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RESUMEN.

En las hembras que tienen la capacidad de gestar varias crias a la vez (politocas) se ha
reportado que existe un desfasamiento de los embriones en cuanto a la etapa de
segmentacion, proceso conocido como asincronia. Al mismo tiempo gue se realiza el proceso
de segmentacidon el embridon es transportado a través del oviducto hasta ef Gtero, donde se
llevara a cabo el proceso de implantacién. El embrién carece de movilidad propia por lo que
utiliza las contracciones musculares, el movimiento de los cilios y del liquido oviductal. Estos
mecanismos son regulados por hormonas ovaricas y por factores que son producidos por el
mismo embrién. Por otra parte, conforme aumenta la edad de las hembras se observa una
disminucién de la capacidad reproductiva, ia cual esta precedida por una pérdida de la
ciclicidad, una disminucién en la tasa de fertilidad y prolificidad. Fallas en el desarrollo
embrionario temprano (disminucién en el nimero de biastocistos normales disponibles para la
implantacion) han sido relacionadas con la disminucion en la tasa de fertilidad y tamafio de ia
camada.

E! objetivo de este trabajo es establecer si existe un efecto de la edad y/o nimero de
partos sobre el desarrollo embrionario temprano y el transporte de ios embriones hacia el Utero.

Se utilizaron un total de 84 hembras hamster que fueron divididas en tres grupos
experimentales, el primer grupo de 30 nuliparas jévenes (3 meses de edad), el segundo grupo
de 24 nuliparas adultas (8 meses de edad) y el tercer grupo de 24 hembras multiparas (tres
partos y 8 meses de edad). Todos los animales fueron mantenidos en ambiente controlado con
fotoperiodo de 14 horas luz y 10 de oscuridad, 26°C de temperatura promedio y alimento y
agua a libre acceso. El apareamiento se realizé en la fase de proestro con machos de fertilidad
probada. Las hembras de los tres grupos fueron sacrificadas por dislocacion cervical entre las
60 y 69 hrs postcoito (PC). Se disecd su aparato reproductor y los oviductos fueron
seccionados con el bicel de una aguja (calibre 27) y posteriormente lavados con PBS
suplementado con BSA al 0.3%. Los uteros fueron perfundidos con 1 ml de medio. Los
embriones de oviductos y Uteros se evaluaron bajo el microscopio invertido a 250X.

En las hembras nuliparas jévenes se pudo observar una menor asincronia en las
etapas de la segmentacidén, se recuperaron principalmente embpriones en etapa de 8
blastémeros y mérulas. En las hembras nuliparas adultas y multiparas se observé una mayor
asincronia en las etapas de segmentacién, se recuperaron embriones de 4, 6, 8 blastémeros y
mérulas. Se observé un retraso en el desarrollo embrionario en las hembras nuliparas adultas y
multiparas en comparacidn con las hembras jévenes, mientras que en las hembras jévenes las
mérulas aparecen desde las 62 hrs PC, en los otros dos grupos las mérulas aparecen hasta las
66 hrs PC. En cuanto al transporte, el porcentaje de embriones recuperados de los oviductos
de fas hembras nuliparas jévenes fue significativamente diferente (p< 0.05) con respecto al de
las hembras nuliparas aduitas y muitiparas (12, 37 y 30%, respectivamente).

Al parecer la asincronia es una caracteristica normal del desarrollo embrionario
temprano en las hembras politocas El comportamiento similar de ios grupos de hembras
multiparas y nuliparas adultas permiten suponer que es la edad y lo que ello conlleve (desde
un punto de vista fisioldgico), mas que el numero de partos, lo que ocasiona un retraso en el
transporte de sus embriones hacia el Gtero en comparacién con las hembras nuliparas jovenes.
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1. INTRODUCCION

1.1. FERTILIZACION.

La fertilizacién es considerada como el primer paso para el desarrollo de
un organismo multicelular (Gilbert, 1994), e incluye eventos que deben ocurrir de
manera ordenada y precisa, entre éstos se encuentran el reconocimiento y
adhesion de los gametos (Wassarman, 1992), la fijaciéon del espermatozoide a la
zona pelacida (ZP) del ovocito (Dean, 1992), la reaccidon acrosomal, la
penetracién del espermatozoide al ovocito (Bedford, 1998; Loeser y Tulsiani,
1999), la fusién de las membranas plasmaticas de ambos gametos (Evans et al.,
1995), la reaccion cortical del ovocito (Wassarman, 1987), la reanudacion de la
meiosis, la formacién de los pronucleos masculino y femenino (Storey, 1995) y el
inicio de la segmentacion (Gilbert, 1994).

1.1.1. RECONOCIMIENTO Y ADHESION.

Cuando el espermatozoide pasa a traves del epididimo en el aparato
reproductor masculino, tiene modificaciones estructurales y funcionales en un
proceso conocido como maduraciéon. Después del apareamiento, los
espermatozoides que se encuentran ya en el aparato reproductor femenino,
sufren otras modificaciones que les permiten adquirir su capacidad fertilizante
(capacitacién) (Tulsiani, et al., 1998). Estos cambios son indispensables para
que se lleve a cabo el primer evento en el proceso de fertilizacion, que consiste
en la interaccion del espermatozoide con la ZP del ovocito (Shalgi et a/., 1986).

La unién del espermatozoide con la ZP estd mediada por una
glicoproteina que forma parte de ella y que actia como receptor espermatico, la
ZP3, y por la proteina quinasa-tirosina localizada en la membrana plasmatica de!
espermatozoide (Barros et al, 1996; Brandelli et al., 1994). Esta asociaciéon
induce la reaccidén acrosomal (Thaler y Cardullo, 1996).



1.1.2. UNION ESPERMATOZOIDE-OVOCITO.

Otra glicoproteina de la zona pelucida conocida como ZP2, actua como
un segundo receptor del espermatozoide (Wassarman, 1992). A diferencia de la
unién con la ZP3, esta segunda unidon es irreversible, anclando al
espermatozoide a la zona pellcida (Dean, 1992)

1.1.3. REACCION ACROSOMAL.

El acrosoma esta ubicado en la region anterior de la cabeza del
espermatozoide y se origina como producto del aparato de Golgi durante la
espermatogénesis (Wassarman, 1987).

La interaccién del espermatozoide con la ZP dispara la sefial necesaria
para la fusién de la membrana plasmatica del espermatozoide con la membrana
acrosomal externa, proceso conocido como reaccion acrosomal (Brandelli et al.,
1994: Loeser y Tulsiani, 1999) permitiendo la liberacién de enzimas proteoliticas,
como la acrosina, la hialuronidasa y algunas lipasas (Bavister, 1980) que facilitan
el paso del espermatozoide a través de la ZP (Herrera, 1995; Tulsiani et al.,
1998).

1.1.4. FUSION DE MEMBRANAS.

Posterior a la reaccién acrosomal, el espermatozoide penetra a través de
la ZP hasta llegar al espacio perivitelino (zona intermedia entre la membrana del
ovocito y la ZP). La membrana espermatica de la region ecuatorial inicia el
contacto y posterior fusion con la membrana plasmatica del ovocito (Wassarman,
1987, Herrera, 1995).



Una proteina que se encuentra en la membrana espermatica conocida
como fertilina o PH-30, ha sido propuesta como mediadora de esta unién y de la
fusién de membranas (Evans et al., 1995, Waters y White, 1997).

La fertilina es una glicoproteina que consta de dos subunidades, alfa y
beta, y que pertenece a una familia de proteinas transmembranales conocidas
como ADAM (por sus siglas en inglés A Desintegrin And Metalloprotease)
(Evans et al., 1998; Myles y Primakoff, 1997; Chen et al., 1999).

Se sabe que el dominio desintegrina de la fertilina beta funciona como un
ligando a proteinas conocidas como integrinas que se encuentran en la
superficie plasmatica del ovocito (Bowen y Hunt, 2000).

1.1.5. ACTIVACION DEL OVOCITO Y REACCION CORTICAL.

Antes de la fertilizacién, el ovocito se encuentra detenido en la etapa de
metafase de la segunda divisidn meiética. Al unirse con el espermatozoide, el
ovacito tiene cambios metabélicos y estructurales que en conjunto se conocen
como activacidon. Entre estos cambios se incluyen un aumento en la
concentracion de calcio intracelular (Ca®), aumento del pH intracelular,
terminacidn de la segunda division meidtica, y la llamada reaccion cortical
(Wassarman, 1987).

