG, en ratas Wistar durante diferentes meses del afio.
Objetivos particulares

1. Aplicar un tratamiento superovulatorio a base de eCG (PMSG)/hCG en ratas
Wistar de 12 semanas de edad, en diferentes meses del afio.

2. Comparar la eficiencia del tratamiento anterior utilizando los siguientes
parametros: a) numero de hembras gestantes, b) promedio de embriones

producidos por hembra y ¢) numero total de embriones por grupo.
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MATERIALES

Material Bioldgico

>

A\

110 Ratas hembras adultas jovenes de la cepa Wistar, obtenidas de la Unidad para la
Produccién de Animales de Laboratorio y Experimentacion (UPEAL) del Centro de
Investigaciones Avanzadas del IPN.

10 Ratas machos adultos de 14 semanas de edad de la cepa Wistar, probados como
machos reproductores en la Unidad para la Produccién de Animales de Laboratorio
y Experimentacion (UPEAL) del Centro de Investigacion y Estudios Avanzados del
IPN.

Folligon: 1000 U1 gonadotropina sérica (ECG), laboratorios Intervet "*

Chorulon: 5000 Ul gonadotropina coriénica (HCG), laboratorios Intervet M?

Agua inyectable de PiSA

Material Miscelaneo

>

V V V V V V VYV V V VYV V V VY

Cajas de acrilico para roedor con tapas de acero galvanizado, modelo “jumbo”
(43cm de fondo/ 33cm de ancho / 19cm de alto)

Bebederos para roedores (polietileno de 1000 ml de capacidad)
Cama (Viruta) estéril

Jeringas (desechables) para insulina ultrafinas de 1 ml

Jeringas (desechables) de 3mly 5 ml

Micropipetas de volumen variable (1/100 pl, 1/1000 ul )

Puntas para micropipetas

Tubos de fondo cénico (eppendorf) de 1500 pl de capacidad
Gradillas

Desecador de Vidrio

Eter sulfarico técnico

Formol neutro amortiguado

Estuche de diseccion

Charola de diseccion
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» Recipientes de vidrio con tapa
» Guantes de latex

» Toallas absorbentes

» Algodon
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METODOLOGIA

Elaboracion de alicuotas de las hormonas gonadotrdpicas. Este procedimiento se realizé
conforme a la metodologia reportada en la literatura (Cornejo, 2005), a una temperatura de
4 °C, debido a la termolabilidad de las hormonas.

eCG (PMSG)

1.- Colocar 1 ml del diluyente estéril; medido previamente con micropipeta, en el frasco

MR.

ampula del producto Folligon (Imagen 1). Resuspender la solucion hasta lograr

uniformidad en la mezcla.

2.- Extraer con una jeringa de 3 ml toda la solucién y colocarla en un tubo eppendorf estéril
de 1500 pl.

3.- Con una micropipeta de 1/100 ul previamente calibrada a 30 ul extraer la solucion con
la hormona y colocarla en tubos eppendorf estériles (de 1500 pl) identificados previamente

(PMSG/30) de tal forma que se obtengan 30 alicotas (Imagen 2).

4.- Congelar a-20°C.

FOLLIGON™

1900 | 11 /FRASCO

-

i
i

i

ki

Imagen 1.- Folligon M? presentacién comercial, tomada de:
http://www.intervet.cl/binaries/Folligon_tcm99-85936.jpg
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Imagen 2.- Micropipeta utilizada para realizar alicuotas (fotografia tomada en el
Laboratorio de Histologia tomada durante la realizacion de este proyecto).

hCG

1.- Colocar 5 ml del solvente estéril en el frasco &mpula del producto Chorulon MR
(Imagen 3).

2.- Resuspender la solucion hasta lograr uniformidad en la mezcla.

3.- Hecho lo anterior extraer con una jeringa de 3ml la cantidad de 2ml de la solucion y

colocarlo en 2 tubos eppendorf estériles.

4.- Con una micropipeta de 1/100 ul previamente calibrada a 50 ul extraer la hormona y
colocarla en tubos eppendorf estériles identificados previamente (hCG/50) de tal forma que

se obtengan 30 alicotas.

