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VIll.  RESUMEN

La multiovulacién y transferencia de embriones consiste en biotecnologias
reproductivas que tienen como propdsito incrementar el nimero de crias que
puede tener una hembra genéticamente superior durante su vida util, y por lo
tanto tiene un efecto beneficioso en la mejora de la productividad de los rebafios
ovinos. La somatotropina es una hormona proteica producida por la hipofisis
anterior que estimula el crecimiento corporal y tiene otras funciones, algunas
regulatorias de la funcién reproductiva. Es estudio fue conducido para determinar
la relacion de la somatotropina recombinante bovina (rbST) con el porcentaje de
prefiez de embriones ovinos vitrificados producidos in vivo. El estudio se llevo a
cabo en la parroquia Luis Cordero, Canton Azogues de la Provincia del Cafiar,
Ecuador. Diez ovejas mestizas Merino fueron sincronizadas con esponjas de
medroxiprogesterona (60 mg) por 14 dias, e inyectadas con 400 Ul de eCG el
dia de retito de la esponja. El dia 21 del protocolo (dia 7 luego del celo) se
transfirieron los embriones producidos in vivo de ovejas Pelibuey, tratadas o no
con dos dosis de ST recombinante bovina (rbST), previamente vitrificados y
calentados. Se deposité un embrion en el utero de cada hembra receptora y
luego de 30 dias se realizo el diagnostico de gestacion mediante ultrasonido. Los
datos fueron analizados mediante la prueba de chi-cuadrado del SAS. Se
determind que las ovejas transferidas con embriones provenientes de donadoras
tratadas con rbST tuvieron una tasa de prefiez superior (50%), pero no
significativa, que las que recibieron embriones de hembras no tratadas con la
hormona (30%). En conclusion, aunque la diferencia fue no significativa, debido
probablemente al reducido nimero de ovejas transferidas en cada grupo, las
ovejas que recibieron embriones rbST lograron una tasa de prefiez 20 puntos

porcentuales superior a las que recibieron embriones control.

Palabras clave: multiovulacion, somatotropina, transferencia de embriones, tasa
de preiiez, ovejas
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IX.  ABSTRACT

Multi-ovulation and embryo transfer are reproductive biotechnologies intended
to increase the number of offspring that a genetically superior female can have
during her lifetime, and therefore have a beneficial effect on improving the
productivity of sheep flocks. Somatotropin is a protein hormone produced by the
anterior pituitary gland that stimulates body growth and has other functions, some
of which are regulatory of reproductive function. This study was conducted to
determine the relationship of recombinant bovine somatotropin (rbST) to the
pregnancy rate of vitrified bovine embryos produced in vivo. The study was
carried out in the Luis Cordero parish, Azogues Canton, Cafar Province,
Ecuador. Ten Merino crossbred ewes were synchronized with
medroxyprogesterone sponges (60 mg) for 14 days and injected with 400 IU of
ECG on the day of sponge removal. On day 21 of the protocol (day 7 after estrus)
embryos produced in vivo from Pelibuey ewes, treated or not with two doses of
bovine recombinant TS (rbST), previously vitrified and warmed, were transferred.
One embryo was deposited in the uterus of each recipient female and after 30
days gestation was diagnosed by ultrasound. Data were analyzed using the SAS
chi-square test. It was determined that ewes transferred with embryos from rbST-
treated donors had a higher pregnancy rate (50%), but not significant, than those
that received embryos from females not treated with the hormone (30%). In
conclusion, although the difference was not significant, probably due to the small
number of ewes transferred in each group, ewes receiving rbST embryos
achieved a pregnancy rate 20 percentage points higher than those receiving

control embryos.

Keywords: multi ovulation, somatotropin, embryo transfer, pregnancy rate, ewes

-13-
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CAPITULO |
1.1.Introduccion

La multiovulacion y transferencia de embriones constituye un método de
obtencién de embriones in vivo de una hembra donante y su posterior
transferencia al aparato reproductor de hembra receptora. En ocasiones cuando
se producen mas embriones de los necesitados para la transferencia inmediata,
o el productor desea realizar la transferencia en otro momento, es posible
criopreservar los embriones mediante la congelacion lenta o la vitrificacion. Esta
Ultima biotécnica puede entonces combinarse con la multiovulacion y la
transferencia de embriones para conservar material genético de hembras de alta
calidad genética. Este procedimiento depende por completo de la disponibilidad
de una fuente de embriones de transferencia (Ahmadi, Shirazi, Esfandabadi, &
Nazari, 2019).

