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RESPUESTA OVARICA Y EMBRIONARIA DE OVEJAS PELIBUEY
SUPEROVULADAS CON FSH Y FSH:LH DURANTE LA EPOCA REPRODUCTIVA

Miguel Paul Conde Hinojosa, M. C.
Colegio de Postgraduados, 2014
RESUMEN

Existe un déficit en la produccibn de carne de ovino; es necesario divulgar
biotecnologias que permitan a los ovinocultores incrementar su productividad. El
objetivo del presente estudio fue evaluar la respuesta ovarica y embrionaria en ovejas
de la raza Pelibuey con diferentes tratamientos de superovulaciéon con FSH y FSH:LH
durante la época reproductiva. El estudio se realiz6 en el Colegio de Postgraduados
Campus Coérdoba. Se utilizaron 24 ovejas Pelibuey de 1.7 afos de edad + 0.24, con
peso vivo de 39.1 + 4.01 kg que se asignaron aleatoriamente a cuatro protocolos
diferentes: T1: P4 + FSH + PGF2a, T2: P4 FSH:LH + PGF2a, T3: P4+PGF2a y T4:
estro natural. Se realizaron siete observaciones ovaricas con intervalos de 12 horas;
siendo la primera a las 60 h previas del retiro y la tltima 12 h después del retiro de
CIDR en los tratamientos T1, T2 y T3; y para el T4 la primera observacion fue 60 h
antes y la ultima 12 horas después del inicio del estro. Los foliculos se clasificaron en:
pequenos (2-3 mm), medianos (4-5 mm) y grandes (=6 mm). El registro de la tasa
ovulatoria y estructuras colectadas se realiz6 mediante laparotomia, siete dias después
del retiro de los CIDR’s en T1 y T2, y mediante laparoscopia en T3 (siete dias después
del retiro del CIDR) y T4 (seis dias después del retorno a estro). Se encontré que los
tratamientos T1 y T2 presentaron un mayor numero de foliculos preovulatorios (p<0.05)
en comparacion con los tratamientos T3 y T4. Mientras tanto las ovejas del T1
presentaron una mejor tasa ovulatoria y un mayor nimero de embriones transferibles
en relacion al T2. La aplicacion de FSH en dosis decrecientes contribuye a mejorar la
respuesta ovarica y embrionaria en ovejas Pelibuey superovuladas en la época
reproductiva.

Palabras clave: foliculos, tasa ovulatoria, embriones, FSH, ovejas Pelibuey.
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OVARIC AND EMBRYO RESPONSE OF PELIBUEY SHEEP SUPEROVULATED
WITH FSH AND FSH:LH DURING BREEDING SEASON

Miguel Paul Conde Hinojosa, M. C.

Colegio de Postgraduados, 2014

SUMMARY

There is a shortfall in production of sheep meat; important to disseminate
biotechnologies that enable increased productivity. The objective of this study was to
evaluate the ovaric and embryo response in Pelibuey sheep with different treatments to
superovulation with FSH and FSH:LH during breeding season. The study was
conducted at the Colegio de Postgraduados Campus Cérdoba. Were used 24 Pelibuey
ewes age 1.7 £ 0.24 years, with live weight of 39.1 + 4.01 kg were randomly assigned to
four different protocols: T1: P4 + FSH + PGF2a, T2: P4 FSH:LH + PGF2a, T3:
P4+PGF2a y T4: natural estrus. Seven ovarian observations were done with 12-hour
intervals the first was 60 hours prior to withdrawal CIDR and the last 12 h after of the
withdrawal in treatments T1, T2 and T3; and for T4 the first observation was 60 h before
and the latest 12 hours after onset of estrus. The follicles were classified as small (2-3
mm), medium (4-5 mm) and large (=6 mm). Registration of ovulation rate and collected
structures was performed by laparotomy, seven days after the withdrawal of CIDR's at
T1 and T2 and by laparoscopy T3 (seven days after CIDR removal) and T4 (six days
after the return to estrus). It was found that the T1 and T2 treatments had a greater
number of preovulatory follicles (p<0.05) in comparison with treatments T3 and T4.
Meanwhile the sheep of T1 showed better ovulation rate and a greater number of
transferable embryos relative to T2. The application of FSH in decreasing doses helps
improve ovaric and embryo response in Pelibuey sheep superovulated in the breeding

season.

Key words: follicles, ovulation rate, embryos, FSH, Pelibuey sheep.
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1. INTRODUCCION

La oveja (Ovis aries) se encuentra dentro de los primeros animales que se
domesticaron para la produccion de lana y carne (Hafez et al., 2000). En México,
existen aproximadamente 8,405,902 cabezas ovinas (SIAP, 2013), de las cuales el 58.9
% se localiza en ocho estados de la republica y sélo el 41.1 % se ubica en las 23
entidades federativas restantes (INEGI, 2013). Destacan el Estado de México e
Hidalgo con el 23.3 % del total de la poblacion ovina nacional, lugares que
habitualmente concentran una gran parte de la produccion, el comercio y la
transformacion de la carne. La produccién nacional de carne de ovino durante el ano
2011 satisfizo sélo el 70 % del consumo nacional aparente, el 30 % restante fue surtido
con carne importada principalmente de Australia, Nueva Zelanda y Estados Unidos
(SAGARPA, 2013).

Como se mencioné en el parrafo anterior, existe un déficit en la produccién de carne de
ovino; esto hace necesario divulgar las nuevas biotecnologias para que los
ovinocultores conozcan las distintas opciones disponibles para incrementar su

productividad.

En México, el manejo de los ovinos ha sido deficiente, ya que no se le ha dado la
importancia suficiente a esta especie y por lo tanto, la generacién de estrategias de
manejo que permitan la mejora reproductiva y genética, es una necesidad en los
sistemas de produccion (Gonzalez-Gardufio et al, 2010). Las tecnologias de
reproduccién asistida se han utilizado en la ganaderia desde hace varias décadas para
aumentar el potencial reproductivo de los animales de granja (Gordon et al., 2005). En
las ovejas, el uso de estas técnicas puede ayudar a mejorar la eficiencia reproductiva
(Cognie et al., 2003). A partir de los primeros estudios sobre superovulacion, realizados
por Hammond et al. (1944), la superovulacién se ha implementado en la investigacion y
produccion de las ovejas por mas de 50 anos (Driancourt et al., 1992; Staigmiller et al.,
1992).



2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La conciencia de realizar un mejoramiento de la actividad pecuaria esta teniendo una
difusion importante entre los productores que buscan optimizar las caracteristicas
productivas y reproductivas de los animales, para ofrecer mas y mejores productos al
mercado (Duica et al.,, 2007). En México, actualmente se estd avanzando hacia la
utilizaciéon de técnicas como la transferencia de embriones (TE), biotecnologia mas
utilizada alrededor del mundo para reproducir animales de alto valor genético (Bé,
2000).

Para tener éxito, es necesario identificar los factores que limitan el éxito de la
reproduccién, tanto directa como indirectamente, ya que es fundamental para la
utilizacién de las biotecnologias reproductivas (Leteliera et al. 2011). La eficiencia
reproductiva de los rebanos esta influenciada entre otros factores, por la prolificidad,
parametro determinado por la tasa de ovulacién; un factor clave para la eficiencia
reproductiva que puede ser mejorado (Scaramuzzi, 1988). Por otra parte, la tasa de
ovulacion se puede manipular mediante la administracibn de hormonas exdgenas o
modificacion de la dieta durante periodos criticos del crecimiento del foliculo (Lucy et
al., 1992; Hunter et al., 2004)

La tasa ovulatoria se puede incrementar mediante la inyeccién de gonadotropinas como
la gonadotropina coridnica equina (eCG), la hormona foliculo estimulante (FSH), la
gonadotropina coridnica humana (hCG) y la hormona liberadora de gonadotropinas
(GnRH) (Knights et al., 2003). Los extractos de FSH y LH comerciales tienen una
actividad LH bastante variable, que puede influir en la eficacia del tratamiento de
superovulacion (Casida et al.,, 1942). Ademas, es importante conocer los elementos
que estan implicados en el desarrollo folicular, con la finalidad de plantear estrategias

que permitan mejorar los aspectos reproductivos en los ovinos.

En la especie ovina, el conocimiento de los mecanismos que regulan la dinamica



folicular ha recibido especial atencion (Vinoles, 2003), donde se sabe que el nUmero de
foliculos que ovulan varia dependiendo de la raza (Hunter et al., 2004). Por lo tanto, es
importante conocer la dinamica folicular para establecer programas de
superestimulacién ovarica de manera que los protocolos puedan iniciar cuando no
exista un foliculo dominante en el ovario, con el objeto de obtener mayor numero de

embriones transferibles (Wolfsdorf et al., 1997; Diaz et al., 2001).



OBJETIVO

Evaluar la respuesta ovarica y embrionaria en ovejas de la raza Pelibuey

superovuladas con FSH y FSH:LH durante la época reproductiva.



HIPOTESIS

La respuesta ovarica y embrionaria es mejor en las ovejas a las que se les aplicé

FSH:LH (Folltropin®-V) en dosis decrecientes durante la época reproductiva.



3. REVISION DE LITERATURA

3.1. Origen y principales caracteristicas de la raza Pelibuey

La raza Pelibuey se origina a partir del ovino peludo de Africa occidental (Mufioz, 2002).
Es el resultado de algunos siglos de adaptacién de las ovejas que fueron traidas
durante la colonizacion espafnola, a las condiciones calidas que se presentan en Cuba
(Bidot, 2004).

La raza Pelibuey fue introducida en América por los colonizadores espafoles durante el
siglo XVI, originaria de Islas Canarias y Africa; es una raza de pelo que se ha adaptado
al clima tropical (Delgado et al., 2000; Ulloa-Arvizu et al., 2009). Se establecié en
algunas islas del Caribe, llego a Cuba y de ahi pasdé a México por la Peninsula de
Yucatan. Ahora se encuentra distribuida en todo el territorio nacional (Partida, 2007).
Las ovejas de pelo de México son primordialmente Pelibuey y Blackbelly. De acuerdo
con Gonzalez-Reyna et al. (1991), la raza Pelibuey constituye entre 90 y 95 % de la

poblacién total de ovinos de pelo en México.

Las ovejas de pelo se han convertido en un recurso genético muy valioso, no sélo para
los paises con climas tropicales, sino también para los lugares donde se crian razas de

ovejas de lana (Gonzalez et al., 1992).

Los ovinos Pelibuey son animales rusticos y prolificos que se adectan muy bien a
diversas condiciones ambientales (Lara, 2007; Partida y Martinez, 2010), tales como la
humedad, el calor y la alimentacion escasa (Carrillo y Segura, 1993). También
presentan poca estacionalidad reproductiva entre los meses de febrero a abiril
(Gonzéalez-Reyna et al., 1991), aunque Valencia y Gonzalez (1983) reportan que los

ciclos estrales parecen estar presentes durante todo el afno.

Las ovejas Pelibuey son fértiles, se sabe que llegan a tener una fertilidad de 80 a 95 %
y prolificas, pueden parir de 1.4 a 1.95 crias por parto bajo las diversas condiciones

climaticas del pais (SAGARPA, 2013). Es una raza con una excelente resistencia a



diversas afecciones parasitarias (Morteo et al., 2004; Partida y Martinez, 2010).

Son animales de conformacidn céarnica, cubiertos de pelo tupido y corto (INEGI, 2013);
el color de la capa puede ser: canelo (tonalidad café en cualquier intensidad), blanco
(se permiten pecas en las patas debajo de la rodilla, en las orejas y en el hocico) y pinto
(cualquier proporcién de manchas café en base blanca o viceversa) y los ojos deben
ser color café (Romualdo et al., 2004). La Pelibuey es una raza mediana; su cabeza
tiene orejas cortas, sin cuernos tanto hembras como machos. Su cara puede presentar
un tono mas claro en algunos casos, su nariz es triangular, la lengua puede ser de color
rosado sin pigmentacion; el cuello debe ser proporcional al tamafio del animal, tienen
pecho amplio, espalda recta y piernas con buena masa muscular (Henriquez et al.,
2010; SAGARPA, 2013). Ostentan un alto porcentaje de hueso en la canal si es

comparada con otras razas de lana de conformacién carnica (Romanov et al., 1983).

Un estudio realizado por Arredondo et al. (2013) mostrd que la raza Pelibuey presenta
un claro dimorfismo sexual, todas las medidas corporales y el peso vivo son mas
grandes en machos que en las hembras. El peso promedio en machos se encuentra
entre 55 y 60 kg, mientras que para las hembras va de 34 a 41 kg. (Vilaboa et al.,
2010). Se localizan especialmente, en zonas subtropicales y tropicales; pero

actualmente también se encuentran en climas templados (INEGI, 2013).

Pelibuey es la raza mas importante para la produccion ovina en las zonas tropicales de
México (Romualdo et al.,, 2004). De esta manera, los ovinos de pelo constituyen una
opcidén factible para las areas tropicales, considerando el potencial productivo y

econdmico que presentan.

3.2. Caracteristicas reproductivas de la oveja

Las ovejas son poliéstricas estacionales, lo que significa que tienen una época
determinada de actividad reproductiva durante el afio (Scaramuzzi et al., 1988; Vifoles,
2003), durante la cual presentan varios ciclos estrales; ésta se presenta durante los

meses con fotoperiodo corto. Macedo y Alvarado (2005) mencionan que los ovinos de



pelo manifiestan fluctuaciones en el comportamiento reproductivo, existiendo una
época durante la cual la fertilidad se reduce sin llegar a considerarse un periodo de
anestro. Las razas originarias de latitudes con climas mas frios hacia el hemisferio
norte o el sur, tienen una estacidén reproductiva muy corta y limitada sélo a los meses
de otono e invierno (Le6n et al., 2008), mientras que las razas originarias de latitudes
cercanas al ecuador manifiestan una estacionalidad menos definida y es comun que un
porcentaje relativamente alto de animales presente ciclos estrales durante todo el afio
(SAGARPA, 2013). El fotoperiodo es el principal elemento ambiental que regula estos
eventos (Arroyo, 2011). El fotoperiodo es el transcendental en la estacionalidad aunque
pueden influir otros factores como la genética, las practicas de manejo (alimentacién

principalmente) y las interacciones sociales (Henderson y Robinson, 2008).