5.- Congelar a -20 °C.
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Imagen 3.- Chorullon MR presentacién comercial, tomada de:
http://www.intervet.cl/binaries/Chorulon_tcm99-85936.jpg

Una vez elaboradas las alicuotas, se mantienen en congelacion minimo 12 hrs hasta el
momento de ser utilizadas no dejando pasar un periodo mayor de 30 dias momento en el

cual se repetia el procedimiento.
Aplicacion del Tratamiento

El trabajo se realiz6 en el Laboratorio L-711, laboratorio de Apoyo a Histologia y Biologia
(Departamento de Ciencias Bioldgicas) de la carrera de Medicina Veterinaria y Zootecnia
de la Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan de la Universidad Nacional Autonoma de
México ubicada en la carretera Cuautitlan-Teoloyucan Km 2.5, Cuautitlan Izcélli, Estado
de México.

Se trabajaron 110 ratas hembras Wistar de 12 semanas de edad, las cuales fueron divididas

en 11 Grupos (que corresponden a 11 meses) con 10 ratas cada uno (Imagen 4).
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Imagen 4.- Ratas Cepa Wistar utilizadas durante la realizacion del proyecto,

fotografia tomada en el Laboratorio de histologia durante la realizacion del proyecto.

Las ratas se adquirieron por grupos de 10 hembras de 8-9 semanas de edad y pasaron un
periodo de 15 dias en aclimatacion en las cajas de acrilico con rejilla de acero inoxidable,
cama de viruta estéril, agua y alimento, en el siguiente orden: 2 Cajas con 2 ratas hembras
cada una y 2 Cajas con 3 ratas hembras cada una. El alimento se proporcioné ad libitum
utilizando la marca comercial LabDiet (mantenimiento), el agua que se proprociono era

purificada (electropura).

Pasados 15 dias de aclimatacién se procedio a iniciar el tratamiento superovulatorio; el
tratamiento que se aplicd fue el utilizado por Cornejo-Cortés y colaboradores (2006) y
consistio en la aplicacion de la hormona eCG (30 Ul), seqguido de una aplicacion de la

hormona hCG (50 UI) a las 48 horas, los detalles de la aplicacion del tratamiento son:

Aplicacién de la 1er hormona.- La hormona eCG se aplico en lo que se consideré dia 1,
el horario utilizado fue entre las 7:30 y 8:00 am, se tomaron 5 alicuotas de la hormona eCG
(30 UI), se descongelaron y después se colocaron en hielo (refrigerante) para mantener a 4°
C (Imagen 5). Una vez descongelada la hormona se colocd en una jeringa para insulina
ultra fina con capacidad de 1 ml (una jeringa por alicuota) que se mantuvo en refrigeracion
hasta el momento de inyectar a cada rata.
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Imagen 5.- Elaboracion de alicuotas de hormonas gonadotropicas, fotografia tomada en
el Laboratorio de Histologia durante la realizacion de este proyecto.

Al mismo tiempo se colocé en un desecador 50 ml de éter sulfirico, y después se coloco
dentro una rata hasta que los signos mostraron estar en estado de anestesia (Imagen 6),
enseguida se le dio el manejo necesario para aplicar la hormona por via subcutanea a nivel
del abdomen, después de ser inyectadas, las ratas fueron colocadas en sus respectivas cajas

en donde permanecieron hasta la aplicacion de la segunda hormona.

Aplicacién de la 22 hormona.-La hormona hCG se aplicé el dia 3 del tratamiento (50 hrs
después de aplicar eCG), se aplicd una dosis de 50 Ul de hCG, entre las 9:30 y las 10:00

A.M. se siguieron los mismos cuidados en el manejo de la hormona y el manejo de la rata.
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Imagen 6.- Rata anestesiada, fotografia tomada en el Laboratorio de

Histologia durante la realizacion de este proyecto.