Las ganaderias ovinas se han ido incrementando exitosamente gracias a los
procesos genéticos y técnicas reproductivas tales como: inseminacion artificial
(IA) y clonacién, permitiendo mejorar la eficiencia reproductiva en los rebafios.
Asi mismo la Inseminacién Atrtificial, ha servido, como una herramienta para
aplicar otras biotecnologias como la super ovulacion y la transferencia de

embriones.

La rbS puede mejorar la ovulacion en ovejas incrementando la fertilidad en
ovejas donantes de embriones debido al estimulo del factor de crecimiento de
tipo insulinico 1 (IGF-1), la produccion de progesterona y el factor de
reconocimiento materno de la gestacion. La rbST aumenta su concentracion en
plasma de la IGF-1 y asi mejorar desarrollo folicular, la recuperacion de
embriones transferibles y la recuperacion de embriones. Ademas, la rBST
mejora considerablemente el desarrollo embrionario y a su vez disminuye el
namero de ovocitos sin fecundar. La accion de la STH durante la maduracion
ocurrio a traves de los receptores de STH y no por mediacion del IGF-1 producido

localmente (Izadyar et al., 1997).

-14 -
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1.2. Planteamiento del problema

La transferencia de embriones hoy en dia juega un papel fundamental en el
mejoramiento genético, dicho de esta manera se ha demostrado que se puede
obtener una ganancia genética en el menor tiempo, es asi como entonces varios
productores se ven beneficiados. (Colazo & Mapletoft, 2007) Sin embargo, en su
mayoria los ganaderos que optan por este mejoramiento desconocen el costo
real de esta inversion, que en muchos de los casos resulta muy alta, es por eso
gue se deberia tener muy en cuenta el costo y beneficio que este trae consigo,
lo cual en su totalidad no existe resultados ni una rentabilidad (Bolivar & Juan,
2008).

Pues el uso de semen congelado en ovejas dio inicio en los afios 1972, en
la cual por inicio de todo se obtuvo una fertilidad baja de un 5%, es desde ahi
donde parten nuevas investigaciones con semen crio preservado con el fin de
obtener niveles 6ptimos para un mejoramiento genético, sin embargo, en la
actualidad, su porcentaje de prefiez varia entre el 60%, resultando de esta
manera un valor muy inferior en contraste con el uso de semen fresco. (Mufioz,

Parraguez, & Latorre, 2002).

Por lo cual, para mejorar la eficiencia de biotecnologias reproductivas el
hombre se basa en los métodos de control hormonal, por tal motivos se han
desarrollado multiples métodos de control bioldgico, tal es el caso de manejos
de celo, control de la ovulacion mediante el cual se busca encontrar una
eficiencia al momento de la inseminacion artificial, esto con el objetivo de llevar
un manejo apropiado en la genética del hato. (Urviola, Leyva, Huaméan, & Garcia,
2005).

-15-
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1.3.Hipotesis

La somatotropina recombinante Bovina (rBST) incrementa significativamente

el porcentaje de prefiez de embriones ovinos vitrificados producidos in vivo.

-16 -
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1.4. Antecedentes
1.4.1. Produccién de los ovinos en el Ecuador

El ganado ovino siempre ha sido la parte fundamental para la humanidad
desde tiempos pasados, uno de los animales mas cotizados por la utilidad que
presta como animales de doble propdsito ya sea alimento carnico sano y la lana
para los tejidos; con el mejoramiento genético ha sido utilizado como animal de
doble propdsito para carne y leche. El estiércol es aprovechado para mejorar y
enriguecer los suelos tomando preponderancia especial su explotacién en

algunos paises (Cajilema, 2017)

