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The in vitro fecundation programs normally use different ovarian stimulation agents. The
purpose of the present study was to compare the effects of some of these agents on indices of
ovulation and serum levels of estradiol, progesterone, and FSH. Treatments studied consisted
of clomiphene citrate, PMSG alone and in combination with clomiphene citrate, pure human
FSH and epimestrol. The data obtained show PMSG alone and PMSG plus clomiphene citrate
to be the most effective treatments, in terms of number of oocytes harvested. No differences
were noted between serum levels of oestradiol, progesterone and FSH.
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Los tratamientos de estimulacion ova­
rica han adquirido una gran importancia,
tanto en el estudio de la reproduccion
animal (11) como en los programas de
fecundacion in vitro (FIV) en humanos
(3, 6). El objeto de obtener el mayor
numero de ovocitos de buena calidad,
que tras ser fertilizados produzcan un
embrion viable y preparar un medio am-
biente uterino adecuado para la implanta-
cion de estos embriones.

El proposito de nuestro estudio es el
analisis de diferentes protocolos de esti­
mulacion ovarica en ratas, evaluando la
produccion de ovocitos y los niveles en
suero de estradiol, progesterona y FSH.

A quicn debe dirigirse la corrcspondencia.

Material y Metodos

Se han utilizado ratas Wistar hembras
adultas de 180-200 g de peso, mantenidas
en una habitacion con temperatura cons-
tante y luz fluorescente desde las 07 a las
19 horas, alimentadas con pienso de labo­
ratorio estandar y agua ad libitum.

Mediante frotis vaginal se determine el
dia del estro, que se considero como dia
0. A las 12 horas del dia 1, las ratas
fueron inyectadas (i.p.) con los siguientes
tratamientos, en un volumen de 0,2 ml:
Grupo 1: 20 UI de PMSG (Pregnant Ma­
re’s Serum Gonadotrophin) (Sigma).
Grupo 2: 10 mg de CC (citrato de clomi-
feno) (Clomifen, Casen). Grupo 3: 5 mg
de CC. Grupo 4: 1 mg de CC. Grupo 3: 
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20 UI de PMSG mas 10 mg de CC.
Grupo 6: 20 UI de FSH humana pura
(h-FSFI) (Metrodine, Serono, Francia).
Grupo 7: 0,5 mg de epimestrol (Alene,
Organon). Grupo 8: Control a los que se
les myecto 0,2 ml de suero salino.

La ovulacion fue inducida en todos los
grupos mediante inyeccion i.p. de 30 UI
de hCG (human Corionic Gonadotro­
phin) (Profasi, Serono) a las 9 horas del
dfa 3.

Los animales se decapitaron a las 10
horas del dfa 4 y la sangre recogida del
tronco del animal se centrifugo y el suero
se conserve a —20° C hasta el analisis. Se
extirparon los oviductos y se saco la masa
del cumulus del ampula en medio de cul-
tivo, se disgregaron las celulas del cumu­
lus con hialuronidasa al 0,1 % en medio
de cultivo para liberar los ovocitos y eva-
luar su numero.

Los niveles de estradiol (E2) y proges-
terona (P) en suero se midieron por ra-
dioinmunoanalisis utilizando los kits co­
merciales de Sorin Biomedica (Italia), y
los niveles de hormona follculo-
estimulante de rata (r-FSH) se determina-
ron utilizando los reactivos proporciona-
dos por el NIAMDD (USA).

El analisis estadistico de los resultados
se efectuo mediante el test de Kruskal-

Wallis para los resultados del numero de
ovocitos y el analisis de varianza de una
via para el resto de los resultados. A
todos los grupos se les aplico el test de
Bonferroni y se hicieron todas las compa-
raciones por parejas mediante el metodo
de Newman-Keuls.

Resultados

La tabla I muestra los resultados de los
diferentes tratamientos en 7 de los grupos
experimentales. En el grupo 2, tratado
con 10 mg de CC, no se recogio ningun
ovocito en ninguno de los animales de
este grupo.

El numero de ovocitos recogidos en los
grupos tratados con PMSG sola o en
combinacion con CC fue significativa-
mente mayor que en el resto de los gru­
pos, no habiendose encontrado diferen-
cias significativas entre ellos, ni entre los
otros grupos experimentales.

No se nan encontrado diferencias esta-
disticamente significativas en los niveles
en suero de E2 y P entre los diferentes
grupos.

Los niveles de r-FSH fueron superiores
en el grupo tratado con h-FSH respecto a
los de los grupos tratados con 1 mg de

Tabla I. Ovocitos por rata y niveles sericos de estradiol (EJ, progesterona (P) y FSH en los grupos
estudiados.

Los datos se expresan en media ± SEM. n = numero de animales por grupo.