Cruza de animales.- La cruza de animales se realiz6 12 hrs después de aplicar la segunda
hormona (hCG), para ello a cada hembra se le puso en contacto con un macho en donde se
mantuvieron por 5 dias, la cruza se realiz6 en condiciones de monogamia (Imagen 7).
Pasado este periodo se regresé a las hembras a sus cajas en donde pasaron entre 10-16 dias
de gestacidn, esto para obtener embriones con diferentes dias de edad los cuales después de
ser contados, fueron donados al laboratorio de la materia de Biologia del Desarrollo e
Histologia Veterinaria, con la finalidad de que fueran utilizados con fines didacticos

(preparados permanentes).
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Imagen 7.- Cajas de roedor donde se muestran las hembras que han sido colocadas con
los machos, fotografia tomada en el Laboratorio de Histologia durante la realizacién de
este proyecto.

Obtencién de embriones.- Para la obtencion de embriones se aplicé eutanasia en las
hembras gestantes, utilizando como método eutanasico la inhalacion de éter sulfurico;
después se realizd una laparatomia para extraer los Gteros, los cuales se fijaron en una

solucion de formol neutro amortiguado a temperatura ambiente (Imégenes 8, 9y 10).
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Imagen 8.- Laparatomia realizada para extraer Utero, fotografia tomada en el
Laboratorio de Histologia durante la realizacion de este proyecto.

Imagen 9.- Rata con laparatomia para extraer Utero, fotografia tomada en el
Laboratorio de Histologia durante la realizacion de este proyecto.
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Imagen 10.- Corte de Utero con embriones de roedor, fotografia tomada en el
Laboratorio de Histologia durante la realizacion de este proyecto.

Los animales se mantuvieron durante toda la fase experimental en las siguientes
condiciones: temperatura de 13-15° C, humedad relativa de 20-30% y con fotoperiodo
natural, condiciones apropiadas para el desarrollo normal de la especie (Imagen 11), segun
lo sefialado por Burgos y Martinez, 1987.

El procedimiento antes descrito se realiz6 de igual forma en los diez grupos restantes.
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Imagen 11.- Cajas de roedor donde se muestra el tipo de alojamiento en donde se
mantuvieron a los roedores durante la fase experimental, fotografia tomada en el
Laboratorio de Histologia durante la realizacion de este proyecto.
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RESULTADOS

Los tratamientos superovulatorios se aplicaron durante los siguientes meses: Diciembre
del 2007; enero, febrero, marzo, abril, mayo, junio, julio, agosto, septiembre y octubre
del 2008. En cuanto al numero de hembras gestantes (Imagen 12) , los meses que
presentaron el menor nimero de hembras gestantes fueron diciembre y enero con 2
hembras gestantes cada uno (20% fertilidad) mientras que el mes de Junio fue el que
mayor numero de hembras gestantes present6 con 6 hembras gestantes (60% fertilidad)
(Imagen 12). En cuanto al nimero (promedio) de embriones producidos por hembra, el
mes de Septiembre fue el mes mas bajo con 5.7 embriones por hembra gestante en
promedio y el mes mas alto en cuanto a nimero (promedio) de embriones por hembra
gestante fue el mes de Diciembre con 17.5 embriones por hembra (Imagen 13). En el
namero total de embriones por grupo el mes de enero fue el mes méas bajo con 12
embriones por grupo mientras que Marzo y Julio fueron los meses con el nimero mas

alto de embriones por grupo. (Imagen 14).

Los resultados muestran que aunque diciembre fue el mes que presentd el nUmero mas
alto de embriones (promedio) por hembra, fueron los meses de marzo y junio donde se

presentd un mayor nimero de embriones totales por grupo.

Los resultados obtenidos se pueden apreciar en la Tabla 1
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TABLA 1

Resultados de los diferentes tratamientos superovulatorios obtenidos es este proyecto

Mes No. No. % Promedio de No.
Animales en | Hembras » embriones por | Embriones
Fertilidad
_ hembra
Tratamiento | Gestantes (total)
gestante
Diciembre/2007 10 2 20 17.5 35
Enero/2008 10 2 20 6 12
Febrero/2008 10 3 30 6.3 19
Marzo/2008 10 5 50 13.6 68
Abril/2008 10 4 40 10.2 41
Mayo/2008 10 4 40 9.7 39
Junio/2008 10 6 60 7.1 43
Julio/2008 10 5 50 13.6 68
Agosto/2008 10 4 40 6 24
Septiembre/2008 10 4 40 5.7 23
Octubre/2008 10 4 40 9.2 37
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% Fertilidad

=—g="4 Fertilidad

Imagen 12. Porcentajes de fertilidad en los diferentes meses del afio en que se aplicaron
los tratamientos. El promedio de porcentaje de fertilidad de todos los meses fue 39.09%.