La unién de los gametos propicia una despolarizacién en el sitio de
contacto que posteriormente se propaga por toda la membrana plasmatica. Esta
despolarizacién cumple con dos objetivos, actta como un bloqueo a la
polispermia al desencadenar una despolarizacién en toda la membrana y activa
a las proteinas G, que son las responsables de la transformacion del fosfatidil
inositol a inositol trifosfato (IP3) (Ducibelia et a/.,, 1993).
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El IP; a su vez estimula la salida de Ca®** a partir de las reservas
celulares, aumentando la concentracion de Ca?® y el desplazamiento de los
granulos corticales hacia la parte interna de la membrana plasmatica, debido a la
polimerizacién de los microtibulos dependientes de Ca®* que estan asociados
con los granulos, lo que conlleva a la fusion de las membranas y la liberacién de
las enzimas contenidas en los granulos corticales (Herrera, 1995). Estas
enzimas (proteasas y peroxidasas), llegan rapidamente al espacio perivitelino y
posteriormente se dirigen a la ZP donde llevaran a cabo diferentes funciones
cataliticas que modificaran la funcion y estructura de la ZP (Wassarman, 1987).

1.1.6. EVENTOS POST-FERTILIZACION.

Poco después de que el espermatozoide se incorpora al citoplasma del
ovocito, la envoltura nuclear del gameto masculino desaparece y la cromatina
tiene un proceso de descondensacién. La cromatina de ambos gametos es
entonces encapsulada en una membrana nuclear, formandose los pronucleos
masculino y femenino. Cuando ambos prontcleos entran en contacto, sus
membranas se rompen facilitando la unién de los cromosomas materno vy
paterno (singamia). Estos cromosomas se organizan alrededor del huso
acromatico en preparacién para iniciar una serie de divisiones mitéticas
conocidas como segmentacidn (Wright, 1999).

1.2. PROCESO DE SEGMENTACION.

La fertilizacion da por resuitado la formacién de uh ovocito fertilizado o
cigoto, que pasara por una serie de divisiones mitoticas en un proceso llamado
segmentacion. Una caracteristica importante de este proceso es el aumento en
el numero de céiulas (blastomeros) sin que aumente el tamafio del embridn
completo (Gilbert, 1994).



1.2.1. COMPACTACION.

En algunas especies de roedores como el hamster, cuando el embrién se
segmenta hasta desarroliarse en un embrién de 8 biastémeros, es decir,
después del tercer ciclo mitético, comienzan a formarse uniones estrechas entre
los blastomeros, aumentando su superficie de contacto dando origen a una
estructura altamente compactada (Mayor e lzquierdo, 1994), por lo que este
proceso se conoce como “compactacion” (Kidder ef al., 1987). También ocurren
cambios a nivel de la organizaciéon de las membranas blastoméricas originando
su polarizacion (Suzuki et al., 1999). Los blastdmeros contindan dividiéndose de
tal forma que un embrién se desarrolla alcanzando la etapa de mérula (de 16 a

32 blastémeros).

La compactacién es necesaria para que se lleve a cabo la primera
diferenciacion en el desarrollo de embriones de mamifercs, esto implica que
algunos blastomeros daran origen a las células de la masa celular interna que
formara al embrién-feto, mientras que otras células se diferenciaran originando al

trofoblasto, para formar la placenta (Johnson y Ziomek, 1981).

Se sabe que el ovocito posee todos los elementos necesarios para el
desarrollo embrionario, con la excepcién de un centro de divisién activo, el
centrosoma, el cual se encuentra en el espermatozoide. Este centro consta de
dos centriolos en un arreglo perpendicular con un material pericentriolar,
considerado como el responsable de la nucleacién de los microtdbulos para la
formacién del huso mitético (Palermo et al, 1997). Por lo tanto, durante la
fertilizacién el espermatozoide proporciona al cigoto el centro director de la
primera division mitética (Moomjy ef al., 1999; Colombero et al., 1999).

Durante la fusién de las membranas citoplasmaticas de los gametos,
algunas proteinas de la membrana espermética son incorporadas a la

membrana del ovocito. Una de estas proteinas, es la sefial de segmentacién uno



o CS1 (por sus siglas en inglés Cleavage Signal 1) que consta de dos
subunidades de 14 y 18 kDa, y que es parte de un sistema de informacién
extranuclear necesario para que el proceso de segmentacién se desarrolle

adecuadamente.

1.3. ASINCRONIA DEL DESARROLLO EMBRIONARIO TEMPRANO.

En especies que tienen la capacidad de gestar varias crias a la vez
(politocas) se puede llegar a presentar un desfasamiento en las etapas
tempranas de la segmentacion entre los productos de esa gestacién, este
proceso es conocido como asincronia (Tsunoda et al., 1985).

Entre las causas de este fendmeno se encuentran el tiempo de ovulacién,
el transporte de espermatozoides y del cigoto, la activacion del ovocito, los
factores internos del cigoto que controlan el proceso de segmentacion, y el
ambiente donde estos procesos ocurren (Avery et al., 1992). Sin embargo, son
pocos los estudios que se han realizado para tratar de comprender este
fenémeno.

Sato y Yanagimachi en 1972, utilizando hembras de hamster Sirio Dorado
(Mesocricetus auratus) jbvenes (de 2 a 3 meses de edad y peso de S0 a 120 grs)
encontraron una sincronia relativa en las etapas tempranas de la segmentacién,
ya que en el dia uno de la gestacién hubo embriones de 1 a 2 blastémeros, en el
dia dos, de 2 a 4 blastémeros, en el tercer dia, de 4 y 8 blastémeros y finalmente
al cuarto dia, blastocistos tempranos y expandidos.

En contraparte, Nieder y Caprio (1990), utilizando hembras de hamster
Siberiano (Phodopus sungorus) nuliparas, reportaron una marcada asincronia en
las etapas tempranas de la segmentacién ya que al tercer dia postcoito
recuperaron embriones en diferentes etapas de la segmentacion (2, 4, 6y 8

blastdmeros), mientras que en el cuarto dia postcoito encontraron embriones en



etapa de morula, blastocisto e incluso de 4 y 8 blastdomeros.

Recientemente, nuestro grupo de trabajo (Navarro et a/., 2000) estudié el
desarrollo embrionario temprano en el hamster Sirio Dorado (Mesocricetus
auratus) en hembras nuliparas (3 meses de edad) y muitiparas (2 0 mas partos),
los resultados mostraron que a menor edad de las hembras hay menor
asincronia en las etapas de segmentacion, mientras que con dos o mas partos
hay mayor asincronia. Ademas, se encontrd que existe un retraso en el patrén
de segmentacién en las hembras multiparas en comparacion con las hembras

nuliparas.

Por otra parte, se conoce que en las hembras de algunos mamiferos, a
mayor edad existe pérdida progresiva de la capacidad reproductiva, misma que
se caracteriza por alteracién de la regularidad de los ciclos estrales y la
subsecuente disminucién de la tasa de fertilidad y prolificidad (Vom Saal et al.,
1994).

LaPolt et a/. (1990) encontraron que en ratas hembra de edad avanzada,
la disminucién de la fertilidad y el tamafio de la camada, esta asociada a una
reduccidn del numero de blastocistos normales y disminucion de su

implantacion.

Matt et a/. (1987) y Anzalone et al. (2001) reportaron que la baja
capacidad reproductiva de las hembras de edad avanzada se relaciona con la
pérdida de la funcién ovarica y la alteraciébn en el patrén de secrecién de
estradiol y progesterona.

Es conocido ademas, que la duracién de la gestacion aumenta conforme
la edad de las hembras avanza. Soderwall et a/. (1960) utilizaron hembras de
hamster Sirio Dorado con edades desde 1 hasta 27 meses para determinar si
existia relacion entre la edad de las hembras, la duracion de la gestacion y el



tamafio de la camada, encontrando que después de los 14 meses de edad hay
una disminucion de 1a fertilidad y prolificidad, y que conforme aumenta la edad
de las hembras, aumenta también la duracién de la gestacion. En el caso de las
hembras de un mes de edad la duracién de la gestacién fue de 373 hrs, a los 5
meses de edad fue de 381 hrs, y a los 14 meses de edad de 402 hrs.

Por otro lado, las hormonas ovaricas inducen cambios morfolégicos,
fisiologicos y bioquimicos en el oviducto, que incluyen cambios en la actividad
biosintética y la liberacién de proteinas por el epitelio oviductal. La presencia de
proteinas derivadas del oviducto y de factores especificos en el microambiente
del oviducto, facilitan la fertilizacion y el desarrollo de las primeras etapas de la
segmentacién (Buhi et al., 1997).