Algunos autores indican que la restriccion en la temporada de cria se puede atribuir
principalmente al efecto del fotoperiodo, pero este puede estar confundido con otras
variables como son la temperatura, la humedad y el manejo nutricional (Macedo y
Alvarado, 2005). La estacionalidad reproductiva de la oveja Pelibuey es menos
marcada por ser una raza originaria de latitudes tropicales (Trujillo-Quiroga et al.,
2007). La gestacion tiene una duracion de 147 dias en promedio, con algunas

variaciones entre raza.

3.3. Caracteristicas y fisiologia del ciclo ovarico

El ovario realiza dos funciones principales; la primera es la produccién ciclica de évulos

y la segunda es la produccién de hormonas esteroideas (Hafez y Hafez, 2000).

El ciclo estral es una secuencia de eventos endocrinos (Scaramuzzi et al., 1993)
regulados por la hormona liberadora de las gonadotropinas (GnRH) del hipotalamo, las
hormonas luteinizante y estimulante del foliculo (LH y FSH) producidas en la glandula
pituitaria, el estradiol e inhibina que produce el foliculo, la progesterona y oxitocina

producidas por el cuerpo luteo y la prostaglandina F2a del utero (McNeilly et al. 1991;



Cortez-Romero et al., 2011). En las ovejas el ciclo estral tiene una duracién de 16 a 17
dias (McKenzie y Terrill, 1937), el estro tiene una persistencia de 24 a 36 h (Quirke et
al., 1979). La ovulacién ocurre espontaneamente al final del estro (Goodman e Inskeep,
2006) y tiene lugar aproximadamente entre las 24-27 h después del inicio del estro
(Henderson y Robinson, 2008).

El ciclo estral se divide comunmente en cuatro etapas: proestro, estro, metaestro y
diestro (Ball y Peters, 2004), pero en la oveja el ciclo se describe mejor en funcién de la
actividad ovarica, la cual consiste en dos fases; lutea (desde el dia 2 hasta el 13),
incluye el metaestro y diestro y, folicular (desde el dia 14 hasta el primer dia), incluye el

proestro y estro (Driancourt et al., 1985; Inskeep, 2005).

3.3.1. Fase Lutea

La GnRH estimula la secrecidbn de LH de la pituitaria anterior, lo que produce la
ovulacion y estimula la luteinizacion de los residuos foliculares (Goodman, 1994); el
cuerpo luteo (CL) se forma a partir de los restos del foliculo (McNeilly et al., 1991). El
CL es la estructura dominante durante la mayor parte del ciclo estral. La fase lutea se
mide desde la ovulacion hasta la lutedlisis (Inskeep, 2005). La concentracion de
estrbgeno disminuye paulatinamente después del pico de LH, mientras que la
concentracion de progesterona (P4) muestra un comportamiento opuesto, aumenta 20
a 24 horas después del pico de LH (Hyttel et al., 1991; (Vifoles, 2003), esto previene la

ovulacion y permite el establecimiento de la gestacion (McNeilly et al., 1991).

La funcién principal de las altas concentraciones de progesterona durante la fase lutea
es preparar el utero para la recepcion del embribn que puede haber resultado de la
fecundacion del 6vulo derramado en la ovulacién (Ball y Peters, 2004), la maxima
concentracion de progesterona se observa entre los dias 10-12 y se mantienen hasta
lutedlisis, alrededor de los dias 14-15 (Scaramuzzi et al., 1993). Los niveles de

progesterona que se presentan durante la fase lutea, suprimen el desarrollo folicular



(Adams, 1999; Gonzalez-Bulnes et al., 2005). Entre los dias 4 y 6 de la fase lutea se
observa un aumento gradual en las concentraciones de FSH que se correlaciona con la

segunda oleada de desarrollo folicular (Bister y Paduay, 1983; Souza et al., 1998).

La aparicion de la PGF2a precede el final de la fase folicular (Rubianes et al., 2003),
donde su funcion es la lutedlisis del CL (Weems et al., 2006). Si la oveja queda
gestante se suprime la produccion de PGF2a, permaneciendo activo el CL (Evans,
1990). Después de la regresion lutea, inicia la fase folicular que es relativamente corta,

de dos a cuatro dias (Inskeep, 2005).

3.3.2. Fase folicular

El aumento de la PGF2a induce la lutedlisis, en consecuencia las concentraciones de
progesterona disminuyen; esto marca el inicio de la fase folicular (Goodman, 1994). La
disminucion en los niveles de progesterona provoca un aumento en la frecuencia de
pulsos de GnRH (Karsch et al., 1980), el aumento de la frecuencia de pulsos de LH
promueve la maduraciéon del foliculo dominante (Inskeep, 2005), a medida que crece
también aumenta la secrecion de estradiol (Evans y Fortune, 1997) e inhibina (Evans et
al., 2002).

Las gonadotropinas activan los sistemas enzimaticos de la aromatasa en las células de
granulosa, debido a esto incrementa la produccion de estradiol (McNeilly et al.,, 1991).
El maximo nivel de estrogenos en la sangre se alcanza precisamente antes de la
manifestacion del estro (Valasi et al., 2007). Las inhibinas reducen la secrecion de FSH
(Hafez y Hafez, 2000), los niveles de inhibina alcanzan su maximo nivel en sangre
durante la fase de crecimiento del foliculo dominante y disminuyen cuando el foliculo
deja de crecer (Taya et al., 1996). Al final de la fase folicular se presenta un incremento
de LH en las concentraciones sanguineas, después de esto ocurre la ovulacién (Lopez-

Alonso et al.,, 2005), las concentraciones de estradiol disminuyen y se aprecia un
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incremento secundario de FSH el dia de la ovulaciéon, con la finalidad de iniciar una

nueva oleada folicular (Inskeep, 2005).

3.4. Desarrollo folicular

La foliculogénesis es el proceso por el que las células germinales de las hembras se
desarrollan entre las células somaticas del ovario y maduran hasta convertirse en un
ovulo fertilizable (Elvin y Matzuk, 2001; Hunter et al., 2003), mediante una secuencia
regulada de desarrollo que promueve el crecimiento del ovocito y la diferenciacién de
las células somaticas asociadas (Rajkovic et al., 2006). Aun se desconocen algunos
factores participantes en estos cambios, pero se sabe que influyen hormonas
transmitidas por la sangre como la FSH y la insulina (Richards, 1994), asi como varios
factores autocrinos, paracrinos y endocrinos que estan involucrados simultdneamente o

en una sucesion especifica durante el complejo proceso (Demeestere et al., 2005).

El proceso de foliculogénesis inicia durante la vida embrionaria (Guigon y Magre, 2006),
alrededor del dia 75 de la gestacion (Sawyer et al., 2002), en el feto las células
germinales primordiales migran del saco vitelino a los ovarios en desarrollo (Frandson
et al., 2009; Ball y Peters, 2004), donde una sola capa de células rodea una célula
germinal predestinada a convertirse en un 6vulo (Lundy et al,, 1999). Al igual que la
mayoria de las hembras de las especies domésticas, al nacer, las corderas cuentan
con una reserva de ovocitos que han interrumpido su crecimiento (Driancourt et al.,
1993); estos conforman los foliculos primordiales, cuyo numero fluctia entre 40,000 y
300,000 por oveja (Scaramuzzi et al., 1993). La nutricidn durante la vida fetal en ovejas
puede influir en el nUmero de foliculos (Robinson et al., 2002). Si no existen los factores
necesarios para su maduracion y ovulacion dejan de crecer, en la pubertad, se
establecen las condiciones hormonales y anatdmicas necesarias para la ovulacion
regular (Ball y Peters, 2004). El desarrollo folicular en las ovejas se produce en un
patron en forma de oleadas (Souza et al., 1997) reguladas por la progesterona y las

gonadotropinas (Vifoles et al., 2001). Se han descrito entre dos y cuatro oleadas
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foliculares durante un ciclo estral en las ovejas (Smeaton y Robertson, 1971; Evans et
al., 2000). El numero de oleadas en un ciclo parece estar influenciado por factores

genéticos, nutricionales y por el medio ambiente (Fortune, 1993).

Las hormonas foliculo estimulante (FSH) y luteinizante (LH) son necesarias para el
crecimiento folicular, la maduracién y la esteroidogénesis (Mahdi y Khallili, 2008).
Algunos analisis hormonales indican que cada onda folicular es antecedida por un
incremento temporal de las concentraciones de (FSH) en sangre, por lo que se
concluye que la (FSH) esta relacionada con el diametro folicular (Souza et al., 1997;
Bartlewski et al., 2000). Aunque se conoce que el crecimiento del foliculo primordial y
las primeras etapas de la foliculogénesis puede ocurrir sin hormona foliculo estimulante
(FSH) (Webb et al., 2004; Inskeep, 2005), se sabe que existen receptores de hormona
foliculo estimulante (FSH) en las células de la granulosa de los foliculos primarios

(Tisdall et al., 1995), pero se desconoce su funcion.

La duracion de la foliculogénesis desde foliculo primordial a la ovulacién en las ovejas,
es aproximadamente de 6 meses (Cahill y Mauleon, 1980; Cahill, 1981; Campbell et
al., 2003b; Hunter et al., 2004), pero el estimulo que provoca la entrada en la fase de
crecimiento de los foliculos primordiales es incierto (Dufour et al., 1979). Se sabe poco
de las sefiales que inician el crecimiento y aun menos de como se regula este proceso
(Fortune et al., 2004). Mas del 99 % foliculos primordiales se pierden por atresia, un
proceso que es poco conocido, pero que es esencial para reducir el numero
ovulaciones (Baird y Campbell, 1998). Actualmente la fisiologia del foliculo primordial
se estéa investigando intensamente debido al poco conocimiento de los mecanismos de

activacion.

Scaramuzzi et al. (1993) presentaron un modelo para el crecimiento del foliculo en base
a su dependencia y sensibilidad a las gonadotropinas en ovinos; que consta de cinco
tipos de foliculos, los cuales son: primordial, foliculos comprometidos, foliculos
sensibles a gonadotropinas, foliculos dependientes de gonadotropinas y foliculos

ovulatorios (Figura 1).
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Figura 1. Modelo para el crecimiento folicular en la oveja basado en la dependencia y la
sensibilidad de los foliculos a las gonadotropinas. Modificado de Scaramuzzi et
al. (1993).

La primera etapa de crecimiento se presenta desde la fase de foliculo primordial hasta
la fase de foliculo preantral (Driancourt et al., 1987), presentando proliferacion celular y
el aparecimiento de receptores para la hormona foliculo estimulante (FSH) en la

granulosa y hormona luteinizante (LH) en la teca (Uribe-Velasquez et al., 2009).

Goodman y Hodgen (1983) plantearon los términos de reclutamiento, seleccion y
dominancia para detallar el desarrollo de los foliculos antrales. Las gonadotropinas son
de suma importancia en el control del reclutamiento, la seleccién y la dominancia

(Driancourt, 1991).
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3.4.1. Reclutamiento

La formacion del antro anuncia las fases finales de la foliculogénesis y la transicion de
regulacion intraovarica a extraovarica. S6lo una pequefia fraccidon del numero total de
oocitos en el ovario es ovulado en los mamiferos (Baird y Campbell, 1998). Se
denomina reclutamiento al crecimiento simultaneo de un conjunto de foliculos al inicio
de una oleada folicular (Uribe-Velasquez et al., 2009), aunque se sabe que no todos los
foliculos reclutados son similares en tamafio (Hsu et al., 1987). El reclutamiento origina
un conjunto de foliculos de los que se selecciona uno o mas foliculos pre-ovulatorios,

mientras que otros sufren atresia (Hunter et al., 2004).

Algunos estudios del desarrollo folicular han demostrado que la FSH es necesaria para
el reclutamiento y crecimiento de los foliculos (Adams et al, 1992). La FSH es la
hormona clave en la induccion del reclutamiento folicular (Haresign, 1985; Couzinet et
al., 1988); cada oleada folicular inicia por un pequeno aumento de FSH en la circulacion
(Picton et al., 1990). Guthrie y Tornillo (1990) sugieren que las alteraciones en la

relacion FSH:LH son criticas en el proceso de reclutamiento.

Solamente los foliculos mayores de 2 mm son idéneos para ser reclutados (Driancourt,
2001). Algunos experimentos en ovejas han demostrado que los foliculos se vuelven
dependientes a las gonadotropinas cuando miden entre 2-3 mm (Campbell et al., 1995).
Por otra parte, los foliculos que miden 0.8 - 2 mm de didmetro son sensibles a las
gonadotropinas y se activan cuando se inyectan gonadotropinas (Driancourt et al.,
1993). El reclutamiento se origina de forma similar durante la fase folicular temprana y
la fase lutea temprana, mientras que los patrones de pulsatilidad de LH en estas dos

etapas difieren (Driancourt et al., 1985; Driancourt et al., 1988).

3.4.2. Seleccion

La seleccion folicular es la fase mediante la que se reduce el numero de foliculos

desarrollados en una oleada (Uribe-Velasquez et al., 2009), la fase de seleccion
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conduce a la diferenciacion de un foliculo terciario capacitado para ovular. El desarrollo
de los foliculos antrales de 2 a 4 mm en las ovejas es completamente dependiente de
las gonadotropinas (Webb et al., 2004). Durante esta fase, las células de la granulosa
comienzan a expresar receptores para LH (Webb et al., 2003); en la etapa de foliculo
secundario, su numero y sensibilidad va incrementando desde que emergen en los

foliculos de 2.5 — 3.5 mm en ovejas (McNeilly et al. 1986; Campbell et al., 2003).