Hembras Gestantes

Hembras Gestantes

QR N W R U N

Imagen 13. Numero de hembras gestantes durante los diferentes meses del afio en que
se aplicaron los tratamientos.

31



No. Embriones

=4==No. Embriones

Imagen 14. Namero de embriones en los diferentes meses del afio en que se aplicaron
los tratamientos.
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DISCUSION

Los estudios realizados sobre protocolos de superovulacion en su mayoria se han
realizado en roedores como el raton y la rata; en este sentido las investigaciones no
siempre presentan resultados idénticos o muy similares, por esta razon evaluamos la
eficiencia de un tratamiento superovulatorio a base de hormonas gonadotropicas durante

los diferentes meses del afo en ratas Wistar.

La cepa de eleccion de los animales a utilizar en esta tesis fue la cepa Wistar debido a
que diferentes autores (Mukumoto y col. 1995, Gémez y col. 2004, Cornejo y col. 2006)
obtuvieron mejores resultados con la cepa Wistar en tratamientos superovulatorios
utilizando hormonas como la eCG y hCG; asi la eleccion de animales se consider6 con
base a la literatura con la finalidad de que pudiera influir de forma positiva en el

desarrollo de nuestros experimentos.

Cuando hablamos del nimero de embriones por hembra gestante, los resultados
encontrados en la literatura son variados por ejemplo: Cornejo y col. (2006) obtuvieron
34.6 embriones por hembra con un tratamiento superovulatorio de 30Ul de eCG y 50 Ul
de hCG; Kon y col. (2005) obtuvieron 49.8 embriones por hembra utilizando un
tratamiento superovulatorio 150 Ul de eCG y 75 Ul de hCG; Goh y col. (1992)
obtuvieron 29.3 embriones por hembra con un tratamiento superovulatorio de 40 Ul de
eCG; Young y col. (1988) ocuparon un protocolo superovulatorio de 40 Ul de eCG y
realizaron la recopilacion de embriones a los 2, 3, 4 y 5 dias de edad obteniendo un
promedio de 10.2 embriones por hembra; nuestros resultados son un poco mas bajos,
corresponden a 9.5 embriones por hembra gestante (Tabla 1), lo cual podra atribuirse a
factores como las diferentes condiciones medioambientales en las que se encontraban
los animales sometidos al tratamiento, ya que todos los autores anteriores (Cornejo y
col. 2006, Kon y col. 2005, Goh y col. 1992, Young y col. 1988) mantuvieron a las
ratas en condiciones controladas de: temperatura 20-23 ° C, humedad relativa 60-70 %

y un fotoperiodo controlado de 12 hrs luz y 12 hrs oscuridad, condiciones que nosotros
no pudimos controlar y que podrian haber ocasionado un stress de tipo cal6rico e
hipobarico, que pudiera repercutir en nuestros resultados, situacion que en algunos

casos ha sido reportado por la literatura (Dobson y col. 2000, Gomez y Escobar. 2006 ).
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Si comparamos otros resultados como el nimero de ovocitos, Mukumoto y col. (1995),
utilizaron un tratamiento superovulatorio de 150 Ul de eCG y 150 Ul de hCG cuyo
resultado fue de 56.9 ovocitos por hembra; Kagabu y col. (2006), utilizaron un
tratamiento superovulatorio con 40 Ul eCG y 40 Ul hCG cuyo resultado fue 75.5
ovocitos por hembra; Sotomaru y col. (2005) utilizaron un tratamiento superovulatorio
de 150 Ul de eCG y 75 Ul de hCG cuyo resultado fue 46.8 ovocitos por hembra, los
resultados obtenidos por estos autores son altos en comparacion con los nuestros, sin

embargo no podemos comparar completamente porque nosotros obtuvimos embriones

(tabla 1) mientras que ellos obtuvieron ovocitos, los cuales todavia no han sido
expuestos a procesos como fertilizacion y reabsorcion embrionaria entre otros. Ademas
debemos considerar que también estos autores trabajaron en condiciones ambientales
controladas (temperatura 20-23 °© C, humedad relativa 60 - 70 % y un fotoperiodo
controlado de 12 hrs luz y 12 hrs oscuridad), situacion que nosotras como ya

explicamos no pudimos controlar.