1.4. TRANSPORTE EMBRIONARIO.

Una vez que se ha llevado a cabo la fertilizacion, en la region ampular del
oviducto, el cigoto o embrién que carece de movilidad propia, tiene que ser
transportado a través del oviducto hasta el sitio de implantacion en el Gtero
(Villalén et al., 1999), utilizando para ello varios mecanismos entre l0os que se
encuentran la contraccion de la musculatura lisa, el movimiento de las células
ciliadas y del fluido oviductal en direccién at Utero (Rosselli et al., 1994; Martinez
et al., 2000).

La duracién del transporte oviductual debe ser la adecuada ya que si el
embrién entra de manera anticipada al Utero, puede ser expulsado a través de la
vagina, mientras que una estancia mayor de los embriones en el oviducto puede
disminuir su viabilidad (Velasquez et al., 1995).

El que el embridn precise de un tiempo Optimo para su transporte a través
del oviducto, hace pensar que se requieren mecanismos especificos para regular

este proceso como son:
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1) Regulacién enddcrina (de origen ovarico)
2) Regulacién paracrina (de origen embrionario) (Villalén ef al., 1999).

1.4.1. REGULACION ENDOCRINA.

El estradiol y la progesterona secretadas por el ovario tienen un papel
importante en la regulacién del transporte embrionario (Wu et al., 1971; Ortiz et
al., 1979) a través de receptores intracelulares oviductales que controlan la
sintesis de proteinas (Rios et al,, 1997; Orihuela et al, 2001a). El estradiol
aumenta la velocidad del transporte embrionario, mientras que la progesterona
ejerce un efecto contrario, sin embargo este comportamiento varia dependiendo

de la especie, la dosis y el tiempo de administracién (Villalon et al., 1999).

Forcelledo et al. (1981) analizando los niveles de estradiol y progesterona
y la tasa de transporte del cigoto en ratas, bajo tres condiciones fisioldgicas
(gestantes, seudogestantes y ciclando), concluyeron que las diferencias
cbservadas en el paso del embridn a través del- oviducto, se relacionaban con
los niveles hormonales de cada grupo. Sugiriendo ademas, que los niveles
hormonales postovulatorios son los que mas influyen en el transporte del
embrion.

Por otra parte, Ortiz et al. (1979) estudiando el efecto de la administracién
‘ de estradiol sobre el transporte embrionario y Ia fertilidad en ratas, concluyeron
que esta hormona acelera el paso del embrién a traves del oviducto, y que
cuando los embriones entran de manera prematura al Gtero son expulsados a
través de la vagina.

En cuanto al efecto de la progesterona sobre el transporte embrionario,
Kendle y Lee en 1980, realizaron un estudio en el ratdn para determinar la
influencia de esta hormona sobre el pasc de los embriones por el oviducto,
concluyendo que no existe una relacién entre la secrecidn postovulatoria de esta
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hormona y el transporte, sin embargo, si se administra la progesterona antes de
la ovulacion acelera el transporte de los embriones.

1.4.2. REGULACION PARACRINA.

Ha sido reportado que los embriones y ovocitos son transportados a
diferentes velocidades en el oviducto de los murciélagos (Rasweiler, 1979), y de
las yeguas (Weber et al., 1991). En estas especies los ovocitos son
selectivamente retenidos en el oviducto, mientras que los embriones son
transportados hasta el utero.

Lo anterior sugiere que ademas de la participacién de las hormonas
ovaricas en la regulacién del transporte del embrién, existen factores que son
producidos y liberados por el mismo embrion y que influyen sobre su paso a
través del oviducto (Villalon et al., 1982; Ortiz et al., 1986; Villalén et al., 1999).

A este respecto, Velasquez et al. (1995), realizando un trabajo para
determinar la participacion del factor activador de plaquetas o PAF (por sus
siglas en inglés Platelet-Activating Factor) sobre el transporte embrionaric,
concluyeron que este factor que es producido y secretado por el embridn de
hamster, actia como sefial reguladora para su transporte hacia el utero. Asi
mismo, se ha demostrado la existencia de receptores al PAF en las celulas del
oviducto, localizadas en proximidad de los embriones y en cuanto a la expresion
del RNAm del receptor del PAF, éste se produce principaimente en el
endosélpinx, hecho que confirma que el PAF es un regulador paracrino del
transporte (Velasquez et al., 1997).

Este factor también tiene un papel importante en la regulacién del
transporte embrionario en otras especies, en donde se ha reportado la liberacién
del mismo durante el transporte embrionario por el oviducto. Por otra parte, si el

PAF es la sefal que facilita el transporte del embrién hacia el Utero y esto se
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realiza como en la rata, por el aumento de las contracciones del miosalpinx, el
endosalpinx podria funcionar como una estacién de relevo entre el embrién y las
células del mdsculo liso (Villalén ef al., 1999; Martinez et al., 2000).

Wijayagunawardane et a/. 1999a sugieren que la oleada preovulatoria de
hormona luteinizante (LH), la secrecién de estradiol proveniente de los foliculos y
la progesterona proveniente de cuerpos luteos, tienen un efecto estimulatorio
sobre la produccidn de prostaglandinas (PGE2 y PGF2-alfa) y endotelina (ET-1)
durante el ciclo periovulatorio, ambos compuestos son agentes contractiles de
las células epiteliales del oviducto (Kozuka et al., 1989; Martinez et al., 1998). Se
ha sugerido que una elevada concentracién de endotelina (ET-1) durante este
periodo podria inducir la alta actividad contractii del oviducto, necesaria para
facilitar el transporte de gametos o embriones durante el periodo periovulatorio
(Wijayagunawardane et a/., 1999b).

La ET-1 contrae a las células del muscuio liso por el aumento intracelular
de Ca%, proceso que es mediado a través de uno de los dos receptores
propuestos para ET-1, el ET-A, por otra parte a través del receptor ET-B, la ET-1
estimula la liberacién de factores relajantes, como el oxido nitrico (ON) (Palmer
et al., 1987). El ON ejerce sus efectos relajantes sobre las células del musculo
liso a través de la activacidn de la enzima guanilato ciclasa que se encuentra
dentro de estas células, esta enzima genera guanosin monofosfato ciclico
(GMPc), seguido por una disminucién de Ca** intracelular. Este agente relajante
es sintetizado por la enzima oxido nitrico sintasa a través de la oxidacion de L-
arginina (Rosselli et al., 1994).
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2. JUSTIFICACION

La asincronia en el desarrolio embrionario de las hembras adultas
hamster de dos o mas partos, encontrada en estudios previos de nuestro grupo
de trabajo, contrasta ampliamente con la sincronia de los embriones de las
hembras jévenes, sin embargo no esta claro si la asincronia embrionaria esta en

funcién de la edad de las hembras, al numero de partos (paridad) ¢ de ambos.

E!l abordaje de esta tematica de estudio permitira conocer la influencia de
la condiciéon reproductiva y fisiolégica de la hembra sobre el desarrolio
embrionario temprano y el transporte del embrién e inferir sobre aspectos de su

causa, control y significancia.
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3. HIPOTESIS

La asincronia del desarrollo embrionario temprano en el hamster esta
relacionada con la edad de las hembras mas que con el nimero de partos.
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4. OBJETIVOS

GENERAL:

Evaluar el desarrollo embrionario temprano en hembras hamster nuliparas

jovenes, nuliparas adultas y multiparas.

ESPECIFICOS:

Evaluar el desarrolio y el nimero de embriones obtenidos en cada uno de
los grupos de estudio.

Determinar su existen diferencias en el transporte embrionario entre los
grupos de estudio.

Conocer si existe una relacién entre la edad y paridad con la asincronia
embrionaria.



5. MATERIAL Y METODOS.

5.1 ANIMALES.

Se utilizaron un total de 84 hembras hamster Sirio Dorado (Mesocricetus
auratus) que fueron alojadas en el bioterio bajo las siguientes condiciones: 26°C
de temperatura promedio, fotoperiodo de 14 hrs luz {(encendidas a las 400 AM y
apagadas a las 6:00 PM) por 10 hrs de oscuridad y alimentados ad /ibitum con

nutricubos Purina y agua.

5.2. GRUPOS EXPERIMENTALES:

Las hembras fueron divididas en tres grupos experimentales con las

siguientes caracteristicas:

Grupo 1. 30 hembras nuliparas jovenes de 3 meses de edad y peso de
136486.17grs (promedio + DE).

Grupo 2: 24 hembras nuliparas adultas de 7 meses de edad y peso de
207+7.67grs.

Grupo 3: 30 hembras multiparas (tres partos) y caracteristicas similares a las del
segundo grupo.