En ovejas, se han descrito dos etapas para determinar el proceso de seleccion
(Driancourt, 1991). La primera etapa, denominada: pasiva, ocurre cuando el foliculo
dominante aumenta las concentraciones de estrogenos e inhibina (Souza et al., 1997);
esto ejerce un efecto de retroalimentacion negativa sobre la hipéfisis y como
consecuencia, disminuye progresivamente la secrecion de FSH (Baird y Campbell,
1998; Souza et al., 1998), hasta que las concentraciones plasmaticas descienden para
alcanzar un nivel menor que al umbral necesario para el mantenimiento de otros
foliculos dependientes de gonadotropinas (Martin et al. 1988). En la etapa activa el
foliculo seleccionado suprime directamente el crecimiento de otros foliculos mediante la

secrecion paracrina de una sustancia desconocida en la sangre (Driancourt, 1991).

En la seleccién de un foliculo son fundamentales algunos cambios en el factor de
crecimiento insulinico (IGF) intrafolicular para un mayor crecimiento (Fortune et al.,
2004). Al final de la seleccién folicular emerge un foliculo dominante con un diametro de

6 mm reservado para ovular (Uribe-Velasquez et al., 2009).

3.4.3. Dominancia

El proceso final de la maduracién resulta en una serie de cambios endocrinos vy
morfolégicos (Quirk y Fortune, 1986; Hyttel et al, 1991). Una vez seleccionado, el
foliculo ovulatorio se convierte en dominante y progresa hasta la ovulacién, mientras
que los foliculos subordinados experimentan atresia (Hunter et al., 2004); éste proceso

se debe a que después de la seleccidn, el foliculo dominante adquiere receptores para
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la LH y se convierte en dependiente de LH (Mihm y Evans, 2008). Los pulsos
frecuentes de LH son necesarios para el desarrollo del foliculo dominante mas alla de

aproximadamente 5 mm en ovejas (Inskeep, 2005).

El ndmero de células de la granulosa en el foliculo ovulatorio es abundante
(Scaramuzzi et al., 1993), lo que provoca la secrecion de grandes cantidades de
estradiol e inhibina en la vena de ovario; esto impide el crecimiento de los foliculos
dependientes de las gonadotropinas (Baird, 1983). Driancourt et al. (1991) menciona
que posiblemente la dominancia folicular no se presenta en las ovejas. La razdn es que
la diferencia de tamafio entre el foliculo dominante y el foliculo subordinado mas grande

no es significativa (Driancourt, 2001).

Es importante destacar que, el foliculo ovulatorio no puede ser identificado, basados en
el diametro mas grande hasta 2 dias antes del estro (Bherer et al., 1977), después de
la lutedlisis la dominancia se vuelve evidente (Gonzalez-Bulnes et al., 2004). En la

siguiente figura 2 se muestra un esquema del desarrollo folicular en ovejas.
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Figura 2. Representacion esquematica del desarrollo folicular durante el ciclo estral de
la oveja. Modificado de Simonetti (2008).
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3.5. Sincronizacion del ciclo estral

El desarrollo de tratamientos de sincronizacién de celo en ovejas, durante la década de
1960 facilitd el uso de biotecnologias, las cuales permiten agrupar el trabajo en pocos
dias (Menchaca et al, 2004). La mayoria de las razas ovinas tienen actividad
reproductiva en funcién de los cambios de estacion, la longitud del fotoperiodo y otros
factores como la latitud y longitud en la que se encuentran (Dogan y Nur, 2006). El ciclo
reproductivo se relaciona con diversos fenbmenos tales como: la pubertad, la madurez
sexual, la estacion reproductiva, el ciclo estral y la actividad sexual postparto (Hafez et
al., 2000).

Se han desarrollado multiples métodos para conseguir sincronizar eficazmente el ciclo
estral (Stellflug et al., 1994; Fierro et al., 2013; Jackson et al., 2014). La sincronizacion
del ciclo estral se logra mediante el uso de tratamientos hormonales (Abecia et al.,
2011); estos tratamientos, permiten inducir y sincronizar el momento de la aparicién del

estro y de la ovulacién (Martemucci y D’Alessandro, 2011).

Los métodos mas usados son: la aplicacién de progestagenos exdgenos (Boscos et al.,
2002; Davis y Stevenson, 2005) o la aplicacién de PGF2a para inducir la lisis del CL,
después de esto comenzara una fase folicular inducida y por lo tanto, las hembras
ovulan (Olivera-Muzante et al.,, 2011; Fierro et al., 2013). Aunque los protocolos
basados en progestagenos, son los preferidos por los productores pecuarios para

manejar la reproduccién de los rebanos (Gordon, 1999).
3.5.1. Progestagenos

La progesterona es un esteroide secretado por el cuerpo luteo, y la placenta (Baril et
al., 1995) en las ovejas tiene dos funciones importantes (Inskeep, 2005); controlar la
liberacidbn de GnRH (Uribe-Velasquez et al., 2008; Gémez-Brunet et al., 2012) y su

funcidén principal; mantener la gestacion, interviene en la preparacion del endometrio
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para la implantacion del embrion y ademas, inhibe la movilidad del miometrio para

mantener la gestacion (Meikle et al., 2001; Sosa et al., 2008).

Los tratamientos con progestagenos se utilizan en las ovejas para inducir y sincronizar
el estro (Baril et al., 1993; Vifoles et al., 2001; Zeleke et al., 2005; Karaca et al., 2009).
Algunos estudios recientes se han centrado en la duracion de los tratamientos de
sincronizacion estral a base de progestagenos (Jackson et al., 2014). Se han utilizado
dispositivos intravaginales que contienen diferentes tipos de progestagenos,
mantenidos por periodos de 5-14 dias (Vifioles et al., 2001; Zeleke et al., 2005; Ustuner
et al.,, 2007;;; Karacaa et al., 2009) adicionados con o sin PMSG (Mutigal y Mukasa-
Mugerwa, 1992) o Prostaglandina F2a (PGF2a) (Letelier et al., 2011).

El principio basico de este tipo de tratamientos es la simulacion de la fase lutea (Abecia
et al., 2012). El uso de progestagenos puede estar relacionado con alteraciones en el

crecimiento de los foliculos (Gonzéalez-Bulnes et al., 2005).

3.5.2. Prostaglandina F2a

Un método alternativo para el control de la reproduccion en ovinos es la induccién de la
lutedlisis, al eliminar el cuerpo luteo se induce la entrada de fase folicular (Abecia et al.,
2012). La prostaglandina F2a y sus analogos sintéticos, han sido ampliamente
estudiados como agentes luteoliticos desde su descubrimiento en 1970 (McCracken et
al., 1970; Rosado et al., 1998). La PGF2a es una buena alternativa, debido a que no se
acumula en los tejidos, es metabolizada por los pulmones (Davis et al, 1980;
Contreras-Solis et al., 2009); esto ayuda debido a que los consumidores de carne en el
mundo comienzan a exigir productos que sean "limpios, verdes y éticos" (Martin et al.,
2004). Aunque el uso de la PGF2a esta limitado a la época reproductiva (Letelier et al.,
2011; Fierro et al., 2013).
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Los tratamientos de PGF2a se aplican facilmente por inyeccion intramuscular y se
metabolizan rapidamente (Letelier et al.,, 2011). El tratamiento convencional, consiste
en la aplicacion de dos dosis con un intervalo de 9 a 12 dias (Gordon, 1983). La
introduccion de los productos comerciales de PGF2a trascendi6 hasta su uso en los
protocolos de superovulacion (Elsden et al., 1974), se ha utilizado para la induccién de
la lutedlisis en los protocolos de superestimulacién ovarica (Monniaux et al., 1983). Se
ha asociado el uso de prostaglandinas con trastornos en la dinamica folicular e

inconsistencia en la presentacion del estro después del tratamiento (Barret et al., 2002).

3.6. La superovulaciéon u ovulaciéon multiple en ovinos

La superovulacion es necesaria en programas de transferencia de embriones para
acelerar la propagacioén de animales con alto valor genético para algun rasgo deseable
(Abd-Allah et al., 2013). El tratamiento con gonadotropinas, ya sea hormona foliculo
estimulante (FSH) o gonadotropina de suero de yegua prenada (PMSG) provoca el
desarrollo de varios foliculos, posteriormente la ovulacion y consecuentemente la
formacion de cuerpos luteos (Grazul-Bilska et al., 2007).

El objetivo de los tratamientos de superovulaciéon en las ovejas es la obtencion de un
maximo numero de embriones transferibles, con una alta probabilidad de producir
gestaciones (Armstrong, 1993). Los protocolos de superovulacion permiten utilizar las
ovejas a su maximo potencial y tomar ventaja de la gestacién relativamente corta
(Gonzales-Bulnes et al., 2004).

3.6.1. Antecedentes de superovulacion

Las primeras descripciones de superovulacion fueron registradas por Smith y Engle en
1927, quienes utilizaron preparados crudos de pituitaria anterior para inducir un
incremento en la tasa de ovulacion de ratones y ratas (Gordon, 2005). En 1930, Cole y
Hart (1930) descubrieron que si inyectaban suero de yeguas gestantes en animales de

laboratorio, se estimulaba el crecimiento ovarico. El componente activo de este suero
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fue nombrado gonadotropina de suero de yegua prenada (PMSG). Consecuentemente
se estudiaron las hormonas de la pituitaria y el efecto superovulatorio que tenian (Le6n
et al., 2008); no obstante, la superovulacién se extendié hace casi 55 afos y se ha

aplicado en la investigacion ovina y su produccion (Gordon, 2005).

Los protocolos de superovulacién han evolucionado mucho en los ultimos 40 a 50 afios
(B6y Mapletoft, 2014) En los ultimos 35 anos, los investigadores han utilizado distintas
hormonas tales como la gonadotropina coridnica equina (eCG), la hormona liberadora
de las gonadotropinas (GnRH, la inmunizacion contra inhibina y hormona foliculo
estimulante equina (eFSH) para inducir la superovulacién (Roser y Meyers-Brown,
2012). Purses y Graham (1962) realizaron investigacidn en ovejas en anestro en un
intento de obtener informacién referente al efecto de aplicar diferentes niveles de la

hormona foliculo estimulante (FSH) en la incidencia del estro y la ovulacion.

En la década de los 70°s se establecié en E.E.U.U. una industria de transferencia de
embriones en ganado; casi 80 afios después de la primera transferencia de embriones
con éxito en un mamifero (Wilmut y Rowson, 1973). En la ultima década se han
adoptado una serie de tecnologias nuevas en la industria de la transferencia de
embriones (TE) aunque el procedimiento basico de superovulacién ha tenido pocas

mejoras en los ultimos 20 afios (Hasler, 2003).

3.6.2. Seleccion y manejo de la hembra donante

El éxito de los programas de transferencia de embriones depende de la seleccion que
se realice de la que sera la hembra donante, se tiene que tener en cuenta las
caracteristicas fisicas y fisiologicas de la oveja (Duica et al., 2007; Lebn et al., 2008). El
principal elemento en el que se debe basar la seleccién de una hembra donante es el
valor genético, de acuerdo con las aptitudes zootécnicas que se requieren de la raza en
cuestion (Baril et al,, 1995), ademas de su facultad para dar embriones de buena

calidad (Leyva et al., 1999). En general, se debe disponer de un buen historial
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reproductivo de una donante antes de incluirla en un programa de superovulacién
(Alberio, 2001).

Lebn et al. (2008) sugieren elegir las hembras donadoras en funcion de su calidad
genética, condicién corporal, edad e historial clinico. Mientras que Seidel y Seidel
(1991) mencionan dos criterios generales para la seleccion de una donante; el primero,
debe ser la superioridad genética que favorezca los objetivos planteados y el segundo,
una alta probabilidad de producir embriones transferibles. Las ovejas con funcién
ovarica anormal son dificiles de superovular, porque regularmente no tienen un cuerpo
luteo (CL) funcional (Bé et al., 2014). Es de sentido comun elegir donantes cuyas crias
se puedan vender con un beneficio mayor a los gastos de la transferencia de
embriones (Seidel y Seidel, 1991). Hasler et al. (1987) sugiere que las hembras jovenes

parecen producir embriones de mejor calidad con respecto a las multiparas.

No se recomienda elegir hembras gordas como donantes, porque no responden bien a
los tratamientos de superovulacién y debido a que sus tractos reproductivos son mas

dificiles de manipular (Seidel y Seidel, 1991).

3.6.3. Hormonas usadas en la superovulaciéon: FSHy eCG.

Se han utilizado tres tipos diferentes de gonadotropinas para inducir la superovulacion;
a partir de extractos de pituitarias porcinas u otros animales domésticos se utiliza la
hormona foliculo estimulante (FSH), otras hormonas utilizadas son la gonadotropina
coribnica equina (eCG) y la gonadotropina menopausica humana (hMG) (Murphy et al.,
1984).

Hormona Foliculo Estimulante (FSH)

La hormona foliculo estimulante (FSH) es una glicoproteina heterodimérica que

consiste en una subunidad “A” y una “B”; es producida en los gonadotropos en la
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glandula pituitaria anterior (Hesser et al., 2011). La subunidad “A” esta constituida por
92 aminoacidos y es similar a otras hormonas glicoproteicas en la misma especie,
mientras que la subunidad “B” confiere la especificidad para la unién con el receptor y
por lo tanto, es distinta entre las hormonas glucoproteicas (Pierce y Parsons, 1981).
Adicionalmente se acoplan cuatro cadenas de carbohidratos con un contenido variable
de acido sialico (Haisenleder et al, 1994). Su funcién biolégica es estimular el
desarrollo folicular en los estadios preovulatorios, incrementando la sintesis de
proteinas en las células de la teca interna principalmente (Leyva et al., 1999). Ademas,
estimula la actividad mitética en foliculos pre antrales y reduce la atresia de los foliculos

antrales (Moor et al., 1984).