Otro factor que podria considerarse para entender el porqué de la diferencia de
resultados, es la via de inoculacion que se utilizo, ya que (Hirabayashi y col. 2001,
Sotomaru y col. 2005, Cornejo y col. 2006) utilizaron via intraperitoneal. Mientras que
nosotros utilizamos una via de inoculacién subcutanea por cual creemos que la via de
inoculacion es un factor importante ya que en los estudios de los autores antes

mencionados, la via intraperitoneal brindd mejores resultados.

En nuestros experimentos probablemente la edad no fue un factor decisivo que afectara
nuestros resultados, ya que los autores antes mencionados (Cornejo y col. 2006, Kon y
col. 2005, Goh y col. 1992, Mukumoto y col. 1995, Kagabu y col. 2006, y Sotomaru y
col. 2005) coinciden en que la edad Optima para realizar un tratamiento superovulatorio
y obtener un mayor nimero de embriones u ovocitos es a las 12 semanas de edad, y
todos las hembras empleadas tenian 12 semanas de edad al momento de realizar los
experimentos, debido a esto suponemos que el factor edad no representd un factor

negativo en los resultados obtenidos.
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Finalmente otro factor que debemos considerar es el stress que pudieran tener los
animales ya que desafortunadamente no se tenian en condiciones de aislamiento
completo y si consideramos el comportamiento normal de los roedores, podria existir la
posibilidad de estrés por el constante paso de gentes en el laboratorio (Dobson y col.
2000, Gomez y col. 2004, Ramirez y col. 1992).
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CONCLUSIONES

Con base a los resultados del presente trabajo y a la bibliografia comparada, podemos
mencionar que los factores medioambientales pueden ser determinantes para algunos
pardmetros reproductivos como es el nimero de hembras gestantes y el nimero de

embriones obtenidos por hembra.

Tomando en cuenta lo anterior, este tipo de experimentos se recomiendan realizar en
condiciones medioambientales controladas de: fotoperiodo de 12 horas de
luz/obscuridad, temperatura de 20 a 23° C y humedad relativa de 40 a 70 %, lo
anterior para evitar que el medio ambiente pueda ocasionar un estrés caldrico e

hipobarico en las ratas.

Es recomendable que los tratamientos superovulatorios aplicados en ratas para la
obtencion de embriones, se realicen en los meses mas calidos del afio (Marzo a
Octubre), lo anterior considerando que en estos meses, s cuando obtuvimos una

cantidad mayor de embriones (resultados en Tabla 1).

Relacionado con el punto anterior, especificamente recomendamos aplicar los
tratamientos superovulatorios en los meses de marzo y julio que es cuando se obtuvo el

nimero mas alto de embriones (Tabla 1, Imagen 12).

Es preferible que las hembras a utilizar sean de la cepa Wistar y tengan 12 semanas de
edad, ya que con base a la literatura son las que han mostrado una mejor respuesta a los

tratamientos superovulatorios.

Seria recomendable realizar estudios para comparar la via de inoculacién intraperitoneal
y la via de inoculacion subcutanea (utilizando las mismas condiciones ambientales)
para ver si la via de inoculacion pudiera ocasionar diferencias en los resultados
correspondientes a nimero de hembras gestantes y el nimero de embriones obtenidos

por hembra.

Finalmente en referencia a la “aplicacion practica de la presente tesis” consideramos
gue nuestros resultados colaboran para aumentar el conocimiento de la rata como un
“Modelo Animal de Investigacion”, ya que permiten asentar las bases para que estos
tratamientos superovulatorios sean aplicados o utilizados en otras cepas de ratas 0 en

otras especies animales tanto de laboratorio como productivas.
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