Para integrar cada grupo se utilizaron hembras que mostraron regularidad
en la duracién de sus ciclos estrales (4 dias) (Ortiz et a/., 1986, Velasquez et al.,
1995), para lo cual previamente se les hizo un seguimiento a través de citologia
vaginal exfoliativa (CVE) durante 12 dias consecutivos (Mizoguchi y Dukelow,
1981).



Las hembras de los grupos 1 y 2 fueron colocadas en grupos de 6
animales por cada caja (de acrilico de 60X15X10cm), mientras que las hembras
del tercer grupo fueron alojadas en cajas individuales (de acrilico de
20X10X10cm), para que pudieran parir adecuadamente.

A las hembras nuliparas adultas se les hizo CVE durante 8 dias cada 30
dias para confirmar la regularidad de sus ciclos, hasta que fueron utilizadas para

el experimento.

En las hembras multiparas, se registrd el nimero de crias nacidas y
destetadas en cada uno de los tres partos.

5.3. APAREAMIENTOS.

E! dia de la secrecién vaginal postovulatoria, se considerd como dia 1 del
ciclo estral (Villalén et al., 1982).

El apareamiento se realiz6 en la tarde (6:00 PM) dei tercer dia del ciclo
(fase de proestro), previamente se registrd el peso de las hembras y se les
efectto CVE para confirmar su proestro, luego fueron colocadas en cajas
individuales con machos de fertiidad comprobada siguiendo el esquema
propuesto por Orsini (1961) y Velasquez et al. (1995).

El tiempo de apareamiento se limitéd a 15 minutos (Navarro et a/., 2000) y
fue confirmado al observar espermatozoides en el lavado vaginal que se realizé
a la mafana siguiente, segun lo descrito por Blaha (1964).



5.4. OBTENCION DE EMBRIONES.

Entre las 60 y 69 horas postcoito (PC), las hembras fueron transportadas
al 1aboratorio, en un tiempo aproximado de 10 minutos. Fueron sacrificadas por
dislocacion cervical. Se colocaron sobre una tabla de diseccidon en posicién
decubito dorsal, realizando una incisidn por la linea media ventral, abarcando
piel, musculo y peritoneo. Una vez localizado el aparato reproductor se procedid
a extraerlo desde los ovarios hasta el cuello del Utero. E! aparato reproductor se
colocd en un vidrio de reloj siliconizado y se lavé con solucion buffer de fosfatos
(PBS: NaCl 136mM; KCl 2.68mM; Na; HPO4 8.1mM y KH,PO4 1.46mM) (J.T.
Beaker) suplementado con 0.3% de albimina sérica bovina (BSA) (Sigma
A3059) (Hogan et al., 1986). El tiempo promedio desde el sacrificio hasta la
obtencién del aparato reproductor fue de 5 minutos.

Se separaron ovarios y aviductos colocandolos en cajas de 4 pozos con
PBS-BSA. Los oviductos fueron cortados con el bisel de una aguja calibre 25
bajo el microscopio estereoscopico, el tejido remanente se lavd con 0.5ml de

PBS-BSA. En el microscopio invertido con aumento de 250X se localizaron los



desde la obtencidn del aparato reproductor hasta el analisis de los embriones fue
de 10 minutos.

5.5. ANALISIS ESTADISTICO.

El andlisis estadistico del total de embriones recuperados de oviductos y
uteros, fue realizado mediante la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis. El
numero de embriones recuperados en los diferentes tiempos fue analizado
mediante el analisis de varianza (ANOVA), un valor de p<0.05 fue considerado

estadisticamente significativo.
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6. RESULTADOS.

El nimero de embriones recuperados en las hembras nuliparas jovenes,
nuliparas adultas y multiparas fue 234, 158 y 225 respectivamente. El promedio
(+DE) de cuerpos luteos ‘observado por hembras en cada grupo fue 5.2 (1.7), 7.0
(1.9) y 6.0 (1.9) respectivamente, mientras que el promedio (+tDE) de embriones
recuperados por hembra en cada grupo fue 7.8 (2.8), 6.6 (2.8) y 7.5 (3.3) en el
mismo orden.

En las hembras multiparas, el nimero de crias nacidas y destetadas al
primer parto en promedio fue 9.4 (2.5) y 7.3 (3.7) respectivamente, en el
segundo parto aumentaron ambos parametros a 10.2 (3.4) y 8.5 (3.6) vy al tercer
parto el nimero de crias al nacimiento aumenté a 11.2 (2.1), mientras que el

numero de crias destetadas se mantuvo constante con 8.5 (2.3).

En las hembras nuliparas jovenes a las 60-61 hrs PC se obtuvieron
embriones en tres diferentes etapas de la segmentacién (4, 6 y 8 blastomeros)
predominando los embriones de 8 blastdmeros (96%). A las 6263 hrs PC, se
recuperaron los primeros embriones en etapa de mérula (10%), sin embargo,
continuaron predominando los embriones de 8 blastdmeros (82.5%).
Posteriormente a las 64-65, 66-67 y 68-69 hrs PC, solamente se recuperaron
embriones en dos etapas de la segmentacion (de 8 blastomeros y morulas).
Entre las 64 y 67 hrs PC el mayor porcentaje de embriones correspondié a la
etapa de 8 células (82 y 72% respectivamente), mientras que a las 68-69 hrs PC
se observo el mayor nimero de moérulas (70%) (Fig 1).

21



Fig 1. Etapas de segmentacién en embriones de
hembras nuliparas jévenes a 60-69 hrs PC (n=30).
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En las hembras nuliparas adultas a las 60-61, 62-63 y 64-65 hrs PC se
obtuvieron embriones en etapas de 4, 6 y 8 blastdmeros, predominando los
embriones de 8 blastémeros (76.5, 81.3 y 86.4%, para cada uno de los tiempos
estudiados) (Fig 2). A las 66-67 hrs PC aparecen las moérulas (2.4%), sin
embargo, la etapa de desarrollo que predomina es la de 8 blastémeros (92.9%).
A las 68-69 hrs PC, el 30% de los embriones recuperados se encuentra en
estado de mérula y el resto en etapa de 8 blastdmeros.

Fig 2. Etapas de segmentacién en embriones de
hembras nuliparas adultas a 60-69 hrs PC (n=24).
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Las hembras multiparas a las 60-61, 62-63 y 64-65 hrs PC, tuvieron
embriones de 4, 6 y 8 blastdmeros, predominando en los tres tiempos los
embriones de 8 blastomeros (76.5, 81.3 y 86.4%, para cada uno de los tiempos
estudiados). A las 66-67 hrs PC aparecen mdrulas (11%), predominando los
embriones de 8 blastémeros (75%). A las 68-69 hrs PC, el 34% de los embriones
se encuentran en la etapa de mérula, mientras que el 60% se encuentra en
etapa de 8 blastdmeros y auin hay embriones de 4 y 6 blastomeros (2 y 4%) (Fig
3).

Fig 3. Etapas de segmentacién en embriones de
hembras multiparas a 60-69 hrs PC (n=30).
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En la figura 4 se muestra el porcentaje de embriones recuperados en
oviductos y uteros en los tres grupos estudiados. El porcentaje de embriones
recuperados de los oviductos de las hembras nuliparas jévenes fue
significativamente diferente (p<0.05) con respecto al de las hembras nuliparas
adultas y multiparas (12, 37 y 30%, respectivamente). El porcentaje de
embriones recuperados de los oviductos de las hembras nuliparas adultas y
multiparas no tuvo diferencias significativas.
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‘ Fig 4. Porcentaje de embriones recuperados entre

las 60 y 69 hrs postcoito segtn su sitio de

] localizacion.
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Por otro lado, en las hembras nuliparas jovenes a las 60-61 hrs PC el
35% de sus embriones se recuperaron de los oviductos y a partir de las 62 hrs
PC la totalidad de los embriones se recuperaron de los uteros, siendo esta

diferencia significativa (p< 0.05) (Fig. 5).

| Fig 5. Regidn de localizaciéon de embriones en

hembras nuliparas jévenes a 60-69 hrs PC (n=30).
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En las hembras nuliparas adultas se observé una disminucién progresiva
en el numero de embriones recuperados de los oviductos a partir de las 60-61
hrs PC (65%); hasta alcanzar un minimo a las 66-67 hrs PC (10%). A las 68-69
hrs PC la totalidad de los embriones se recuperaron de los Uteros (p< 0.05) (Fig
6).