La hormona foliculo estimulante (FSH) es la hormona mas utilizada en los protocolos
de superovulacién, puede ser de origen porcino, bovino u ovino. Esta hormona tiene
una vida media corta, y por consiguiente requiere de varias aplicaciones para lograr su
efecto (Guibault et al.,, 1991). Debido a su contenido estructural de acido sialico la vida
media bioldgica de la FSH ha sido valuada en 4 a 5 horas 0 menos por lo que debe
inyectarse dos veces al dia para inducir la superovulacién con éxito (Monniaux et al.,
1983; Demoustier et al., 1988). Se ha relacionado la vida media de los extractos
hipofisarios ovinos a aspectos como la edad, estado fisiol6gico y sexo del animal
(Moore et al., 2000). La hormona foliculo estimulante (FSH) se manifiesta en isoformas,
evidentemente no es una hormona de estructura molecular simple y por esta razén los
productos comerciales suelen ser de potencial variable (Phillips et al., 1993) debido a
esto la hormona foliculo estimulante (FSH) ha sido mucho mas dificil de medir que la
hormona luteinizante (LH) en ovinos, aunque actualmente hay un acuerdo considerable
en relacion a las caracteristicas generales de su liberacién a lo largo del ciclo estral
(Goodman & Inskeep, 2006).

Las investigaciones sugieren que la calidad de los embriones puede ser mejor si se usa

(FSH) pura, aunque la necesidad de (FSH) y (LH) en diferentes momentos durante los
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protocolos de superovulacién ha sido objeto de debate en los ultimos afios (B6 and
Mapletoft, 2014).

Gonadotropina Coriénica Equina (eCG)

La gonadotropina coriénica equina (eCG) fue descubierta hace mas de 80 afos, como
un factor que se encuentra en la sangre de la yegua prefiada, durante el primer tercio
de la gestacion (Murphy, 2012). Es una gonadotropina del grupo de las glicoproteinas
con actividad tanto de FSH como de LH (Murphy y Martinuk, 1991; Saint-Dizier et al.,
2004). Es secretada naturalmente por las copas endometriales de la yegua entre los
dias 40 y 120 de la gestacién (Allen y Morr, 1972).

Existen numerosas aplicaciones para la gonadotropina coridnica equina (eCG) en las
especies domésticas, entre ellas estan la induccién de la pubertad, superovulacion y
mas recientemente la mejora de la fertilidad (Murphy, 2012). La eCG posee una vida
media aproximada de 21 h, debido al contenido de acido sialico en su estructura
(Mcintosh et al,, 1975); esto provoca una estimulacion ovarica continua, foliculos
anovulatorios, perfiles endocrinos anormales y baja calidad embrionaria (Moor et al.,
1984; B6 y Mapletoft, 2014). Ademas, la actividad biolégica prolongada de eCG puede
afectar negativamente el desarrollo embrionario temprano, lo que requiere el uso de

una inyeccion de anticuerpos anti-eCG para reducir su actividad (Boland et al., 1991).

Los estudios endocrinoldégicos han mostrado que los animales tratados con eCG a
mayor frecuencia presentan perfiles anormales de LH y progesterona (Greve et al.,
1983); esto se asocia con una disminucion en las tasas de ovulacion y fertilizacion a
diferencia de los animales tratados con FSH (Callesen et al., 1986; Blanco et al., 2003).
La eCG podria representar una alternativa de superovulacién, sobre todo en lugares
donde el manejo de los animales no es facil y se dificulta realizar un protocolo que

requiera varias inyecciones como el necesario para la FSH (Jiménez, 2009).
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3.7. Factores que intervienen en la superovulacion

La respuesta a los protocolos de estimulacidbn ovarica es afectada por factores
intrinsecos y extrinsecos (Torres et al., 1987), entre los que se encuentran: la raza, la
edad e historial reproductivo de las hembras donantes; el producto hormonal a utilizar,
el protocolo, el clima, la nutricién, el uso de otras hormonas en los protocolos de
superovulacion y otros factores de manejo pueden influir en el resultado (Mapletoft et
al., 2002; Hasler, 2014). Los factores asociados con la administracion gonadotropinas
exdgenas que afectan de respuesta superovulatoria incluyen la fuente de donde
provienen, el lote de fabricacion y la actividad biol6gica de la gonadotropina (Murphy et
al., 1984). En cuanto a la raza, hay informacion acerca de que algunas razas no

producen embriones tan resistentes como otras razas (Steel y Hasler, 2004).

Factores tales como la temporada del afno, el manejo, el estado del ovario al momento
del tratamiento y el nUmero de superovulaciones realizadas en el animal pueden afectar
la respuesta superovulatoria de una manera directa o indirecta (Mapletoft et al., 2002).
Se sabe que el semen tiene un efecto muy importante sobre el nUmero de embriones
obtenidos, por lo tanto, también se debe considerar el momento de la inseminaciéon
(Jiménez, 2009). La administracibn de FSH exdgena no soOlo podria inducir el
crecimiento de foliculos sanos, sino también aquellos que ya han sido objeto de atresia,
lo que resulta en la fertilizacion de ovocitos viejos y posteriormente, embriones de baja
calidad (B6 et al., 1991). Los investigadores han tratado de disminuir esta variabilidad,

pero no se han logrado muchos avances en los ultimos afos (Jiménez, 2009).

Una opcidn factible para mejorar la respuesta en los protocolos de superovulacion, es
conocer la dindmica folicular y empezar los tratamientos en el momento de inicio de

una oleada folicular (Garzon et al., 2007).
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3.8. Métodos de recolecta de embriones

La colecta de embriones en ovejas, generalmente se realiza al séptimo dia posterior al
estro (Lima-Verde et al., 2003); es necesario disponer de un método de recuperacion
de embriones que maximice y garantice la tasa de recuperacion en los programas de
transferencia de embriones para pequefios rumiantes (Ramon-Ugalde et al., 2008),

existen métodos de colecta quirurgicos y no quirargicos (Azawi, 2011) para este fin.

3.8.1. Método quirurgico, laparotomia media ventral

Consiste en anestesiar la borrega, después se realiza una incisién sobre la linea media
delante de la ubre para exteriorizar los cuernos uterinos. Se realiza una puncion en la
base del cuerno, por donde se introduce una sonda Foley en el lumen. Posteriormente,
se realiza una segunda puncién cerca de la union Utero-tubarica por donde se introduce
un catéter que servira para inyectar el medio de lavado; el liquido que contiene los
embriones se recupera por el otro extremo mediante la sonda. Se realiza el mismo
procedimiento para el otro cuerno uterino. Al final, se procede a suturar y se
recomienda aplicar tratamiento antibidtico por tres dias. Es el procedimiento mas usado

en pequenos rumiantes, debido a su eficiencia (Baril et al., 1995).

3.8.2. Métodos no quirargicos

Laparoscopia

Esta técnica fue desarrollada en ovejas por McKelvey et al. (1986) requiere un
especialista y mas cara, ya que se requiere un laparoscopio. Consiste en realizar tres
punciones con trocares en la pared abdominal, en una se introduce el laparoscopio, en
otra se introduce una sonda de tres vias (entrada, salida e insuflacion). En la tercera
puncién se introduce una pinza no traumatica para manipular el tracto reproductivo

durante la colecta (Nellenschulte y Niemann, 1992).
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La tasa de recuperacion de embriones de este método es menos al 60%, pero con este
método se reduce la aparicibn de adherencias, lo que facilita la recuperacién de

embriones en tratamientos posteriores (Gibbons y Cueto, 2011).

Transcervical

Esta recuperacion de embriones se realiza entre el dia 6 y 7 después del estro. La
técnica consiste en anestesiar previamente a las borregas por via epidural.
Posteriormente, se introduce un especulo en la vagina, con unas pinzas Allis No. 20 se
sujeta y exterioriza el labio externo del cuello del utero. Luego, con la ayuda de una
guia se introduce un catéter de lavado por el cuello del utero hasta llegar al Gtero, se
saca la guia y se infunden en el Gtero 20 mL de medio de lavado a 37 °C. Este proceso
se repite 25 veces, cada infusion de 20 mL efluente del Utero, se pasa por un filtro de
(0.22 um) (Lima-Verde et al., 2003).

La morfologia del cuello uterino de las ovejas hace que este método sea realmente
dificil de usar e implica el uso de un tratamiento hormonal adicional (Kershaw et al.,
2005).

3.9. Métodos de evaluacion embrionaria

Los métodos de evaluacion, pueden ser invasivos o no invasivos y se pueden aplicar
en diferentes etapas de desarrollo (Montag et al., 2013). La evaluacion de la calidad del
embrién es uno de los factores mas importantes, que determinan el éxito de una

transferencia de embriones (TE) (Rondeau et al., 1995; Lopes et al., 2007).

3.9.1. Métodos invasivos

Los procedimientos invasivos requieren la extirpacion de una o varias células del

ovocito o el embridén para su posterior analisis (Montag et al., 2013).

26



Analisis genéticos preimplantacion (AGP)

Los primeros procedimientos fueron realizados en 1989 en un grupo de individuos con
riesgo de transmitir a su descendencia una afeccién ligada al sexo (Handyside et al.,
1990). Los andlisis genéticos mas usados son del codigo genético de los cuerpos
polares, blastbmeros y células del trofoblasto (Montag et al., 2013). Actualmente se
aplican para detectar embriones con alteraciones genéticas (Ajduk y Zernicka-Goetz,
2013).

Hibridacion fluorescente in situ

La biopsia del embrién seguida por un analisis de hibridacion fluorescente in situ (FISH,
por sus siglas en inglés) puede identificar embriones cromosdmicamente anormales y
por lo tanto, menos viables (Taylor y Tachataki, 2002). El FISH es un método que
permite el andlisis cromosdémico de la mayoria de las células de un embrion; los
cromosomas marcados se hibridan con sondas que emiten fluorescencia y permiten la
visualizacion, distincion y estudio de los cromosomas, asi como de las anomalias que

puedan presentar (Viuff et al., 2002).

Transcriptomica

El uso de perfiles de transcriptomicos en la evaluaciéon de la calidad embrionaria se
encuentra en su fase inicial. Consiste en analizar el contenido de ARNm celular que
refleja el fenotipo de una célula de una mejor manera que el andlisis de su genoma. El
ARN es mas propensos a la degradacion que el ADN, y por lo tanto, se tiene que
extraer rapidamente y en condiciones estériles. El analisis transcriptdmico es un
procedimiento costoso, por lo que su uso se vuelve dificil (Ajduk y Zernicka-Goetz,
2013; Kakourou et al., 2013).
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El aspecto mas critico de estudios invasivos es el impacto potencial de la biopsia y la
manipulaciéon en el desarrollo embrionario posterior, recientemente (Montag et al.,
2013).

3.9.2. Métodos no invasivos

Las pruebas de laboratorio no invasivas para evaluar la calidad embrionaria son los
nuevos métodos mas importantes. Consisten en gran medida, en la deteccion de
enzimas, metabolitos, proteinas, productos de genes y otros rasgos (Bukowska et al.,
2012).

Respirometria

La nanorespirometria es una tecnologia no invasiva y altamente sensible desarrollada
para la medicidbn de tasas de respiracion embrionarias (Lopes et al., 2005). Esta
tecnologia es capaz de realizar mediciones en las diferentes etapas de desarrollo
embrionario. Existen 4 perfiles de respiracion: a) caidas abruptas o graduales para los
embriones que no se desarrollan mas alla de dos células, b) tasa de respiracion estable
(0.3-0.4 nL/h) para los embriones que no se desarrollan mas alla de las etapas
tempranas de escision, ¢) pequefio aumento en la tasa, para embriones de mala
calidad y d) un marcado aumento en la tasa de respiracion, para los blastocistos de
buena calidad (Overstrom, 1996; Lopes et al., 2007).

La evaluacién visual de la morfologia embrionaria es el método no invasivo mas

popular de la seleccion de embriones (Ajduk y Zernicka-Goetz, 2013).

Metabolomica

Otro factor que se debe tener en cuenta para evaluar la calidad embrionaria es el

metabolismo embrionario (Montag et al, 2013). Se puede realizar de diferentes
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maneras, hay técnicas basadas en la evaluacion de cambios en la composicién de un
medio de cultivo, especificamente la absorcion o liberacidn de compuestos, tales como
sustratos de energia, hormonas, factores de crecimiento y citoquinas (Donnay, 2002) y
otras técnicas basadas en el uso de sustratos o colorantes fluorescentes (Butler y
Biggers, 1989). Un ejemplo de estas técnicas es el uso de piravato, que se considera
un sustrato importante de energia para las células embrionarias (Gardner et al., 2001).
Se sabe que al reaccionar con peroxido de hidrogeno, protege al embrion del estrés

oxidativo (Leese, 2012).

Las principales desventajas son la falta de automatizacion y la incapacidad para medir
vias metabodlicas especificas, su aplicabilidad clinica es complicada actualmente,
debido a la complejidad técnica y la necesidad de equipos adecuados (Sturmey et al.,
2010).

Evaluacién embrionaria por su morfologia

La manera mas sencilla para evaluar un embrion antes de su transferencia es apreciar
su morfologia, pero también es la forma mas subjetiva (Merton, 2002). Las ventajas de
este método son que es rapido, no es caro y no requiere la manipulacién excesiva de

los embriones (Angela et al., 2006).