La produccion ovina en las provincias de Chimborazo, Tungurahua y Cotopaxi
se encuentran principalmente entre las parroquias rurales y asi mismo en las
comunidades indigenas del Ecuador, en donde encontramos los tipos de manejo
gue se realiza, es extensivo y tradicional destacando el eco tipo criollo, el nimero
de ovinos por producto puede variar, en un limite bajo encontramos de 1 a 10
animales por productor cuyo sistema de alimentacién predomina el pastoreo asi
también suelen alimentar con productos o residuos de las post-cosecha de
cereales, ya que son zonas altamente agricolas. El principal proposito de la cria
de ovinos en el Chimborazo es por su carne, y en Tungurahua aprovechan al
maximo la parte de produccion de abono para fertilizar sus cultivos (Lopez,
Bayardo, Rubio, & Priscila, 2012). En el Ecuador encontramos miles hectareas
de paramo y los sub paramos. Aqui es donde se desarrolla la mayoria de las
explotaciones de ovejas en donde encontraremos animales de diferentes
indoles, por otro lado, encontramos el ovino criollo en un 90% ya que es un
animal que se ha adaptado a diferentes climas y a su manejo, ademas la oveja
se encuentra donde existen la mayor poblacién campesina que se encuentran

en los paramos.

Por otra parte, muchas familias ecuatorianas subsisten de estos animales ya
gue entran una variedad de productos como carne, leche, y lana, en otros paises
es un buen negocio de la ovejeria tal es el caso de Australia y Nueva Zelanda
entre otros (Cajilema, 2017). La poblacion ovina en el Ecuador esta conformada
por el 60% de ovejas criollas y en un 20% es genéticamente mejorada, de aqui

la preocupacion de muchos ganaderos quien en un esfuerzo por mejorar la

-17 -
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calidad de sus hatos realizan importaciones trayendo animales de diferentes
paises. Por lo que se ha tomado procesos de mejora genética, asi como la
seleccion y mejoramiento de sus rebafios, tenemos dos factores primordiales
que afectan a los ovinos tanto en crecimiento, comportamiento y en manejo y
estas son la genética y el ambiente. Para esto el ganadero ha tomado medidas
en la parte del clima aplicando manejos adecuados en alimentacién, sanidad
entre otros y en cuanto a la genética se puede aplicar sistemas de seleccién
genética en donde gracias a los registros podemos mejorar el hato (Ordofies,
Toledo, & Vela, 2009).

Pues bien, el uso de la somatotropina bovina recombinante (rBST) tiene
varios usos en la ganaderia como lo es en la produccion y reproduccion, de tal
manera (Cerdn & Gutierrez, 2013) , recapitulan el uso de la (rBST) en ovinos,
de la misma forma destacan que el uso de dicha hormona, eleva las
concentraciones de insulina y el factor de crecimiento semejante a la insulina
tipo 1 (IGF-1), que favorecen al desarrollo embrionario, elevando asi la tasa de
fertilizacion, cabe recalcar no solo tiene usos en ovinos sino también en caprinos
y bovinos. En base a todo lo anterior (Gozales, Sanchez, Gonzéles, & Bernal,
2019)realizaron una investigacion con el uso de la somatotropina bovina (rBST)
en un total de 30 cabras, lo cual tenia como objetivo evaluar su funcién en la
actividad ovarica y ver la calidad de embriones, en donde sus resultados
reflejaron que el uso de (rBST), eleva los niveles de la actividad ovérica de la
misma manera se incrementa la cantidad de embriones, dando asi como
resultado la capacidad para obtener embriones de buena calidad para ser

transferidos a una receptora.
1.4.2. Somatotropina

Esta hormona se comenzo a utilizar en la década de los 80 en estados unidos.
Su uso se aprobo en 1994 ya que ayuda a incrementar la produccion de leche
mediante un mecanismo homeorreico, el cual consiste en un conjunto de
adaptaciones fisioldgicas de largo plazo. La somatotropina estimula el higado la
sintesis del factor de crecimiento parecido a la insulina tipo | el cual actia como

mediador en bovinos, ovinos y caprinos (Joel & Gutierrez, 2012).
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1.5. Objetivos

1.5.1. Objetivo General

« Determinar la relaciéon de la somatotropina recombinante bovina con el
porcentaje de prefiez de embriones ovinos vitrificados producidos in

Vivo.