Fig 6. Regidn de localizacién de embriones en
hembras nuliparas adultas a 60-69 hrs PC (n=24).
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En las hembras multiparas, el porcentaje de embriones recuperados de
fos oviductos a las 60-61, 62-63 y 64-65 hrs PC se mantuvo constante (52, 51y
55%, respectivamente). A las 66-67 y 68-69 hrs PC disminuyé (13 y 4%,
respectivamente) siendo esto estadisticamente significativo con respecto a los

tiempos anteriores (p< 0.05) (Fig. 7).
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Fig 7. Regidén de localizacién de embriones en
hembras multiparas a 60-69 hrs PC (n=30).
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7. DISCUSION

Los resultados de la presente investigacion confirman que existe
asincronia en el desarro!'o embrionario en todos los grupos de hembras

estudiadas, lo cual crincide con 1o reportado por Nieder y Caprio en 1990.

La asincronia en el desarrollo embrionario se acentlia en las hembras
nuliparas adultas y atiin mé&s on las multiparas, lo cual podria relacionarse con
los cambios anatomo-fisiolégicos derivados de la edad y del desgaste
reproductivo de estas hermbras, que se manifiestan por cambios en el
mecanismo de la ovulacion, la maduracion de gametos, el transporte de gametos
y embriones, el ambiente hormonal y los cambios histoldgicos del aparato

reproductor.

Los datos aqui obteridaos concuerdan con lo reportado anteriormente por
nuestro grupo de trabgjo (Navairo et al., 2000) donde se determind que a menor

edad de las hembras habia mgsor asincronia.

Uno de los factores criticos que determinan la asincronia en las etapas
del desarrollo embrionacic, e« el ambiente del oviducto donde se llevan a cabo
los primeros ciclos de divisién {Avery et al., 1992). En él se proporcionan las
condiciones necesarias para gu2 ocurra la interaccion entre gametos y para que
el desarrollo embrionario termgrano se realice de manera adecuada (Murray y
Messinger, 1994), estas funciones son reguladas por el estradiol y la

progesterona (Wijayagunaw="121¢e et al., 1999b)

A este respecto Buhi e al (1997) determinaron que estas hormonas
Ovaricas inducen cambics morfolédgicos, fisioldgicos y bioquimicos a nivel
oviductal y una de estas alteraniones es la sintesis y liberacion de proteinas por

el epitelio oviductal.
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En cuanto a la liberacién de estas proteinas oviductales, Murray y
Messinger (1994) determinaron que durante los tres primeros dias de gestacion,
el oviducto de hamster, cuyo ambiente es predominantemente estrogénico,
sintetiza y libera una glicoproteina de peso molecular de 200 kDa que se adhiere
a la ZP y a la membrana plasmatica de los blastémeros, y que participa en el
proceso de segmentacidn y adhesion de los blastémeros.

Por otra parte, se sabe que en las hembras adultas ocurre una
disminucién progresiva de la capacidad para mantener ciclos estrales regulares
(Matt et al., 1987), asi como una disminucién de ia tasa de fertilidad y prolificidad
(Edwards et al, 1998). Los mecanismos y factores responsables de esta
disminucién reproductiva relacionada con la edad no son totalmente conocidos,
la pérdida de la ciclicidéd ha sido relacionada con aiteraciones en la regulacién
neuroenddcrina de fa secrecion de gonadotrofinas y con una disminucion de la
reserva folicular (Anzalone et al., 2001), ademas la disminucién de la fertilidad y
prolificidad en las hembras adultas, ha sido relacionada con una disminucién en
el nimero de blastocistos normales que se desarrollan (Matt et al., 1987).

Por lo tanto, la asincronia observada en las hembras nuliparas adultas y
multiparas podria servir para estudiar el mecanismo a través del cual la edad
afecta la capacidad reproductiva de ias hembras.

Los resultados aqui obtenidos en cuanto a la menor asincronia de las
etapas de la segmentacién en hembras nuliparas jévenes, también concuerdan
con lo reportado por Sato y Yanagimachi (1972) quienes recuperaron al tercer
dia de gestacion, en hembras hamster de 2 a 3 meses de edad, solo embriones
en dos etapas de segmentacion (de 4 y 8 blastomeros).

Nieder y Caprio (1990) por su parte, reportaron en hembras de hamster
Siberiano (Phodopus sungorus), una marcada asincronia en el desarrollo
embrionario temprano, al recuperar embriones de 3 a 4 etapas de la
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segmentacion. Cabe mencionar que estos autores no especifican la edad de las
hembras que utilizaron pero por lo agqui encontrado, podriamos suponer que
eran nuliparas aduitas o tai vez multiparas.

Es posible que la asincronia sea un mecanismo relacionado con la
sobrevivencia embrionaria por adaptacion al ambiente oviductal y uterino, siendo
importante mencionar, que durante el segquimiento reproductivo que se hizo de
las hembras multiparas en el presente trabajo, el nimero de crias al nacimiento
aumenté en cada parto (9.4 crias en el primer parto, 10.2 en el segundo y 11.2
en el tercero) con lo cual se demuestra que la asincronia del desarrollo no es

contrario a la eficiencia reproductiva en estas condiciones de estudio.

Sin embargo, ha sido reportado que después del quinto parto, existe una
disminucién en el tamafio de la camada, que ha sido relacionada con la

disminucion en el numero de foliculos ovulatorios (Edwards ef al., 1998).

Por su parte Matt et al. (1987) encontraron que la disminucidén en el
tamafo de la camada en ratas aduitas, también podria relacionarse con una
disminucién en el numero de blastocistos normales presentes antes de la
implantacion. Este fendmeno ya ha sido reportado también para el hamster
(Blaha, 1964, Parkening y Soderwall, 1975).

Dado que el presente estudio deriva de otro donde se determind que
entre las 62 y 63 hrs PC es el mejor momento para la recuperacion de
embriones de 8 blastémeros, no debe extrafiar que en el presente, la mayoria de
los embriones obtenidos entre las 60 y 68 hrs PC de los tres grupos de hembras
fueron de 8 células, a excepcion de los colectados a las 68-69 hrs PC del grupo
de nuliparas j6venes que fueron moérulas.

En la presente investigacién se observé mayor desarrollo embrionario en

las hembras nuliparas jovenes, lo que se demuestra por la presentacion de las
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primeras moérulas, 4 hrs antes (62-63 hrs PC) en comparacion con lo encontrado
en las hembras nuliparas adultas y multiparas (66-67 hrs PC) y por la rapida
desaparicién de las etapas de 4 y 6 blastémeros. Sin embargo, al iguai que lo
ocurrido con la asincronia en el desarrolio embrionario y al comparar las crias
obtenidas en cada uno de los partos de las hembras multiparas, no hay
evidencia de que este retraso se relacione con la disminucidn del éxito
reproductivo, sino al contrario.

Varios han sido las propuestas para entender el patrén de segmentacion
de los embriones de hembras adultas. Day et al. (1989) reportaron un retraso en
el patrén de segmentacién en las ratas hembras Long-Evans de 10 meses de
edad, y determinaron que este retraso podria estar relacionado con la alteracion

del patrén de sintesis de RNAm del cigoto.

LaPolt et al. (1990, 1998) y Day et al. (1991) reportaron que un aumento
en los niveles de estradiol o una disminucién en la proporcién de progestrona-
estradiol, durante las etapas tempranas de la gestacion afectan el patrén del

desarrollo embrionario temprano en ratas hembras.

Por otro lado, el paso del embrién hacia el Utero debe hacerse en el
momento adecuado, ya que si lo hace anticipadamente puede llegar a causar
una disminucion en su viabilidad o incluso su expulsion a través de la vagina. En
las hembras nuliparas adultas y multiparas el 63 y 70% de los embriones fueron
recuperados de los uteros, mientras que en las hembras nuliparas jovenes fue el
82% (p< 0.05) (Fig 4). Es posible que los cambios histoldgicos (presencia de
mas pliegues epiteliales e invasion de tejido conectivo fibroso) causen una
disminucién de la respuesta del oviducto y utero a los estimulos hormonales y a
la sefalizacion embrionaria, conforme aumenta la edad de las hembras. Sin
embargo y al igual que lo reportado para la asincronia en el desarrolio
embrionario, esto no parece afectar la reproduccién, sino al contrario, ya que en
las hembras multiparas que presentan una retrasc en el momento de entrada de
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los embriones al Utero, no se observa una disminucién en el tamafo
de la camada (hasta la tercer camada). Estos datos concuerdan con los
resultados obtenidos por Ortiz et al. (1986) y Velasquez et al. (1995) p%ra esta
misma especie.

Ortiz et al. (1986), encontraron que existe un transporte diferencial a
través del oviducto de ovocitos y embriones en el hamster, lo que no es
necesariamente debido al estado reproductivo de la hembra (gestante o no
gestante), sino a caracteristicas propias del embrién. Estos autores recuperaron
el 85% de los embriones de los Uteros al tercer dia de gestacion en las hembras
nuliparas.