Los embriones obtenidos durante la colecta, son morfolégicamente diversos (Alikani et
al., 2002). La necesidad de evaluar la calidad de los embriones de animales domésticos
esta relacionada con la capacidad que puedan tener para originar gestaciones después

de la transferencia de embriones (Bukowska et al., 2012).

Los parametros aplicados para evaluar la calidad del embribn comprenden: la forma, el
color, el numero y compactacion de las células, el tamafo del espacio perivitelino,
namero de células extruidas, degeneradas (Lindner y Wright, 1983). Otros factores

importantes a tener en cuenta son: el dafio y la fisura de la zona pelucida (ZP), tamano,
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asi como el contenido de granulos y otros restos celulares en el espacio perivitelino
(Bukowska et al., 2012). La ZP es una capa extracelular que consiste en un par de
glicoproteinas que rodean el embrion de los mamiferos entre las etapas de cigoto y el
estadio de blastocisto (Van Soom et al., 2003) y la ZP protege al embridén de la entrada

de patdégenos (Vanroose et al., 2000).

Lindner y Wright, (1983) propusieron un sistema util y practico para evaluar embriones

bovinos el dia 7 después del estro, a continuacion se muestra en el Cuadro 1.

Cuadro 1. Clasificacion de embriones en base a sus caracteristicas morfoldgicas.

Clase Caracteristicas

Excelentes (I) Son redondos, los blastbmeros tienen el mismo
tamano, color y consistencia.

Buenos (ll) Los embriones son un poco irregulares, y alguno de
los blastomeros puede presentar o no forma
irregular.

Regular (l11) Blastbmeros  extruidos 'y algunas células
degeneradas.

Malo (V) Blastdbmeros sueltos, células dafiadas y de distintos

tamanos, también se observan cambios de color

Embriones degenerados (V) Solo se aprecian restos celulares indefinidos y
blastbmeros degenerados.

Propuesta por Linder y Wrigth (1983).

Esta division difiere ligeramente de los criterios aceptados por la Sociedad
Internacional de Transferencia de Embriones (IETS) que divide a los embriones en
cuatro cédigos (1 — 4) que se exponen a continuacién (Cuadro 2; Stringfellow y Givens,
2010).
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Cuadro 2. Categorias para la clasificacidn de embriones propuestas por la IETS.

Cédigo Caracteristicas

1. Excelente o bueno Masa del embrion simétrica y esférica con blastobmeros
individuales, las células estan uniformes en tamano,
color y densidad. Este embridon es consistente con la
etapa de desarrollo esperada. Las irregularidades debe
ser relativamente menores y al menos el 85 % del
material celular debe estar intacto. La zona pellcida
debe ser lisa y no tener superficies concavas o planas
que puedan causar que el embrién se adhiera a una

placa de Petri 0 una pajilla.

2. Regular Estos embriones tienen irregularidades moderadas en
cuanto a su forma general o en tamano, color, y la
densidad de las células individuales. Al menos el 50 %
de las células embrionarias deben estar intactas. Estos

embriones son transferibles, pero no congelables.

3. Malo Estos embriones tienen importantes irregularidades en
la forma del embrién o en tamano, color, y la densidad
de las células. Al menos el 25 % de las células deben
estar intactas. Estos embriones no sobreviven el

procedimiento de congelacion y descongelacion.

4. Muerto o degenerado Estos podrian ser embriones, ovocitos o embriones de

1 célula. No son viables y deben desecharse.

Los criterios descritos en el manual de la IETS ayudan a mantener un sistema uniforme

de clasificacion, que se utiliza a nivel internacional.

31



3.10. Clasificacion de los embriones por su estado de desarrollo

Después de la fertilizacion, el cigoto se somete a varias divisiones durante los primeros
dias de desarrollo, dependiendo de la especie, entre los dias 4-5 después de la

fecundacion, el embridbn empieza a compactar (Merton, 2002).

El proceso de compactacion en los embriones de oveja comienza en el dia 3 después
de la fertilizacién (Watson et al.,, 1992). La contraccion de los blastobmeros deriva en un
embribn mas denso, con un espacio perivitelino mas grande (Van Soom et al., 1997).
Este proceso origina el nombre de mérula y genera la aparicion de células internas y
externas, requisito para la formacion del blastocele (Smith y McLaren, 1977), que

ocurre entre el dia 4-5 en ovejas (Watson et al., 1992).

La etapa de desarrollo originada por la formacion del blastocele se denomina
blastocisto temprano. En la etapa de Blastocisto temprano, se pueden distinguir dos
tipos de blastbmeros (Merton, 2002), cuando el blastocele ocupa mas del 50 % del
embridén, se clasifica como blastocisto (B6 y Mapletoft, 2013); cuando la presion
osmoética del blastocele incrementa, el diametro del embribn aumenta; esto provoca
que la zona pelucida se estire y se vuelva mas delgada (Rohen y Litjen-Drecoll, 2007).
Esta etapa embrionaria es conocida como blastocisto expandido. Posteriormente la

zona pelucida se rompe y el embrion eclosiona (Sadler, 2009) (Figura 3).
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1. Una célula (Dia 0) 2. Dos células (Dia 1) 2. Cuatro células (Dia 2)
2. Ocho células (Dia 3) 2. Dieciseis células (Dia 4) 3. Mérula temprana (Dia 4)

4. Morula (Dia 5) 5. Blastocisto temprano (Dia 5) 6. Blastocisto (Dia 6)

7. Blastocisto expandido (Dia7) 8. Blastocisto eclosionado (Dia 8) 9. Blastocisto eclosionado
expandido (Dia 9)

Figura 3. Representacion de la cronologia del desarrollo embrionario en la oveja (dias

post celo). Modificado de Stringfellow y Givens (2010).

33



La IETS emplea codigos desde 1 hasta 9 para las etapas de desarrollo que pueden
presentarse en el momento de la colecta de embriones (Stringfellow y Givens, 2010).
Es importante conocer las caracteristicas de cada etapa de desarrollo, como se

describen en el Cuadro 3.

Cuadro 3. Caracteristicas de los diferentes estadios de desarrollo embrionario
encontrados al momento de recolectar embriones en ovejas entre los dias 6 y
7.

Etapa Caracteristicas normales

1. Ovocito no fertilizado Forma esférica, nucleo redondeado y una zona
pelucida bien definida. Se puede observar un cuerpo
polar

2.2 -16 células Al inicio solo son visibles dos pronudcleos. Hay
espacio perivitelino entre la zona pelucida (ZP) y la
membrana plasmatica. Generalmente se observan 2
cuerpos polares en el espacio perivitelino.
Posteriormente el tamafo de los blastobmeros
disminuye; el espacio perivitelino aun es grande.

3. Mérula temprana Es dificil distinguir blastbmeros individuales. La masa
celular del embridén ocupa la mayor parte del espacio
perivitelino.

4. Moérula Los blastdmeros se unen y forman una aglomeracion
compacta, esta aglomeracién ocupa entre el 60 al 70
% del espacio perivitelino.

5. Blastocisto temprano El embrion ocupa entre el 70 al 80% del espacio
perivitelino, es posible que se pueda diferenciar el
trofoblasto y la masa celular interna. Se forma una
cavidad llena de fluido (blastocele).

6. Blastocisto Se observa una diferenciacion entre la capa exterior
y el trofoblasto, ademas de una masa celular interna
mas compacta y obscura. El blastocele es mas
predominante

7. Blastocisto expandido El diametro total del embrion aumenta (1.2 a 1.5X)
se observa un adelgazamiento de la zona pelucida
de aproximadamente I/3 de su volumen original.

8. Blastocisto eclosionado Los blastocistos comienzan a salir de su zona
pelucida. Son redondos y pueden tener un blastocele
bien definido o colapsado.

9. Blastocisto eclosionado La mayoria de los blastocistos han perdido su zona

expandido pelicida y se aprecia un aumento de tamafio.

Fuente: Linder y Wrigth (1983), Winterberger-Torres y Sevellec (1987).
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3.11. Ecografia

3.11.1. Principio de la ecografia

La ecografia es una técnica de imagen no invasiva, fiable y sin efectos secundarios
(Gonzalez-Bulnes et al., 2010). El funcionamiento en el que se basan los ultrasonidos
(sonidos de alta frecuencia) son los principios fisicos del sonido (Duran, 2011). El
sonido es una onda viajera de presion; las ondas sonoras consisten en compresiones y
dispersiones alternativas de las moléculas del medio por el que viajan (Walker, 2012).
Igual que cualquier onda, el sonido posee unas longitudes, periodos y frecuencias de
onda especificas (Aldrich, 2007). Este tipo de ondas no se transmiten en el vacio, por lo
tanto precisan de un medio para difundirse (Quintela et al, 2006). El medio de
transmision proporciona la velocidad de difusion del sonido (Lutz, 2006), esta velocidad
depende de la dureza del tejido (Walker, 2012).

La transformacién de electricidad en sonido frecuentemente se concreta mediante
bocinas y el proceso inverso se crea mediante el uso de micr6fonos; en la ecografia
para esto se utiliza la piezoelectricidad (Walker, 2012). La piezoelectricidad es la
propiedad que presentan algunos cristales, para polarizarse eléctricamente cuando se
les aplica una tension compresiva o extensiva (Chacédn et al., 2012). Los elementos
piezoeléctricos transforman la electricidad en un pulso de onda sonora y el eco
producido por ésta onda vuelve a convertirse en energia eléctrica, este es el principio

base de los transductores ecograficos (Lutz, 2006).

El sonido viaja lentamente en los gases, aumenta su velocidad en los tejidos corporales
y los liquidos y su velocidad es alta en los huesos (Mannion, 2006), por lo que se vera
una sefial muy intensa en la pantalla del ultrasonido. En ecografia se utiliza el término
ecoico para denominar las estructuras que se ven de color blanco en la pantalla
(Quintela et al., 2006) y se denomina anecoico a las estructuras que se ven de color

negro (Vargas et al., 2008).
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3.11.2. Uso del ultrasonido en la produccioén animal

Antes de la introduccién de imagenes ecogréaficas en tiempo real, la investigacion de
reproduccién animal y morfologia de los 6érganos reproductivos se realizaba por
palpacién transrectal o en cirugia (Griffin y Ginther, 1992). Las primeras aplicaciones de
ultrasonografia en los animales se relacionaron con estudios médicos (Temple et al.,
1956). Para asegurarse de que el ultrasonido no tenia efectos perjudiciales en los
tejidos, se realizaron trabajos en testiculos de conejo (Hahn y Foote, 1968). El uso de
ultrasonidos resultd eficiente para determinar la condicion corporal (grasa subcutanea

y musculatura) en animales (Stouffer, 2004).

La ecografia se introdujo en la reproduccion animal para evaluar la gestacién en
yeguas (Palmer y Driancourt, 1980) y en ovejas los primeros usos de la ecografia
consistieron en determinar una gestacion; esto es importante por razones econémicas
(Buckrell, 1988; Ganaiea et al., 2009). La ultrasonografia se adopt6 rapidamente como
una técnica clinica usual para observar las estructuras fisiol6gicas y patolégicas del
tracto genital en las especies domésticas (Kahn et al., 1992) aunque el uso de las
imagenes ecogréficas in situ, con computadoras portatiles y un software preciso, se

introdujo hasta a principios de 1990 (Stouffer, 2004.

El ultrasonido ha impactado en la investigacion de la reproduccion animal y ha
contribuido a los avances en nuestro conocimiento de la funcion uterina, asi como el
desarrollo embrionario y fetal (Kahn et al., 1992; Bidinost et al., 1999). Ademas, ha
aportado un significativo avance en los conocimientos sobre la fisiologia ovérica y uno
de sus aspectos mas importantes, la dinamica folicular (Uribe-Velasquez et al., 2010).
Para comprender y evaluar la dinamica folicular, se ha empleado la ecografia (Pierson
y Ginther, 1987), alternada diariamente durante 18 dias para evaluar la dinamica
folicular (Noel et al., 1993; Schrick et al.,, 1993; Ravindra et al., 1994). El uso de
técnicas de imagen facilita la recoleccion de esta informacidén (Gonzalez- Bulnes et al.,
2010).
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La forma menos estresante para la exploracidbn ovarica en ovinos es via rectal,
colocando el animal de pie y usando un transductor lineal, al que se le coloca un
adaptador rigido que permita manipular la sonda en el recto (Cortez-Romero et al.,

2011).
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1. Localizacion

El estudio se realizé durante los meses de noviembre y diciembre de 2012 en las
instalaciones del Colegio de Postgraduados Campus Cérdoba, ubicado en la Carretera
Federal Cérdoba-Veracruz km 348, congregacion Manuel Ledn, municipio de Amatlan
de los Reyes, Veracruz. La localizacién geografica es: 18° 51' 20" Ny 96° 51' 37" O, a
una altura de 720 msnm. EIl clima es templado con una temperatura promedio de 18
°C, y precipitacion promedio anual de 1807.3 mm (INAFED, 2013)

4.2. Animales

Se utilizaron 24 ovejas de la raza Pelibuey de 1.7 + 0.24 afios de edad, con peso vivo
promedio 39.1 + 1.77 kg y con condicién corporal (CC) promedio de 2.8 + 0.16 en
escala 1-5, (1 = flaco; 5 = obeso) de acuerdo con Russel et al. (1969), en temporada
reproductiva. Durante el experimento, las ovejas se mantuvieron en corrales con
sombra, piso de cemento, comederos y bebederos. Quince dias antes de iniciar el
experimento, se les aplic6 antiparasitario vitaminado (PARMISOLE ADE+B®) via
intramuscular, de acuerdo a la recomendacién del laboratorio para la especie. Los
machos se mantuvieron en corrales separados, con las mismas condiciones de
alojamiento que las ovejas y se les dio el mismo manejo general que a las hembras

antes de iniciar el experimento.