1.5.2. Objetivos Especificos

- Establecer el porcentaje de ovejas que entran en estro luego de la
aplicacién de un protocolo de sincronizacién de celo con y sin la

administracion de Somatotropina recombinante bovina.

« Determinar el porcentaje de prefiez en ovejas de raza mestiza.

-19-
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CAPITULO Il

2. MARCO TEORICO

2.1.Anatomiay fisiologia reproductiva de la oveja
El sistema reproductivo de la oveja esta constituido por varios Organos:

vulva, vagina, Utero, oviductos y ovarios. La vulva es la puerta de entrada al
interior del tracto reproductivo de la hembra. La vagina es el 6rgano de
deposicion del semen durante la monta natural. El Gtero se divide en cuello,
cuerpo y cuernos uterinos. El primero es una estructura tubular que consiste en
pliegues y anillos, cuya abertura anterior se abre al cuerpo del Utero y la abertura
posterior a la vagina. El cuerpo del Gtero es un area comun y corta del Utero, del
cual se origina los cuernos. Estas areas constituyen el sitio donde el/los
embriones(es) se implantan y se desarrolla la gestacibn de uno o varios
corderos. Los oviductos son dos estructuras tubulares que comunican cada uno
de los cuernos uterinos con el ovario ipsilateral (sin hacer contacto con él). En el
oviducto ocurre la fecundacion de los ovocitos por los espermatozoides. Los
ovarios son los 6rganos reproductivos primarios que contienen los ovocitos, o
gametos femeninos, y producen estrogenos y progesterona dependiendo que
estructura funcional esta presente y predomina en los ovarios (foliculos y cuerpos

liteos) en un momento determinado del ciclo estral (Senger, 2012).

El ciclo estral es el periodo que comprende entre un celo y el siguiente. En
la oveja el ciclo estral tiene una duracién de 16 dias (rango 15.5 a 17 dias). Las
ovejas son animales multiovulares y poliestruales estacionales. Esto significa
gue ellas se reproducen durante ciertos meses del afio (Senger, 2012), tal como
se indicara con detalle mas adelante. No obstante, las razas ovinas originarias
del tropico, o las hembras de razas nativas de climas templados que son criadas
en regiones tropicales, se comportan como animales poliestruales continuos o
experimentan una estacionalidad menos marcada (Rawlings y Bartlewski, 2007).
De acuerdo a ciertas caracteristicas fisiologicas y morfologicas determinadas por
la predominancia de los esteroides gonadales, el ciclo estral se divide en cuatro
fases: proestro, diestro, proestro y estro (Hafez and Hafez, 2000). Asimismo, el
ciclo estral también puede dividirse en fase luteal y folicular. Durante la primera,
hay uno o varios cuerpos lateos (CL) activos en los ovarios que producen

grandes cantidades de progesterona (P4), y aunque también hay presencia de
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foliculos antrales de diversos tamafios, estos no crecen hasta el estadio
ovulatorio, debido a que la P4 bloquea o reduce la secrecién de la hormona
liberadora de gonadotropinas (GnRH) desde el hipotdlamo, y como
consecuencia de la hormona luteinizante (LH) desde la hip6fisis (Senger, 2012).
La segunda ocurre luego que se desencadena la lutedlisis y la concentracion de
P4 disminuye a niveles basales, con lo cual el bloque del eje hipotalamo-hipdfisis
desaparece y la GnRH y LH cambian su patrén de secrecion. Asi, la LH estimula
a los foliculos dominantes presentes en los ovarios a producir altos niveles de
estradiol (E2), que a su vez estimula la secrecion de mas LH. De esta manera,
la estimulacidén reciproca entre el E2 y la LH conlleva a la produccion de
concentraciones tales de E2 que estimulan la descarga masiva de LH/FSH que
desencadena la ovulacién. En la oveja el estro dura alrededor de 30 horas, y la
ovulacion espontanea ocurre alrededor de 30 horas de iniciado el estro (Bazer,
2020).