Velasquez et al. (1995) por su parte, reportaron que los embriones de
hembras hamster nuliparas (3 meses de edad), entran al utero al tercer dia de la
gestacién, lo cual coincide con los resultados obtenidos en este trabajo y que un

factor de origen embrionario interviene en la regulacién de este transporte.

Con respecto a los factores de origen embrionario que modulan su
transporte, Hermoso et al. (1996) determinaron que los embriones de hamster en
etapas previas a la implantacion producen vy liberan prostaglandinas
(especialmente la PGE2) y PAF, sugiriendo la participacién de estos factores en
la regulacién de la tasa de transporte oviductal. También se ha establecido que
el momento de la entrada de los embriones al Utero esta determinado por las
concentraciones de estradiol y progesterona (Forcelledo et al., 1981; Forcelledo
et al., 1986; Fuentealba et al., 1988; Orihuela et a/., 2001b). Estas hormonas
ejercen sus efectos sobre el transporte embrionario a través de receptores
intracelulares que controlan la sintesis de RNA (mensajeros, ribosomales y de
transferencia) especificos para ciertas proteinas, como las prostaglandinas (Rios
et al., 1997; Orihuela et al., 2001a).
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Por otra parte, Ortiz et a/. (1989) en un trabajo sobre Ia tasa de transporte
de embriones en la rata, determinaron que existe una diferencia en el momento
de entrada de los embriones al utero y que ésta depende de la etapa de
desarrollo del embridn, Ortega-Moreno (1995) determind que los embriones en
etapas avanzadas, tiberan factores (prostaglandinas) que podrian estar actuando
sobre el oviducto o a nivel de la union Utero-tubarica para favorecer su transito

hacia el utero.

Por lo tanto, la diferencia en el porcentaje de embriones recuperados a
partir de los oviductos entre hembras jovenes, adultas y multiparas, podria estar
relacionado con los cambios hormonales que ocurren conforme aumenta la edad
de las hembras (Nass et al., 1984; Anzalone et al., 2001).

Otro aspecto importante, es el aumento en el tiempo de gestacién que
ocurre conforme aumenta ia edad de las hembras (Soderwall et al, 1960),
aunque en este trabajo no se evalud la duracién de la gestacién en ninguno de
los grupos, los resultados obtenidos en cuanto al transporte embrionario nos
permiten sugerir que este aumento ocurre desde la etapa inicial del desarrollo
embrionario temprano.

Es importante mencionar que el embridn avanza algunas veces de
manera pasiva, como es el caso del movimiento ciliar oviductal, de las
contracciones musculares oviductales y por arrastre del liquido oviductal,
mismas que se encuentran bajo control hormonal endégeno. Sin embargo, como
se menciond anteriormente existe una regulacién para el transporte del embrién
inducida por el mismo a través de la liberacién de factores que actuan sobre el
musculo liso oviductal. A este respecto, es importante realizar estudios para
conaocer si estos factores, influyen en el transito de embriones vecinos, porque
de ser asi, se podria explicar {a presencia de embriones en etapas tempranas de
desarrollo (anteriores a 8 blastémeros) en el dtero de hembras nuliparas aduitas

y multiparas.
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También es importante mencionar que durante la perfusion de los dteros
era notoria la facilidad con que se podia hacer en aquellos procedentes de las
hembras nuliparas jovenes, en comparacion a los de las hembras de los otros
dos grupos, debido quiza a una mejor disposicidén anatdémica.

Las hembras nuliparas adultas y multiparas, tuvieron similar porcentaje de
embriones en los Uteros y esto fue diferente a lo ocurrido con las nuliparas
jovenes. De nueva cuenta parece ser que la edad més que la condicidn
reproductiva de las hembras, es el que mas influye. Cabe también sefalar que
esta similitud entre los dos primeros grupaos se did a pesar de las diferencias en
el patrén de desarrollo embrionario ya explicado, con lo que también surge la
inquietud de conocer como se esta dando la sefializacidén para el transporte
activo embrionario en los diferentes tipos de embriones y tipos de hembras.
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8. CONCLUSIONES

1.- De acuerdo a los resultados obtenidos en este trabajo se puede concluir que
la asincronia en el desarrollo embrionaric existe en los tres grupos de hembras
estudiadas, siendo mas acentuada en las hembras adultas y multiparas, por lo
que es posible que la edad influya mas que la condicion reproductiva en este

fendmeno.

2.- Con relacién al transporte del embrién en el oviducto no hubo diferencias
significativas entre las hembras nuliparas adultas y multiparas y si las hubo
(p<0.05) al comparar estos dos grupos con las hembras nuliparas jévenes, por lo
que de nuevo se sugiere que es la edad el principal factor que influye.

3.- A pesar de la mayor asincronia en el desarrollo y el tiempo para llegar al
utero, en los embriones de hembras multiparas, esto no se manifiesté en
reduccion de la eficiencia reproductiva, a considerar por la cantidad de crias al

nacimiento desde el primer parto hasta el tercero.

4.- Es posible que la asincronia en el desarrollo embrionaric sea un proceso
adaptativo para la sobrevivencia embrionaria en hembras politocas cuyo control
y significado aun no estan del todo entendidos.

5.- Es necesario continuar la investigacién en puntos tales como los factores del

transporte activo del embrién y su relacion con las etapas de desarrollo
embrionario y el tipo de hembra.

34



9. BIBLIOGRAFIA.

Anzalone, Ch.R.; Hong, L.S; Lu, JKH.; LaPolt, P.S. 2001. Influences of age
and ovarian follicular reserve on estrous cycles patterns, ovulation, and
hormone secretion in the Long-Evans rat. Biol. Reprod. 64:1056-1062.

Avery, B.; Jorgensen, C.B.; Madison, V.; Greve, T. 1992. Morphological
development and sex of bovine in vitro-fertilized embryos. Mol. Reprod and
Develop. 32: 264-270.

Barros, C.; Crosby, J.A.; Moreno, R.D. 1996. Early steps of sperm-egg
interactions during mammalian fertilization. Cell Biol. Int. 20(1): 33-39.

Bavister, B.D. 1980. Recent progress in the study of early events in
mammalian. Develop. Growth and Differ. 22(1): 385-402.

Bedford, J M. 1998. Mammalian fertilization misread? Sperm penetration of
eutherian zona pellucida unlikely to be a lytic event. Biol. Reprod. 59:1257-
1258.

Blaha, G.C. 1964. Effect of age of the donor and recipient on the
development of transferred golden hamster ova. Anat. Rec. 150 :413-416.

Bowen, J.A.; Hunt, J.S. 2000. The Role of Integrins in Reproduction.
Proceedings of the Society for Experimental Biology and Medicine 223:331-343.

Brandelli, A.; Miranda, P.V.; Tezon, J.G. 1994. Participation of glycosylated
residues in the human sperm acrosome reaction: possible role of N-
acetylglucosaminidase. Biochim. Biophys. Acta 1220(3):299-304.

Buhi, W.C.; O’brien, B.; Alvarez, | M.; Erdos, G.; Dubois, D. 1997. Iimmunogold
localization of porcine oviductal secretory proteins within the zona
pellucida, perivitelline space, and plasma membrane of oviductal and
uterine oocytes and early embryos. Biol. Reprod. 48:1274-1283.

Colombero, L.T.; Moomjy, M.; Sills, E.S.; Rosenwaks, Z.;: Palermo, G.D. 1999.
The role of structural integrity of the fertilising spermatozoon in early
human embryogenesis. Zygote 7(2):157-163.

Chen, M.S.; Almeida, A.C.;, Huovila, A.P.J.: Takahashi, Y.; Shaw, L.M.; Mercurio,
AM.; White, J.M. 1999. Evidence the distinct states of the integrin aifa and
beta interact with laminin and an ADAM. J. Cell. Biol. 144(3):549-561.

Day, J.R.; Lapolt, P.S.; Morales, T.H.; Lu, JKH. 1989. An abnormal pattern of

embryonic development during early pregnancy in aging rats. Biol. Reprod.
41:933-939.

35



Day, J.R., Lapolt, P.S.; Lu, JKH. 1991. Plasma patterns of prolactin,
progesterone, and estradiol during early pregnancy in aging rats: relation
to embryonic development. Biol Reprod. 44:786-790.

Dean, J. 1992. Biology of mammalian fertilization: role of the zona pellucida.
J. Clin. Invest. 89:1055-1058.