Tratamiento (n)
Ovocitos

n.°
e2

pg/ml
P

ng/ml
r-FSH
ng/ml

PMSG (20 UI) 8 22,5 ± 3,6 a-b-c-d-e 77,3 ± 5,3 19,5 ±3,2 1,02 ± 0,13
CC (5 mg) 5 2,2± 1,1a-’ 72,2 ± 8,7 18,7 ± 4,1 1,36 ± 0,33
CC (1 mg)
PMSG (20 UI) +

5 4,8 ± 0,6b‘-9 71,8 ±8,7 25,8 ± 2,9* 0,69 ± 0,21k

CC(10mg) 12 30,7 ± 3,2r-9'- h-'-i 90,6 ± 4,9 24,6 ± 3,2 1,24 ±0,11
h-FSH pura (20 UI) 7 5,0 ± 0,8c'-h’ 65,9 ± 10,0 24.9 ± 5,0 1,80 ± 0,42<1
Epimestrol (0,5 mg) 5 5,9 ±0,7d'-1’ 64,6 ± 3,1 11,5 ± 1,8 0,91 ± 0,18
Suero salino 8 7,6 ±O,68'-1‘ 73,5 ± 4,4 20,8 ± 2,2 0,71 ±0,15''

a vs a'; f vs f; g vs g’; h vs h’: p > 0.01
b vs b’; c vs c’; d vs d‘; e vs e'; i vs i'; j vs j’; k vs k’; I vs I’: p > 0,05
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CC y el grupo control, no encontrandose
diferencias significativas entre el resto de
los grupos.

Discusion

El tratamiento con CC (10 mg), pro-
dujo un efecto inhibidor sobre la ovula­
cion en ratas al ser administrado segun
nuestro protocolo, no obteniendose nin-
gun ovocito.

El tratamiento mas efectivo en cuanto
al numero de ovocitos obtenidos, fue el
realizado con PMSG sola o en combina-
cion con CC.

La accion del CC puede estar ejercida a
dos niveles diferentes: a nivel del hipota-
lamo, inhibiendo la retroalimentacion ne-

f;ativa de los estrogenos (10), aumentando
a secrecion de GnRH (8), o a nivel de la

propia hipofisis, aumentando su sensibili-
dad al GnRH (1). Tambien podria actuar
negativamente, como anti-estr6geno, di-
rectamente sobre la foliculogenesis ova-
rica (7).

En la rata, el CC a las dosis aqui
utilizadas actuaria preferentemente a nivel
del ovario, ejerciendo una inhibicion de la
oogenesis. El CC inhibe in vitro la madu-
racion de los foliculos de rata y su activi-
dad esteroidogenica (5), y en el raton
disminuye el numero de ovocitos ovula-
dos, aumentando la proporcion de ovoci­
tos degenerados (4).

El efecto inhibidor de la ovulacion del
CC en ratas no se manifesto al adminis-
trarlo en combinacion con PMSG, ni se
encontro diferencias significativas entre
los grupos tratados con PMSG sola y
PMSG mas CC.

Este efecto inhibidor del CC en ratas
podria quedar enmascarado por la res-
puesta del ovario a la accion de la PMSG;
en las condiciones hormonales creadas
por el tratamiento con PMSG, el CC
podria actuar de forma diferente.

Los tratamientos con h-FSH o con epi-
mestrol dieron resultados similares a los
obtenidos en el grupo control respecto al 

numero de ovocitos, quiza por las dosis
utilizadas o porque la pauta de adminis-
tracion no scan las adecuadas, o al hecho
de que en la rata sea importante una
relacion FSH/LH en el desarrollo de los
foliculos del ovario.

Los niveles de E2 en suero dependen
del numero de foliculos maduros y de la
capacidad esteroidogenica de estos. En la
mujer se ha encontrado relacion entre los
niveles sericos de E2 durante la fase perio-
vulatoria y la proporcion de embarazos
obtenidos por fecundacion in vitro,
siendo estos niveles un indicador de la
calidad del ciclo estimulado (2). Algunos
autores indican que una secrecion exce-
siva de estrogenos puede tener efectos
adversos sobre la maduracion del ovoci-
to (9).

En nuestro estudio no se han encon­
trado diferencias significativas en los ni­
veles de E2 y P entre los grupos estudia-
dos, ni correlacion entre los niveles seri­
cos de E2 y el numero de ovocitos.

Los niveles de r-FSH en suero fueron
superiores en el grupo tratado con h-FSH
que en el tratado con 1 mg de CC y que
en el control.

Las diferencias analiticas entre la h-
FSH y la r-FSH y el tiempo transcurrido
entre la administracion de h-FSH y la
determinacion de r-FSH hacen que este
aumento en los niveles de FSH no pueda
ser debido a la deteccion directa de la
FSH inyectada.
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Resumen

Se comparan los efectos de algunos agentes utili-
zados en los programas de fecundacion in vitro
como estimulantes de la ovulacion, sobre las tasas
de ovulacion y los niveles en suero de estradiol,
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progesterona y FSH. Los resultados de los trata- 3.
mientos con citrato de clomifeno, PMSG sola o en
combinacion con citrato de clomifeno, FSH humana
pura y cpimestrol, indican que los mas efectivos, en 4.
cuanto al numero de ovocitos recogidos, son los de
PMSG sola o en combinacion con citrato de clomi­
feno. No se encuentran diferencias entre los niveles 5.
en suero de estradiol, progesterona y r-FSF.

Palabras clave: Estimulacion ovarica, PMSG, Ci- 6-
trato de clomifeno, FSH pura, Epimestrol. 7.
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