2.1.1. Foliculogénesis y desarrollo folicular

Durante el periodo embrionario se establece la poblacion de foliculos
primordiales en el ovario primitivo de la oveja. Estas son estructuras constituidas
por un ovocito primario, que se encuentra en arresto en diploteno de la profase |
de la primera meiosis, rodeado por una capa de células foliculares planas. A
partir de ese momento comienza el reclutamiento sucesivo de foliculos
primordiales que se desarrollan en foliculos primarios, secundarios y terciarios
(Hytell et al., 2010). Durante el periodo prenatal y prepuberal estos foliculos no
completan la fase de crecimiento y experimentan un proceso de regresion que
se conoce como atresia folicular. Una vez que la oveja logra la pubertad e inicia
la ciclicidad reproductiva, una proporcion relativamente pequefas de foliculos
primordiales que inician el crecimiento y progresan a través de los diferentes
estadios foliculares mencionados anteriormente, alcanzan el estado ovulatorio y

logran ovular (Hytell et al., 2010).

Los foliculos primordiales se activan e inician su crecimiento cuando los
factores que estimulan este mecanismo de activacion prevalecen sobre aquellos
gue lo inhiben. Una vez que esto ocurre, las células foliculares que rodean al
ovocito se hacen cuboideas y se forma un foliculo primario. A partir de este

momento las células foliculares que rodean al ovocito primario se consideran
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células de la granulosa. Con este hecho se inicia un periodo de crecimiento del
ovocito que en este momento mide menos de 30 um, a un diametro de mas de

120 um al final de la fase de crecimiento (Hytell et al., 2010).

Las células de la granulosa proliferan y cuando alcanzan dos o mas capas
alrededor del ovocito, el foliculo se encuentra en estadio secundario. En este
periodo se forma la zona pelldcida, estructura traslucida formada por
glucoproteinas que separan el ovocito de las células del camulo que lo rodean.
Las células de la granulosa mas cercanas al ovocito, emiten proyecciones de
citoplasma que atraviesan la zona pellcida y hacen contacto con la membrana
plasmética del ovocito a través de uniones gap. Esta interaccién es de suma
importancia para proveer soporte y regular el crecimiento del ovocito, asi como
también el de las células de la granulosa (El-Hayek et al., 2016). Las células del
estroma ovarico que rodea a las células de la granulosa se diferencian en las
células de la teca interna. Ambas células, las de la granulosa y de la teca interna,
jugaran un papel funcional preponderante en un estadio folicular posterior.
Asimismo, también se forma una capa exterior alrededor de las células de la teca
interna. Estas cumplen funciones de soporte estructural y se denominan células

de la teca externa (Hytell et al., 2010).

Conforme prosigue el desarrollo folicular numerosas capas de células de la
granulosa se suman a las ya existentes. Se forma una cavidad llena de liquido
gue se conoce como antro folicular, por lo cual estos foliculos se conocen como
foliculos antrales. A partir de este momento se considera al foliculo en estadio
terciario. Al formarse el antro y aumentar de tamafio conforme va llenandose de
fluido folicular, las células de la granulosa se diferencian espacialmente en dos
categorias: las que estan adheridas a la pared interna del foliculo, o células
murales de la granulosa, y las que rodean intimamente al ovocito, o células del
cumulo oo6foro. Esta ultimas acompafian al ovocito luego de la ovulacion (Hytell
et al., 2010).

La transicion del periodo preantral al antral marca dos etapas importantes en
el crecimiento de los foliculos. Estos progresan de un periodo de crecimiento
folicular independiente de las gonadotropinas, a otro dependiente de ellas. Los

receptores de LH y FSH se expresan diferencialmente en las células de la teca
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interna y de la granulosa respectivamente. Esta transicion también tiene
marcadas implicaciones en la competencia ovocitaria, ya que durante el periodo
folicular preantral el ovocito es incompetente para progresar mas alla del estadio
de la meiosis en que se encuentra (diploteno de la meiosis I); no obstante, una
vez que el foliculo progresa al estadio antral, el ovocito adquiere la capacidad de
reiniciar la meiosis en cualquier momento si es removido del foliculo (Eppig,
2001).