Ducibella, T.; Shigeak; Kurasawa; Duffy, P.; Kopf, S.G; Schultiz, M.R. 1993.
Regulation of the polyspermy block in the mouse egg: maturation-
dependent differences in cortical granule exocytosis and zona pellucida
modifications induced by inositol 1,4,5-trisphosphate and an activator of
protein kinase C. Biol. Reprod. 48:1252-1257.

Edwards, H.E.; Tweedie, Ch. J.; Terranova, P.F.; Lisk, R.D.; Wynne-Edwards,
K.E. 1998. Reproductive aging in the Djungarian hamster, Phodopus
campbelli. Biol. Reprod. 58:842-848.

Evans, J.P.; Schultz, RM.; Kopf, G.S. 1995. Mouse sperm-egg plasma
membrane interaction: analysis of roles de egg integrins and the mouse
sperm homologue of PH-30 (fertilin) beta. J. Cell Sci. 108(10):3267-3278.

Evans, J.P.; Shultz, R.M.; Kopf, G.S. 1998. Roles of the disintegrin domains of
mouse fertilins alfa and beta in fertilization. Biol. Reprod. 59:145-152.

Forcelledo, M.L.; Vera, R. Croxatto, H.B. 1981. Ovum transport in pregnant,
pseudopregnant, and cycle rats and its relationship to estradiol and
progesterone blood leveis. Biol. Reprod. 24:760-765.

Forcelledo, M.L.; De la Cerda, M.L.; Croxatto, H.B. 1986. Effectiveness of
different estrogen puises in plasma for accelerating ovum transport and
their relation to estradiol levels in the rat oviduct. Endocrinology 119(3):1189-
1194.

Fuentealba, B.; Nieto, M.; Croxatto, H.B. 1988. Estrogen and progesterone
receptors in the oviduct during egg transport in cyclic and pregnant rats.
Biol. Reprod. 39(4).751-757.

Gilbert, S.F. 1994. Development Biology. Sinauer Associates, Inc. Sunderland,
Massachusetts. USA. 4° ed. Pp 725-746.

Hermoso, M,; Villalon, M.; Bavister, B.D.; Magness, R.R. 1996. Preimplantation
hamster embryos produce prostaglandin E2 and platelet activating factor.
Biol. Reprod. 54:80-86.

Herrera, H.F. 1995. Los granulos corticales: el bloqueo a la polispermia en
mamiferos. Ciencia 46:371-381.

36



Day, J.R.; Lapolt, P.S.; Lu, JKH 1991. Plasma patterns of prolactin,
progesterone, and estradiol during early pregnancy in aging rats: relation
to embryonic development. Biol Reprod. 44:786-790.

Dean, J. 1992. Biology of mammalian fertilization: role of the zona pellucida.
J. Clin. Invest. 89:1055-1059.

Ducibella, T.; Shigeak; Kurasawa; Duffy, P.; Kopf, S.G; Schultz, M.R. 1993.
Regulation of the polyspermy block in the mouse egg: maturation-
dependent differences in cortical granule exocytosis and zona pellucida
modifications induced by inositol 1,4,5-trisphosphate and an activator of
protein kinase C. Biol. Reprod. 48:1252-1257.

Edwards, H.E.; Tweedie, Ch. J.; Terranova, P.F.; Lisk, R.D.; Wynne-Edwards,
K.E. 1998. Reproductive aging in the Djungarian hamster, Phodopus
campbelli. Biol. Reprod. 58:842-848.

Evans, J.P.; Schultz, RM.; Kopf, G.S. 1995. Mouse sperm-egg plasma
membrane interaction: analysis of roles de egg integrins and the mouse
sperm homologue of PH-30 (fertilin) beta. J. Cell Sci. 108(10):3267-3278.

Evans, J.P.; Shultz, R.M.; Kopf, G.S. 1998. Roles of the disintegrin domains of
mouse fertilins alfa and beta in fertilization. Biol. Reprod. 59:145-152.

Forcelledo, M.L.; Vera, R. Croxatto, H.B. 1981. Ovum transport in pregnant,
pseudopregnant, and cycle rats and its relationship to estradiol and
progesterone blood levels. Biol. Reprod. 24:760-765.

Forcelledo, M.L.; De la Cerda, M.L.; Croxatto, H.B. 1986. Effectiveness of
different estrogen pulses in plasma for accelerating ovum transport and
their relation to estradiol levels in the rat oviduct. Endocrinology 119(3):1189-
1194,

Fuentealba, B.; Nieto, M.; Croxatto, H.B. 1988. Estrogen and progesterone
receptors in the oviduct during egg transport in cyclic and pregnant rats.
Biol. Reprod. 39(4).751-757.

Gilbert, S.F. 1994. Development Biology. Sinauer Associates, Inc. Sunderland,
Massachusetts. USA. 4° ed. Pp 725-746.

Hermoso, M.; Villalén, M.; Bavister, B.D.; Magness, R.R. 1996. Preimplantation
hamster embryos produce prostaglandin E2 and platelet activating factor.
Biol. Reprod. 54:80-86.

Herrera, H.F. 1995. Los granulos corticales: el bloqueo a la polispermia en
mamiferos. Ciencia 46:371-381.

36



Hogan, B.; Constantini, F.; Lacy, E. 1986. Manipulating the mouse embryos.
Cold Spring Harbor Laboratory, New York, EUA. 332 pp.

Johnson, M.H.; Ziomek, C.A. 1981. Induction of polarity in mouse 8-cell
blastomeres: specificity, geometry, and stability. J. Cell Biology 91,303-308.

Kendle, KE.; Lee, B. 1980. Investigation of the influence of progesterone on
mouse embryo transport by using antiprogestational steroids. J. Reprod.
Fert. 58: 252-258.

Kidder, G.M.; Rains, J.; McKeon, J. 1987. Gap junction assambly in the
preimplantation mouse conceptus is independent of microtubules,
microfilaments, cell flattening, and cytokinesis. Proc. Natl. Acad. Sci. USA.
84(11):3718-3722.

Kozuka, M.; Ito, T.; Hirose, S.; Tkahashi, K.; Hagiwara, H. 1989. Endothelin
induces two types of contractions of rat uterus: phasic contractions by way
of voltage-dependent calcium channels and developing contractions
through a second type of calcium channels. Biochem. and Biophys. Research
Comm. 159(1):317-323.

LaPolt PS, Day JR, Lu JK. 1990. Effects of estradiol and progesterone on
early embryonic development in aging rats. Biol. Reprod. 43(5):843-50

LaPolt, P.S; Matt, DW.; Lu, J K H. 1998. Progesterone implants delayed age-
related declines in regular estrous cyclicity and the ovarian follicular
reserve in Long-Evans rats. Biol. Reprod. 59:197-201.

Loeser, Ch. R.; Tulsiani, D.R.P. 1999. The role of carbohydrates in the
induction of the acrosome reaction in mouse spermatozoa. Biol. Reprod.
60:94-101.

Martinez, P.S.; Franchi, A.M.; Viggiano, J.M.; Herrero, M.B.; Gimeno, M. 1998.
Effect of prostaglandin F2 alpha (PGF2 alpha) on oviductal nitric oxide
synthase (NOS) activity: possible role of endogenous NO on PGF2 alpha-
induced contractions in rat oviduct. Prostaglan. Other Lipid Mediat 56(2-
3):155-166.

Martinez, S.P; Viggiano, M.; Franchi, A M.; Herrero, M.B.; Ortiz, M.E.; Gimeno,
M.F.; Villaién, M. 2000. Effect of nitric oxide synthase inhibitors on ovum
transport and oviductal smooth muscle activity in the rat oviduct. J. Reprod.
and Fert. 118: 111-117.

Matt, D.W.; Sarver, P.L; Lu, JKL. 1987. Relation of parity and estrous

cyclicity to the biology of pregnancy in aging female rats. Biol. Reprod. 37:
421-430.

37



Mayor, R.; lzquierdo, L. 1994. Morulae at compaction and the pattern of
protein synthesis in mouse embryos. Differentiation 55(3):175-184.

Mizoguchi, H.; Dukelow, W.R. 1981. Fertilizability of ova from young or old
hamster after spontaneous or induced ovulation. Fert. and Ster. 35(1): 79-83.

Moomjy, M.; Colombero, L.T.; Veeck, L.L.; Rosenwaks, Z.; Palermo, G.D. 1999.
Sperm integrity is critical for normal mitotic division and early embryonic
development. Mol. Hum. Reprod. 5(9).836-844. '

Murray, M.K_; Messinger, S.M. 1994. Early embryos development in the
Djungarian hamster (Phodopus sungorus) is accompanied by alterations in
the distribution and intensity of an estrogen (E2)-dependent oviduct
glycoprotein in the blastomere membrane and zona pellucida and in its
association with F-actin. Biol. Reprod. 51:1126-1139.