4.3. Alimentacion

Durante el experimento, las ovejas se pastorearon diariamente en praderas de
Cynodon dactylon durante 7-8 h d”', y en su corral se les proporcion6 300 g oveja™’ de

suplemento, a base de maiz, pasta de soya, salvado y minerales con 16.9 % de PC y

2.95 Mcal de EM kg"'. Se les proporcion6 agua limpia todo el tiempo. Los machos
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estuvieron alojados en los corrales todo el tiempo, su alimentacion fue a base de cana
picada, ademas de una racién de 300 g animal™ d”' del mismo suplemento que se dio a

las hembras.

4.4. Tratamientos

Se tuvieron cuatro grupos (n=6) con tratamiento diferente para la sincronizacion de
estros, los cuales se distribuyeron aleatoriamente en las 24 ovejas. En el caso de los

tratamientos 1y 2, se continto hasta la superovulacion (Figura 4).

Tratamiento 1 (T1; n= 6). El dia cero se aplicé un dispositivo via vaginal (CIDR®) con
0.3 g de progesterona. El sexto dia se comenzé a aplicar el Folltropin®-V (FSH) dos
veces por dia (7:00 y 19:00), con dosis decrecientes (40ug /40ug, 30ug /30ug, 20ug
/20ug y 10pg /10ug), sumando un total de 200ug; la primera dosis se aplico 72 h antes
del retiro del CIDR y la dltima dosis 12 h después de remover el CIDR. Al séptimo dia
se les aplico una dosis de prostaglandina F2 alfa (PFG2a; 5 mg de Dinoprost

trometamina, Lutalyse®) y al noveno dia se retir6 el CIDR.

Tratamiento 2 (T2; n= 6) El dia cero se aplicé un dispositivo via vaginal (CIDR®) con
0.3 g de progesterona. El sexto dia se comenzé a aplicar Pluset® (pFSH:pLH) dos
veces por dia (7:00 y 19:00), con dosis decrecientes (60Ul / 60Ul, 35Ul / 35Ul, 20Ul /
20Ul y 10Ul /10Ul), aplicando un total de 250 Ul; la primera dosis se aplicd 72 h antes
del retiro del CIDR y la ultima dosis se aplico 12 h después de remover el CIDR. Al
séptimo dia se les aplico una dosis de prostaglandina F2 alfa (PFG2a; 5 mg de

Dinoprost trometamina, Lutalyse®) y al noveno dia se retir6 el CIDR.
Tratamiento 3 (T3; n=6): El dia cero se aplic6 un dispositivo via vaginal (CIDR®) con

0.3 g de progesterona. Al séptimo dia se aplicd una dosis de prostaglandina F2 alfa

(PFG2a; 5 mg de Dinoprost trometamina, Lutalyse®) y al noveno dia se retird el CIDR.
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Tratamiento 4 (T4; n=6): Para obtener datos de un ciclo natural; el dia cero se aplico el
(CIDR®) con 0.3 g de progesterona. Al séptimo dia se aplicd una dosis de un analogo
de prostaglandina F2 alfa (PFG2a; 5 mg de Dinoprost trometamina, Lutalyse®). Al
noveno dia se retir6 el CIDR. Este esquema se realiz6 18 dias antes a los tratamientos
anteriores, con el propésito de coincidir el retorno a estro de las ovejas en este

tratamiento con el estro de T1, T2 y T3 (Figura 4).

(TlyT)
Colecta
de embriones
(T3yT4)
Aplicacién Retiro DyR  Tes2
CIDR PGF2= CIDR ovulatoria

TRATAMIENTO |
CIDR +#+PGF2= + FOLLTROPIN J 9 j o
n=6 - :

g

TRATAMIENTO 2
- o B -
CIDR +PGF2=+ PLUSET ] _) 5 4 S5
n=6
TRATAMIENTO 3
~ - - A o
CIDR + PGF2 J _) J 4 5
n=6
Aplicacion Retiro Retorno
TRATAMIENTO 4 CipR PGF2=  CIDR Estro aestro
CIDR + PGF2=

n=6

Folltropin Pluset

Uso del Deteccion de

ultrasonido  estrosy
montas

Figura 4. Esquema de tratamientos utilizados para sincronizar el estro o superovular las

ovejas Pelibuey en época reproductiva.

4.5. Manejo de las hembras

4.5.1. Desarrollo folicular

Mediante ultrasonografia transrectal se determiné el tamafo de los foliculos, con una
sonda 7.0 MHz a la cual se coloc6 una guia para mejor manipulacién (Universal
medical systems, Inc. UMS 900). Para este procedimiento, se colocé a las ovejas de

pie, se evacuo el recto y se aplico gel lubricante en la zona. Los foliculos se clasificaron

40



de acuerdo a su diametro en pequefios (2-3 mm), medianos (4-5 mm) y grandes (=6
mm; Evans et al., 2000; Gonzalez-Bulnes et al., 2000). Los foliculos se midieron
después de congelar la imagen en el ultrasonido y se registraron (Evans et al., 2000).
Las observaciones se realizaron dos veces al dia, con intervalos de 12 h entre cada
una de ellas; la primera fue 60 h antes del retiro de los CIDR’s en T1, T2 y T3, y para

T4 60 h antes del retorno a estro.

4.5.2. Deteccion de estro y monta natural

Las ovejas se consideraron en estro cuando permitian la monta del macho. En T1, T2 y
T3 se monitored el estro a partir de las cuatro horas después del retiro de los CIDR,
durante 30 min cada 4 h durante un periodo de 72 h. Las ovejas que mostraron estro
fueron inseminadas por monta natural inmediatamente que el semental las detect6 en
estro, y una segunda monta se realiz6 a las 12 horas después. Se registro el tiempo al
inicio del estro. Para el T4 se detecté el inicio del estro de la misma manera que en T1,
T2 y T3, solo que utilizando sementales equipados con un mandil para evitar la copula,
cuando las hembras manifestaron estro, se registrd el tiempo y se esperd 17 dias para
el retorno a estro; una vez detectado el inicio del estro, se les dio monta. Se registré el
numero de ovejas con manifestaciones externas de estro, después del retiro de los
CIDR para T1, T2 y T3. En el caso de T4 se registr6 el nUmero de ovejas con

manifestaciones externas de estro a los 17 dias del estro inducido.

4.5.3 Tasa ovulatoria

Se midié la tasa ovulatoria (TO) al sexto dia post monta, mediante el conteo de cuerpos
luteos (CL) presentes en la superficie de los ovarios. En T1 y T2, la respuesta
ovulatoria se determiné antes de iniciar la recuperacién de los embriones mediante el
conteo de los cuerpos luteos, por laparotomia. Mientras que para T3 y T4 se determin6
por observacion via laparoscépica con un laparoscopio (KARLSTORZ). Para todos los

tratamientos, se registr6 el numero de CL y foliculos grandes (FG).
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4.5.4. Procedimiento laparoscépico

Antes del procedimiento laparoscépico en los tratamientos T3 y T4, se restringié el
alimento y agua a las hembras durante 24 h con el fin de reducir el contenido del
rumen y evitar bronco aspiracion. Los instrumentos utilizados para la laparoscopia se

sumergieron en una solucion antiséptica (cloruro de benzalconio al 1%, ANTIBENZIL®).

Se coloco a la oveja en una camilla en posicion decubito dorsal en un angulo de 45°
con la cabeza hacia abajo, la parte ventral del abdomen se rasurd. Posteriormente, se
lavé con jabdn quirurgico (SURGITANE®) y se desinfectd con una solucion de iodo
(DERMODINE®). Una vez desinfectada el area quirurgica, se procedié a inyectar 3 mL
de anestésico local (Pisacaina® 2% Vet, Laboratorios PiSA®) via subcutanea,
aproximadamente de 3 a 5 cm de la parte anterior de la ubre, y de 6 a 7 cm a cada lado

de la linea media.

Se introdujo un trocar del lado izquierdo de la linea media, la cavidad abdominal se
insufld e introdujo el laparoscopio; posteriormente se realizd una segunda puncion en el
lado derecho para introducir el manipulador y registrar la respuesta ovarica. Una vez
realizado el procedimiento, se retird el laparoscopio y se aplicé Furazolidona en aerosol
(Topazone®, Laboratorios PiSA) en las perforaciones para promover la cicatrizacion. Al
final, se aplic6 1 mL de tetraciclina (Emicina LA®, Laboratorios Pfizer) por cada 10 kg

de peso vivo via intramuscular.

4.6. Recolecta de embriones

La colecta se realizé el dia 6.5 posterior a la monta mediante laparotomia media ventral
de 5-7 cm en las ovejas que tuvieron respuesta superovulatoria (> 2 CL) de acuerdo
con Naqvi et al. (2000), iniciando con la primera oveja que present6 estro y asi
sucesivamente, hasta concluir con la Ultima oveja. Antes de la colecta, a las ovejas de
los tratamientos T1 y T2 se les restringi6 el alimento y agua durante 24 h con el fin de

reducir el contenido del rumen y evitar la bronco aspiracion durante la cirugia.
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Se aplic6 una combinacién de ketamina (Anesket®, Laboratorios PiSA) y xilacina
(Procin®, Laboratorios PiSA) en relacion 1:1, via intravenosa (1.V.). Consecutivamente
se coloco las ovejas en posicidn decubito esternal, con la cabeza y cuello extendidos
hacia arriba; se procedi6 a intubar las ovejas usando una sonda endotraqueal
conectada a un tubo con suministro de oxido nitroso. Posteriormente, se colocé la oveja
en una camilla en posicién decubito dorsal en un angulo de 45° con la cabeza hacia
abajo, la parte ventral del abdomen se rasur6, se lavd con jabdn quirdrgico
(SURGITANE®) y se desinfectd con usa solucion de Yodo (DERMODINE®). Se
colocaron los campos quirurgicos y se procedié a incidir en la linea media ventral para
exponer el Utero y los ovarios. Se procedid con el registrd6 del nUumero de ovulaciones
recientes, determinadas con los cuerpos luteos y también se registro el numero de
(FG).

Los embriones se colectaron mediante el lavado de los cuernos uterinos por separado
en forma gravitacional y de manera intermitente, utilizando un medio de lavado (Vigro
Complete Flush Solution, Laboratorios BIONICHE®) a razén de 40 mL por cuerno
uterino a 37 °C. Esto consistid en realizar una puncién en la unién utero-tubarica para
insertar un catéter intravenoso (Punzocat® de 32 mm) en el lumen del cuerno uterino (1
cm), luego se realizd una segunda puncién a nivel del ligamento intercornual para
introducir una sonda Foley con calibre de 10 fr. Consecutivamente, se conectd la parte
distal de la sonda a un tubo recolector; se comenzd a inyectar lentamente el medio de
lavado por el catéter intravenoso, dando masajes suaves al cuerno uterino. Esto
produce una corriente que desemboca en el tubo colector, el mismo procedimiento se
realizd en el otro cuerno uterino. Al concluir el lavado, el tubo colector con el liquido
recuperado se coloc6 a bafio Maria para mantener las estructuras colectadas hasta su
evaluacion a 37 °C. Enseguida, el tracto genital se introdujo en la cavidad abdominal
para realizar la sutura de los planos quirtrgicos utilizando Catgut® cromico de 1 cero
para peritoneo y musculo, y una sutura de Nylon de 1 ceros en piel. Al término de las
suturas, se aplicé un tratamiento antimicrobiano de penicilinas (Shotapen® L.A.) para

prevenir infecciones postoperatorias, un analgésico (Bio-dipirona) (1-Fenil-2,3-dimetil-5-
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pirazolona-4-metilaminometanosulfonato de sodio) y una dosis de un analogo de
prostaglandina F2 alfa (PFG2a) (5 mg de Dinoprost trometamina, Lutalyse®) para

causar la lisis de los CL existentes y evitar una posible gestacion.

4.7. Busqueda de embriones y clasificacion de estructuras recolectadas.

El contenido del tubo colector se vertié en cajas de Petri cuadriculadas y estériles, se
examin6 bajo un microscopio estereoscédpico (Barnstead, USA) a 10X de aumento. Se
efectuaron dos busquedas por cada caja de Petri para asegurar que no quedaran

embriones. La forma de busqueda se ilustra a continuacién (Figura 5).
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Figura 5. Esquema representativo de la busqueda embrionaria en las cajas Petri

cuadriculadas.

Una vez identificada cada estructura embrionaria, se procedié a su aislamiento en una
caja de 4 pozos previamente preparada con 200 yL de medio de mantenimiento
(Holding, Laboratorios BIONICHE) por pozo a temperatura de 37 °C, mantenida en una
platina térmica a resguardo de la luz. Se registré el numero de ovocitos y embriones

presentes y al finalizar la busqueda se procedio a clasificar los embriones.

Los embriones recuperados de hembras superovuladas a menudo muestran una

amplia gama de etapas de desarrollo celular Linder y Wright (1983). Los embriones
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fueron evaluados y clasificados de acuerdo a su aspecto morfolégico en categorias: |
(excelente) Il (regular) Il (malo) IV (muerto / degenerado) u ovocito sin fertilizar, de
acuerdo con los criterios de la Sociedad de Internacional de Transferencia de

Embriones (IETS). La evaluacién de los embriones se realizd con un aumento de 40X.

4.8. Variables respuesta

Desarrollo folicular: Numero de foliculos pequenos, medianos y grandes presentes en

la superficie del ovario de las ovejas, detectados mediante ultrasonografia.

Manifestacion de estros (%): Numero de ovejas que manifestaron signos de estro,
detectadas por el semental, con respecto al numero total de ovejas de cada

tratamiento.

Inicio del estro (h): Horas al inicio del estro de las ovejas, después de retirado el
dispositivo de progesterona. La distribucion se determind con el numero de ovejas que

entraron en estro en determinado intervalo de tiempo.