Myles, D.G.; Primakoff, P. 1997. Why did the sperm cross the cumulus? To
get to the oocyte. Functions of the sperm surface proteins PH-20 and
fertilin in arriving at, and fusing with, the egg. Biol. Reprod. 56:320-327.

Nass, T.E.; Lapolt, P.S.; Judd, H.L.; Lu, JKH. 1984. Alterations in ovarian
steroid and gonadotrophin secretion preceding the cessation of regular
oestrous cycles in againg female rats. J. Endocr. 100:43-50.

Navarro M., M.C., Ambriz, G.D., Mundo, R.E,, Trejo, C.. A,, Hernandez, P.O.,
Rosado, G.A. 2000. Desarrollo embrionario temprano en el hamster sirio
dorado. Acta Zool. Mex.(n.s) 81:105-115.

Nieder, G.L.; Caprio, T.L. 1990. Early embryos development in the siberian
hamster (Phodopus sungorus). Mol. Reprod. and Develop. 27:224-229.

Orihuela, A.P; Rios, M.; Croxatto, H.B. 2001a. Disparate effects of estradiol
on egg transport and oviductal protein synthesis in mated and cyclic rats.
Biol. Reprod. 65: 1232-1237.

Orihuela, A.P.; Croxatto, H.B. 2001b. Acceleration of oviductal transport of
oocytes induced by estradiol in cycling rats is mediated by nongenomic
stimulation of protein phosphorylation in the oviduct. Biol. Reprod. 65:1238-
1245,

Orsini, M. 1961. The external vaginal phenomena characterizing the stages
of the estrous cycle, pregnancy, pseudopregnancy, lactation, and the
anestrous hamster, Mesocricetus auratus. Water house. Proc. Anim. Care
Panel 11:193.

38



Ortega-Moreno, J. 1995. Influence of prostaglandin E2 y F2 alpha on
passage pressure across the uterotubal juntion and isthmus in the rat. Lab.
Anim. 29(3):327-334.

Ortiz, M.E.; Villalén, M.; Croxatto, H. 1979. Ovum transport and fertility
following postovulatory treatment with estradiol in rat. Biol. Reprod.
21:1163-1167.

Ortiz, M.E.; Bedregal, P.; Carvajal, M.I; Croxatto, H. 1986. Fertilized and
unfertilized ova are transported at different rates by the hamster oviduct.
Biol. Reprod. 34:777-781.

Ortiz, M.E.; Llados, C.; Croxatto, H.B. 1989. Embryos of different ages
transferred to the rat oviduct enter the uterus at different times. Biol.
Reprod. 41:381-384.

Palermo, G.D.; Colombero, L.T.; Rosenwaks, Z. 1997. The human sperm
centrosome is responsible for normal syngamy and early embryonic
development. Rev. Reprod. 2(1):19-27.

Palmer, R.M.J.; Ferrige, A.G; Moncada, S. 1987. Nitric oxide release accounts
for the biological activity of endothelium-derived relaxing factor. Nature
327: 524-526.

Parkening, T.A.; Soderwall, AL. 1975, Delayed fertilization ‘and
preimplantation loss in senescent golden hamster. Biol. Reprod. 12:618-631.

Rasweiler, J.J. 1979. IV. Differential transport of embryos and degenerating
ova by oviduct of the long-tongued bat Glossophaga soricina. J. Reprod.
Fertil. 55:329-334.

Rios, M; Orihuela, A.P.; Croxatto, H.B. 1997. Intraoviductal administration of
ribonucleic acid from estrogen-treated rats mimics the effect of estrogen
on ovum transport. Biol. Reprod. 56:279-283.

Rosselli, M.; Imthurn, B.; Macas, E.; Keller, P.J. and Dubey, RK 1994
Endogenous nitric oxide modulates endothelin-1 induced contraction of
bovine oviduct. Biochem. and Biophys. Research Comm. 201(1):143-148.

Sato, A; Yanagimachi, R. 1972. Transplantion of preimplantation hamster
embryos. J. Reprod. Fert. 30:329-332.

Shalgi, R.; Matityahu, A; Nebel, L. 1986. The role of carbohydrates in sperm-
egg interaction in rat. Biol. Reprod. 34:446-452.

39



Soderwall, AL.; Kent, H.A.; Turbyfill, C.L.; Britenbaker, A.L. 1860. Variation in
gestation length and litter size of the golden hamster, Mesocricetus
auratus. J. Gerant. 15:246-248.

Storey, B.T. 1995. Interactions between gametes leading to fertilization: the
sperm is age view. Reprod Fertil Dev. 7(4):927-942,

Suzuki, H.; Azuma, T.; Koyama, H.; Yang, X. 1999. Development of cellular
polarity of hamster embryos during compaction. Biol. Reprod. 61:521-526.

Thaler, D,C.; Cardullo, A.R. 1996. The initial molecular interaction between
mouse sperm and zona pellucida is a complex binding event. The American
Society for Biochemistry and Molecular Biology 27(38):23289-23297.

Tsunoda, Y.; Tokunaga, T.; Sugie, T. 1985. Altered sex ration of live young
after transfer of fast and slow developing mouse embryos. Gamete
Research 12:310-304.

Tulsiani, D.R.; Abou-Halia, A.; Loeser, C.R.; Pereira, B.M. 1998. The biological
and functional significance of the sperm acrosome and acrosomal enzymes
in mammalian fertilization. Exp. Cell Res. 240(2):151-164.

Velasquez, L.A.; Aguilera, J.G.; Croxatto, H.B. 1995. Possible role of platelet
activating factor (PAF) in embryonic signalling during iviductual transport
in the hamster. Biol. Reprod. 52: 1302-1306.

Velasquez, L.A.; Ojeda, S.R.; Croxatto, H.B. 1997. Expression of platelet-
activating factor receptor in the hamster oviduct: localization to the
endosalpinx. J. Reprod. Fertil. 109:439-354.

Villalén, M.; Ortiz, M.E.; Aguayo, C.; Mufioz, J.; Croxatto, H.B. 1982. Differential
transport of fertilized and unfertilized ova in the rat. Biol. Reprod. 26: 337-
341,

Villalén, M.; Velasquez, L.; Croxatto, H. 1999. Oocyte and embryo transport.
Encyclopedia of Reproduction Vol 3. pp459-468.

Vom Saal, F.S.; Finch, C.E.; Nelson, JF. 1994. Natural history and
mechanisms of reproductive aging in humans, laboratory rodents, and
other selected vertebrates. En : Knobil, E, Neill, J.D (eds), The Physiology of
Reproduction. New York: Raven Press; pp1213-1314.

Wassarman, P.M. 1987. The biology and Chemistry of fertilization. Science
235:553-560.

Wassarman, P.M. 1992. Mouse gamete adhesion molecules. Biol. Reprod. 46:

40



Wassarman, P.M. 1992. Mouse gamete adhesion molecules. Biol. Reprod. 46:
186-191.

Waters, S.I; White. 1997. Biochemical and molecular characterization of
bovine fertilin alfa and beta (ADAM1 and ADAM2): a candidate sperm-egg
binding/fusion complex.

Weber, J.A.; Freeman, D.A; Vanderwall D.K:; Wooda, G.L. 1991.
Prostaglandin E2 hastens oviductual transport of equine embryos. Biol
Reprod. 45:544-546.

Wijayagunawardane, M.P_;Choi, Y.H.; Miyamoto, A.; Kamishita, H.; Fujimoto, S.
Takagi, M.; Sato, K. 1999a. Effect of ovarian steroids and oxytocin on the
production of prostaglandin E2, prostaglandin F2 alpha and endothelin-1
from cow oviductal epithelial cell monolayers in vitro. Animal Reprod. Sci.
56:11-17.

Wijayagunawardane, M.P.; Miyamoto, A.; Sato, K. 1999b. Prostaglandin E2,
prostaglandin F2 alpha and endothelin-1 production by cow oviductal
epithelial cell monolayers: effect of progesterone, estradiol 17 beta,
oxyticin and luteinizing hormone. Theriogenology 52(5):791-801.

Wright, S.J. 1999. Sperm nuclear activation during fertilization. Curr. Top
Dev. Biol. 46: 133-178.

Wu, J.T.; Dickman, Z.; Johnson, D.C. 1971. Effects of oestrogen and
progesterone on the development, oviductual transport and uterine
retenction of eggs in hypophysectomized pregnant rats. J. Endocrinol.
51:569-574.

41