Tasa ovulatoria: Numero de cuerpos luteos totales presentes en la superficie de los

ovarios de las ovejas experimentales, 6 dias después de la monta natural.

Foliculos grandes no ovulados (FGNO): Numero de foliculos =6 mm presentes en la

superficie del ovario, 6 dias después de la monta natural.

Respuesta ovarica total: NUmero de cuerpos luteos sumado al numero de foliculos
grandes presentes en la superficie del ovario al momento de la laparoscopia o

laparotomia.

Ovocitos no fertilizados (ONF): Numero de ovocitos (Ovo) recuperados en las ovejas

durante la colecta de embriones.
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Embriones calidad 1 (EC1): NUumero de embriones colectados en estadios de mérula
(M) y Blastocisto (B) de calidad 1.

Embriones transferibles (ET): Numero de embriones colectados en estadios de

mérula (M) y Blastocisto (B) de calidad 1y 2.

Embriones degenerados (ED): Numero de embriones colectados, con defectos

estructuras degeneradas.

Estructuras recolectadas: Numero total de estructuras recolectadas en las ovejas
experimentales superovuladas, independientemente de su clasificacibn morfologica y

de desarrollo.

Tasa de recuperacion: se calcul6 dividiendo el numero de embriones recolectados

entre el numero de CL presentes.

4.9. Modelo y analisis estadistico

El modelo estadistico usado para un disefno experimental completamente al azar (DCA)
fue: Yi= H+ T+ §

Donde:

Yij = Elvalor de la variable respuesta

M = Media general

T; = Efecto del tratamiento i

&; = error experimental

Los andlisis estadisticos se realizaron utilizando SAS (Version 9.3, Institute Inc., Cary,
NC, USA).

La variable manifestacidbn de estros, se analizO mediante el modelo de regresion
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logistica utilizando el procedimiento Logistic. La variable inicio al estro se analiz6 con el
método de curvas de sobrevivencia Log-Rank mediante el procedimiento Life Test, la

prueba de comparacion de medias se realiz6é con la prueba de Tukey (a= 0.05).

La variable correspondiente al nUmero de foliculos pequefios, medianos y grandes se
analiz6 utilizando un modelo completamente al azar con el procedimiento de modelos
lineales general (PROC GLM) del paquete estadistico. Se realiz6 la prueba de Tukey

(a= 0.05) para medias de los tratamientos.

Las variables de conteo, como tasa ovulatoria, respuesta ovarica y estructuras
colectadas. Se analizaron con una regresion binomial negativa, mediante el
procedimiento (GENMOD) del paquete estadistico SAS.
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5. RESULTADOS
5.1 Desarrollo folicular

Al analizar el numero de foliculos pequefios (2-3 mm) se encontré que fue igual
(p>0.05) en los cuatro tratamientos durante las siete observaciones realizadas con el

ultrasonido.

Se encontraron diferencias (p<0.05) en los foliculos medianos (4-5 mm). En la
observacion realizada 60 h antes de retirar el CIDR, las ovejas en estro natural
manifestaron un mayor nimero de foliculos medianos (2 + 0.52%) que el resto de los
tratamientos. Mientras que en las observaciones que se realizaron 36, 24 y 12 h antes
de retirar el CIDR, en las ovejas tratadas del T3 (P4+PGF2a) mostraron tener menos
foliculos medianos (1.83 + 0.60°) (2 + 0.77°) y (2 = 0.52°), respectivamente, que los
otros tratamientos (T1, T2 y T4; p<0.05). En las observaciones subsecuentes, no se
encontraron diferencias significativas, aunque se observa una tendencia a tener mas
foliculos medianos entre las ovejas tratadas con T1 (P4 + FSH + PGF2a) y T2 (P4
FSH:LH + PGF2q).

En los foliculos grandes (=6 mm) no se encontraron diferencias (p>0.05) durante las
primeras cuatro observaciones (60, 48, 36 y 24 h) antes del retiro del CIDR; pero a
partir de las 12 h antes de retirar el CIDR, se encontraron diferencias en las ovejas
tratadas con T1 (P4 + FSH + PGF2a), las cuales manifestaron un mayor niumero de
foliculos grandes (2.33 + 0.56%) que los otros tres tratamientos (T2, T3 y T4). Las ovejas
tratadas con T3 (P4 + PGF2a) presentaron el menor numero de foliculos grandes (0.67
+ 0.21°) durante esta observacién. En la observacién realizada al momento de retirar el
CIDR, las ovejas tratadas con T1 (P4 + FSH + PGF2a) y T2 (P4 FSH:LH + PGF2a)
tuvieron un mayor numero de foliculos grandes (2.66 = 0.21%; 2.83 = 0.31%
respectivamente) que las ovejas tratadas con T3 (P4 + PGF2a; 0.83 + 0.17°) y T4
(estro natural; 1 + 0°). En la observacion realizada 12 h después de retirar el CIDR se

mantuvo la misma tendencia, los tratamientos T1 (P4 + FSH + PGF2a) y T2 (P4
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FSH:LH + PGF20) presentaron mas foliculos grandes (3.17 + 0.33% 2.5 + 0.22%,

respectivamente) que los tratamientos T3 (P4 + PGF2a; 0.83 + 0.17°) y T4 (estro

natural; 1 + 0°). En el anexo 1 se encuentra la tabla con los promedios + E.E. de todas

las observaciones. A continuacién, en la Figura 6 se muestran las gréficas de

comportamiento del desarrollo folicular.
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Figura 6. Promedio de foliculos pequenos (2-3 mm) medianos (4-5 mm) y grandes (=6

mm) en ovejas Pelibuey tratadas con T1: P4 + FSH + PGF2a, T2: P4 FSH:LH
+ PGF2a, T3: P4+PGF2a y T4: estro natural. Promedios con diferente literal
son significativamente diferentes (p<0.05) con respecto al mismo tamafo de

foliculos en la observacion correspondiente.
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5.2 Manifestacion de estro

En esta variable, no se observaron diferencias (p>0.05) en la manifestacion de estro
en ovejas Pelibuey, en el Cuadro 4 se muestran los resultados. En las ovejas de los
tratamientos T1 (P4 + NIH-FSH-p1 + PGF2a) y T2 (P4 + FSHp-LHp + PGF2a), una
oveja no manifestd estro, respectivamente; mientras tanto, dos ovejas y todas de los

tratamientos T3 (P4 + PGF2a) y T4 (estro natural) manifestaron estro, respectivamente.

Cuadro 4. Manifestacion de estro (%) por tratamiento en ovejas Pelibuey.

Tratamiento Numero de ovejas que Porcentaje de estro
manifestaron estro

T1 5 83.3%
T2 5 83.3%
T3 4 67°

T4 6 100°

Literal diferente dentro de cada columna indica diferencia significativa (p<0.05). T1: P4+FSH+PGF2a; T2:
P4+FSH:LH+PGF2a; T3: P4+PGF2a; T4: estro natural.

5.3 Inicio del estro

Se encontraron diferencias significativas (p<0.05) en el inicio del estro, las ovejas de T1
manifestaron estro mas rapido que las ovejas de T2. Las ultimas ovejas en iniciar el
estro fueron las de T3. En T4 (estro natural) no se registraron datos, debido a que no
hay punto de referencia (retiro del CIDR®) como en los otros tratamientos. Los datos

obtenidos se muestran en el Cuadro 5.
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Cuadro 5. Tiempo de inicio al estro (Media + error estandar) de ovejas Pelibuey con

diferentes tratamientos para la sincronizacidén o superovulacion.

Tratamiento Tiempo (horas)
T1 16.8 +3.412
T2 22.3 + 3.05
T3 33.5 +3.90°
T4 N.O.

Literal diferente dentro de cada columna indica diferencia significativa (p<0.05). T1: P4+FSH+PGF2a; T2:
P4+FSH:LH+PGF2a; T3: P4+PGF2a; T4: estro natural. N.O.= No observada.

En la figura 7 se muestran las curvas de supervivencia para inicio de estro de ovejas
tratadas con T1 (P4 + FSH + PGF2a). T2 (P4 +FSH:LH + PGF2a) y T3 (P4 + PGF2a).
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Figura 7. Curvas de supervivencia de inicio del estro, formadas por los estimadores de

supervivencia de Kaplan-Meier a diferentes tiempos por tratamiento (p<0.05).
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5.4 Tasa ovulatoria, foliculos grandes no ovulados y respuesta ovarica total.

En el Cuadro 6 se presentan los resultados de tasa ovulatoria, foliculos grandes no
ovulados y la respuesta ovarica total; se encontraron diferencias significativas (p<0.05)
entre tratamientos en la variable tasa ovulatoria. Las ovejas de T1 tuvieron un mayor
namero de CL que el resto de los tratamientos; mientras tanto, las ovejas de T2
manifestaron un mayor numero de CL que las ovejas de T3 y T4 (estro natural); los

tratamientos T3 y T4 fueron similares entre si (p>0.05).

Cuadro 6. Tasa ovulatoria, foliculos grandes no ovulados y respuesta ovarica total
(Media = error estandar) en ovejas Pelibuey tratadas con diferentes

tratamientos para sincronizacién del estro o superovulacion.

T1 T2 T3 T4
Numero de ovejas 6 6 6 6
Tasa ovulatoria 14.83+5.77° 7.33+221° 0.83+0.40° 0.67 +0.21°
Foliculos grandes no 0.17+0.16 0+0 0.67 +0.21 0+0

ovulados

Respuesta ovarica total 15 + 5.78° 7.33+221° 150+0.34° 0.67 +0.21°

Letra diferente dentro de cada fila indica diferencia significativa (p<0.05). T1: P4+FSH+PGF2qa; T2:
P4+FSH:LH+PGF2a; T3: P4+PGF2a; T4: estro natural.

No se encontraron diferencias (p>0.05) en el numero de FGNO entre tratamientos. En
la respuesta ovarica total se encontraron diferencias (p<0.05) entre tratamientos, las

ovejas del T1 P4 + FSH + PGF2a tuvieron la mejor respuesta ovarica total (15 + 5.78%).

5.5 Estructuras colectadas y tasa de recuperacion
No se encontraron diferencias (p>0.05) en relacién al nUmero de ovocitos no fertilizados

colectados entre las ovejas del T1 (P4 + FSH + PGF2a) y T2 (P4 + FSH:LH + PGF2aq).

No se presentaron diferencias (p>0.05) entre tratamientos en los embriones
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degenerados que se colectaron. Los embriones calidad 1 (EC1) colectados no
presentaron diferencias (p>0.05) entre los tratamientos usados. Las ovejas de T1
presentaron un mayor numero de embriones transferibles en comparacion con las
ovejas de T2. Se encontraron diferencias (p<0.05) en las estructuras totales
recolectadas, se recolect6 un mayor numero de estructuras en las ovejas del T1

(Cuadro 7).

Cuadro 7. Ovocitos, embriones y estructuras recolectadas de ovejas Pelibuey con dos

tratamientos diferentes para superovulacién (Media + error estandar).

T1 T2

Ovocitos no fertilizados 117 £0.17° 017 = 172
(ONF)

Embriones calidad 1 1.33 £0.21° 1.66 +0.212
Embriones transferibles 5.67 £2.31°2 3.17 +1.42°
Embriones degenerados 1.5 +0.95% 0.67 £0.67°%
Estructuras recolectadas 10.17 £ 4.312 417 +1.90°
Tasa de recuperacion 68%* 56%*

Medias con literal diferente dentro de cada fila indica diferencia significativa (p<0.05). T1:
P4+FSH+PGF2a; T2: P4+FSH:LH+PGF2a.

En cuanto a las tasas de recuperacibn de obtenidas en los tratamientos T1
(P4+FSH+PGF2a; 68 %) y T2 (P4+FSH:LH+PGF2a; 56 %), no se encontraron

diferencias estadisticas (p>0.05).
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6. DISCUSION

Los resultados encontrados en el presente estudio en cuanto a foliculos pequefios,
difieren a los reportados por Gonzalez-Bulnes et al. (2000) en ovejas Merino, quienes
senalan que el nUmero de foliculos pequenos incrementd 12 h después de la primera
inyeccion de FSH al inicio de la época reproductiva. Duggavathi et al. (2004) reportaron
que las concentraciones de FSH en sangre alcanzan su maximo nivel 12 h después de
la aplicacibn de oFSH y surge una oleada folicular durante este periodo. Aunque
Ammoun et al. (2006) mencionan que la poblacion folicular existente antes de iniciar el
tratamiento con FSH puede influir en la respuesta a la superovulacion. Respecto a los
foliculos medianos, los resultados encontrados en el presente estudio, coinciden con lo
que reportan Ammoun et al. (2006), donde mencionan que la aplicacion de FSH induce
un incremento en el promedio de foliculos de todos los tamafos en ovejas, durante la
época reproductiva. Por otro lado, el promedio de foliculos medianos (3.26 + 0.50 y
3.28 + 0.46) en los tratamientos T1 (P4 + FSH + PGF2a; y T2 (P4 + FSH:LH +
PGF2a), respectivamente; fue menor a lo que reportaron Gonzalez-Bulnes et al.
(2000), mencionan que ovejas de la raza Merino a las se les aplic6 12 mg de pFSH al
inicio de época reproductiva, obtuvieron un promedio de 8.9 + 1.2 foliculos medianos.
Los resultados encontrados con respecto a los foliculos grandes en T1 y T2, coinciden
con lo encontrado por Ali et al. (2012), quienes mencionan que una inyeccién de FSH
12 6 24 h después de retirar el CIDR durante la época reproductiva, puede aumentar el
porcentaje de foliculos preovulatorios. En otro estudio realizado por Driancourt (2001),
sugiere que la estimulacion ovarica con FSH produce un aumento del numero de
foliculos grandes en crecimiento; de los cuales, pueden llegar a ovular hasta el 70 %.
La aplicacion de FSH incrementé la cantidad de foliculos presentes en el ovario en T1y
T2.

De los tratamientos en los que se aplic6 FSH, una oveja no manifest6 estro (16.7%)

por tratamiento; esto coincide con lo que menciona Cognie (1999), quién reporta que

aproximadamente el 20% de las ovejas donantes no responden a los protocolos de
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superovulacion. Gonzalez-Bulnes et al. (2003) mencionan que la proporcion de ovejas

que no responden a los tratamientos de superovulacién puede alcanzar hasta 30%.

Los resultados obtenidos en este estudio coinciden con lo que encontraron Boscos et
al. (2002) en ovejas Chios, a las que aplicaron 10 Ul de FSH, donde el 88.9 %
presentaron estro. Simonetti et al. (2008) reportan un 100 % de manifestacion de estro
en una investigacion donde superovularon ovejas de la raza Corriedale con eCG mas
FSH en época de cria. Los datos obtenidos en esta investigacion, también coinciden
con los datos que reportan D'Alessandro et al. (1996) en ovejas Altamurana, a las
cuales se administr6 (250 Ul; 86.7 %) y 500 Ul; 92.8 %) de pFSH, respectivamente
durante época reproductiva. Los tratamientos de sincronizacion del estro y

superovulacion son eficientes en ovejas Pelibuey.

El tiempo al inicio del estro (h) esta influenciado por la raza y el tipo de FSH usada en
los protocolos de superovulacién (Crosby, 1993). Los resultados de inicio al estro
obtenidos en el presente estudio en los tratamientos T1 (16.8 + 3.41) y T2 (22.3 +
3.05), respectivamente; son menores a los que reportan Torrés et al. (1987) en ovejas
de la raza lle de France superovuladas con pFSH en anestro estacional (32.0 + 5.4);
mientras que el inicio al estro en el T3 fue similar (33.5 + 3.90). El resultado encontrado
en las ovejas del tratamiento T2 (P4 + FSH:LH + PGF2aq; 22.3 + 3.05) es similar al que
encontraron Wierzchos et al. (1992) en ovejas tratadas con FSH:LH, el mismo producto
usado en el presente estudio para dicho tratamiento; reportaron que después de

remover el CIDR, el 85 % de las ovejas manifestaron estro en las primeras 20 h.

El inicio al estro de las ovejas en el tratamiento T1 (P4 + FSH + PGF2a) se present6
antes (16.8 + 3.41) de lo reportado por Scudamore et al. (1991), donde la
superovulacion en ovejas con Acetato de fluorogestona (FGA) y gonadotropina de
suero de yegua prefiada (PMSG), reportan que el inicio del estro fue entre las 20 y 30
h. Las ovejas del T3 (P4+PGF2a) iniciaron el estro después del rango mencionado
(33.5 = 3.90). Esto puede deberse al menor numero de foliculos preovulatorios

existentes y probablemente, por la menor concentraciéon de E, en sangre. El inicio al
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estro en las ovejas del T2 (P4 FSH:LH + PGF2a; 22.3 + 3.05) es similar con el tiempo
de inicio al estro reportado por Simonetti et al. (2008b) en ovejas de la raza Corriedale,
a las que se aplic6 176 unidades de FSH y 500 Ul de eCG (25.4 + 2.0). La aplicacion
de FSH y FSH:LH indujo el inicio del estro mas rapido que el tratamiento de

sincronizacion del estro con P4 + PGF2¢.

En cuanto a la tasa ovulatoria, las ovejas del T1 (P4 + FSH + PGF2a; 14.83 + 5.77)
tuvieron un mayor numero de CL que el resto de los tratamientos (T2, T3 y T4). Este
resultado es mayor al que encontraron Mayorga et al. (2011) en ovejas de la raza
Sarda superovuladas con pFSH (7.0 = 3.2). Se ha reportado en experimentos
realizados con ovejas que una mayor tasa de ovulaciébn puede ser atribuida a una
mayor cantidad de foliculos dominantes al momento de la ovulacién (Cabhill et al., 1979).
La tasa ovulatoria de las ovejas del T2 (P4 + FSH:LH + PGF2aq; 7.33 + 2.21) fue similar
a la tasa ovulatoria obtenida por Salehi et al. (2010) en ovejas Chall (7.42 + 0.2) que
fueron superovuladas con eCG mas FSH. Existe un umbral de estimulacion con FSH,
por encima del cual se completan las Ultimas fases del desarrollo folicular, pero si la
concentracion minima de FSH requerida no esta presente, éstas no se producen. El
umbral de sensibilidad es distinto para cada individuo, lo que explica la enorme
variabilidad en la tasa de ovulacién en respuesta a los tratamientos de superovulacion
(Picton y McNeilly, 1991). La aplicacion de FSH en dosis decrecientes incrementa la

tasa ovulatoria en ovejas Pelibuey durante la época reproductiva.

Gonzalez-Bulnes et al. (2000) reportan haber observado que algunos foliculos logran
crecer hasta llegar al tamaho preovulatorio en respuesta a las gonadotropinas
exogenas, pero no llegan a ovular. Los resultados encontrados en el presente estudio
son similares a lo que encontraron Simonetti et al. (2008), quienes reportan 0.9 + 0.3
foliculos grandes no ovulados en ovejas superovuladas con eCG mas oFSH; en la
presente investigacion se obtuvo un rango de 0 a 0.67 = 0.21, entre los tratamientos
aplicados. Mientras que los datos obtenidos son menores a lo que reportan Salehi et al.

(2010) en ovejas Chall superovuladas con eCG mas FSH), quienes encontraron 8.1 +
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0.1 foliculos grandes; esta respuesta puede deberse a la larga vida media de la eCG
(Moor et al. 1985). Los tratamientos de superovulacion del presente estudio son
eficientes, ya que el nUmero de foliculos grandes encontrados en la superficie ovarica
es bajo, esto manifiesta que la mayoria de los foliculos ovularon. Mientras tanto, el
resultado obtenido en relacién a la respuesta ovarica total en las ovejas del presente
estudio T1 (P4 + FSH + PGF2a; 15 + 5.78) fue similar a los datos reportados por
D'Alessandro et al. (1996) en ovejas a las que les aplicaron 750 y 1000 Ul de pFSH
(16.1 +1.7 y 14.5 + 1.8, respectivamente), mientras que la respuesta ovarica total de
las ovejas del T2 (P4 + FSH:LH + PGF2a; 7.33 = 2.21) fue menor. La respuesta

ovarica total fue mejor en las ovejas a las que se les aplico FSH.

Respecto a los ovocitos no fertilizados (ONF), los datos obtenidos en el presente
estudio para T1 (1.17 £ 0.17) y T2 (0.17 + .17), son similares a los que obtuvieron
Gonzalez-Bulnes et al. (2002) en ovejas de la raza Manchega, superovuladas con 8
dosis decrecientes de oFSH (0.3 + 0.2 ovocitos no fertilizados). Forcada et al. (2011)
reportan haber encontrado una mayor cantidad de ONF (10.7 £ 1.7; 9.0 + 1.5y 5.0
0.9) en ovejas Ojalada tratadas con 280 Ul de pFSH en dosis decrecientes, los
resultados obtenidos en el presente son menores (T1; 1.17 +0.17 y T2; 0.17 £ 0.17).
Los protocolos de superovulacién y el método empleado en la monta natural de las
ovejas mostraron ser eficientes debido a que el nUmero de ovocitos recolectados es
bajo. B6 y Mapletoft (2014) mencionan que la aparicibn de embriones degenerados
puede ser producto de la ovulacion de ovocitos de mala calidad, debido al reclutamiento
de foliculos que estaban destinados a atresia en tratamientos de superovulacion.
Ginther et al. (2003) sugiere que una inyeccién de FSH durante la fase de reclutamiento
folicular provoca el desarrollo de foliculos subordinados. El resultado obtenido en
embriones transferibles en el T1; 5.67 + 2.31) del presente estudio fue mayor a lo que
obtuvieron Menchaca et al. (2009; 3.2 + 0.5) en ovejas Merino tratadas con FSH mas
300 Ul de eCG, en época reproductiva. Los datos obtenidos coinciden con la tendencia
encontrada por Jiménez (2009) en su estudio, donde compar6 dos productos

comerciales con diferente proporcion de LH, el tratamiento con la aplicacion de FSH
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presenté una mayor cantidad de embriones transferibles (p<0.05) que el tratamiento
con aplicacion de FSH:LH. Por su parte, Mayorga et al. (2011) reportan haber
encontrado 6.2 + 3.5 embriones transferibles en ovejas Sarda superovuladas con pFSH
durante la época reproductiva; resultado similar al encontrado en el T1, pero mayor al
encontrado en las ovejas del T2 (P4 + FSH:LH + PGF2a; 3.17 + 1.42). En otro estudio
similar, Forcada et al. (2000) reportaron 5.0 = 0.6 embriones transferibles en ovejas
superovuladas en época reproductiva con 176 U de oFSH; este valor es similar al
encontrado en las ovejas del T1 (P4 + FSH + PGF2a). La cantidad de embriones

transferibles fue mejor en las ovejas a las que se les aplico FSH.

Las tasas de recuperacidn del 68 % y 56 % obtenidas en los tratamientos T1
(P4+FSH+PGF2a) y T2 (P4+FSH:LH+PGF2a); respectivamente, son inferiores a las
tasas de recuperacion de embriones encontradas por Wierzchos et al. (1992) en ovejas
Polish Mountain superovuladas en época reproductiva, con diferentes dosis de
(FSH:LH), quienes reportaron tasas de recuperacién entre 82 y 91 %. Sin embargo,
Forcada et al. (2011) reportan tasas de recuperacion del 58 %, 67 % y 68 % en ovejas
tratadas con 280 Ul de pFSH administradas en dosis decrecientes, durante los meses
de septiembre a marzo de 2009; dichos resultados concuerdan con las tasas de
recuperacion del presente estudio. Las tasas de recuperacion del presente estudio se
encuentran dentro de los rangos aceptables, en esta variable influyen factores tanto

intrinsecos, como extrinsecos de las ovejas.
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7. CONCLUSIONES

Con base en los resultados obtenidos, la administracion de FSH en ovejas Pelibuey
mejora la respuesta ovarica y embrionaria en temporada reproductiva. La aplicacién de
FSH en ovejas Pelibuey disminuy6 el tiempo al inicio del estro e incrementé el numero

de foliculos preovulatorios.

La mejor tasa ovulatoria y numero de embriones transferibles por oveja se obtuvo con
la administracién de FSH. El nUmero de embriones en estadio de blastocisto fue similar
entre los productos comerciales FSH y FSH:LH; sin embargo, la aplicacion de FSH
presentd un mayor numero de embriones en estadio de mérula y un mayor numero de

embriones transferibles.
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Anexo 1

11. Anexos

Numero de foliculos pequefios, medianos y grandes (Media = E. E.) en 4 grupos de
ovejas Pelibuey en el dia de la primera aplicacién de FSH (- 60h) con respecto al retiro
del CIDR y hasta (12h) después del retiro.

Observacion Tratamiento
(h)
T1 T2 T3 T4
Foliculos chicos
-60 533+0.45° 533+021%® 517+0.17° 5.17+0.172
-48 5+0.82° 517 £0.31%  4.33 +12 5+ 0.26°
-36 467 +0.52° 4.33+0.33 5+1.13° 5+ 0.37°
-24 533+0.45° 516+031% 483+1%®  4.83x0.312
-12 533+0.217 55+0.22° 533+1.09° 5.16+0.312
0 4.66 +0.33? 4 +0.45° 45+0.92° 5.16 +0.40°
12 483+0.2° 416 +0.60° 3+1° 4.33 +0.42%
Foliculos medianos
-60 0.67£0.17%® 83+0.40® 0.2+0.17° 2 +0.52°
-48 417 £0.80° 35+0.56° 1.83+0.70® 3.17 +0.48°
-36 3.67+0.54%* 3.16+0.48" 1.83+0.60° 4+0.26°
-24 4.33 +0.67° 4 +0.26% 2+0.77° 4.5 +0.34°
-12 3.67+0.17% 3.67+042® 2+052°  4.16 +0.40°
0 3+0.332 3.66+0.42° 3+0.63% 3.83+0.48°
12 3.33+0.33%° 4.16+0.40° 3.16+0.65%° 2.83 +0.40°
Foliculos grandes
-60 0+0° 0+0°% 0+0% 0+0°%
-48 0+0° 0+0° 0.33 +0.33? 0+0°
-36 0.83+0.17° 05+0.22® 0.17+0.17°® 0.17+0.172
-24 1.33+0.34* 1.16+0.31® 05+0.22® 0.66+0.21°
-12 2.33+0.56° 2.16+0.40® 0.67+0.21° 1.33+0.21%
0 266 +0.21° 2.83+031%® 0.83+0.17° 1+0P
12 317+0.33% 25+022° 0.83+0.17° 1+0P

Diferentes superindices en la misma fila indican una diferencia significativa (P < 0.05).
T1: P4+FSH+PGF2a; T2: P4+FSH:LH+PGF2a; T3: P4+PGF2a; T4: estro natural

84



	PORTADA
	HOJA DE FIRMAS
	RESUMEN
	ABSTRACT
	AGRADECIMIENTOS
	DEDICATORIAS
	CONTENIDO
	LISTA DE CUADROS
	LISTA DE FIGURAS
	INTRODUCCIÓN
	PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
	OBJETIVO
	HIPÓTESIS
	REVISIÓN DE LITERATURA
	MATERIALES Y MÉTODOS
	RESULTADOS
	DISCUSIÓN
	CONCLUSIONES
	LITERATURA CITADA