Entre otras sustancias, el antro folicular contiene abundante cantidad de E2.
Esta hormona gonadal cumple funciones esenciales para estimular la ovulacion,
la tonicidad de los oviductos y el Utero, y otras condiciones que favorecen el
transporte de gametos a través del tracto reproductivo y promueven la
fecundacion. La produccion de E2 en el foliculo se realiza por la cooperacion de
las dos células funcionales foliculares, y es promovida por las gonadotropinas.
La LH a través de sus receptores en las células de la teca interna estimula la
produccion de androstenediona y la FSH a través de sus receptores en las
células de la granulosa estimula la aromatizacion de este esteroide gonadal en
E2 (Rawlings y Bartlewski, 2007).

Una vez que se presentan las condiciones endocrinas apropiadas, luego de
la lutedlisis, el o los foliculos dominantes producen cantidades crecientes de E2
estimuladas por el incremento en la frecuencia y la amplitud de los pulsos de LH.
A su vez el E2 folicular estimula la descarga de mayor cantidad de LH que
provoca mayor produccion de E2. Este proceso de estimulacion reciproca entre
ambas hormonas conduce a la activacion de los centros hipotalamicos que
regulan la descarga ovulatoria de GnRH y, en consecuencia, de LH, que
desencadenan la ovulacion (Goodman e Inskeep, 2015). Inmediatamente, el
ovocito completa la meiosis | e inicia la meiosis Il, la cual se detiene en metafase
Il. Unicamente si ocurre la fecundacion culmina la meiosis 1l produciendo un
ovocito maduro, capaz de convertirse en un embrién si la fecundacion toma

lugar.

2.1.2. Dinamica folicular en ovejas

El estudio diario del patrén de crecimiento folicular en ovejas adultas ciclicas

demostré que estos crecen en ondas. Durante el ciclo ocurren entre 2 a 4 ondas
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de crecimiento folicular, aunque predomina un patron de 2 o 3 ondas (Evans,
2003). El ciclo estral tuvo una duracion de 15.6, 16.1 y 17 dias para ciclos de 2,
3 y 4 ondas de crecimiento folicular respectivamente. Durante cada onda un
grupo o pool de foliculos son reclutados y comienzan a crecer. En ciclo de dos
ondas, el numero de foliculos pequefios, medianos y grandes alcanzaron el
maximo los dias 4, 5y 8 en la primera onda, y los dias 10, 12 y 16 en la segunda
(Evans et al., 2000). El foliculo mas grande de la cohorte de la primera onda
emergio el dia 2,1, alcanzé un diametro de 5,7 mm el dia 5,6 del ciclo, e inicio la
atresia el dia 8,2. El foliculo ovulatorio emergi6 el dia 9,5, dejo de crecer el dia
14.3, alcanzando un diametro maximo de 6,5 mm y ovulo el dia 16,6 del ciclo

con un diametro de 6,2 mm (Evans et al., 2000).

En ciclo de 3 ondas, el foliculo mas grande de la primara onda emergio el
dia 2,1, alcanzé un didmetro méaximo de 5,4 mm el dia 5,4 del ciclo, e inicio la
atresia el dia 8,3. El foliculo mas grande de la segunda onda emergio el dia 6,9,
alcanzo un diametro maximo de 5,1 mm el dia 9,8, e inicio la atresia el dia 11,8
del ciclo. El foliculo ovulatorio emergio el dia 11,7, alcanzo un diametro maximo
de 6,5 mm el dia 15,3, y ovul6 el dia 17,2 con un diametro de 6,4 mm (Evans et
al., 2000).

La emergencia de cada onda de crecimiento folicular va precedida de un
incremento transitorio de FSH (Evans, 2003; Bartlewski et al., 2011).
Aparentemente, la FSH es necesaria para estimular el crecimiento inicial de los
foliculos que estan metabdlicamente preparados para responder al estimulo de
esta gonadotropina, y la presencia de LH parece ser esencial para que ocurra el
reclutamiento estimulado por la FSH (Goodman e Inskeep, 2015). Sin embargo,
una vez que los foliculos de cada onda inician su crecimiento, el progreso
posterior ocurre independiente de la FSH (Bartlewski et al., 2011). Asimismo,
como en las ovejas mas de un foliculo de la misma onda adquiere la capacidad
de alcanza la talla ovulatoria, y foliculos de dos ondas consecutivas (penultima y
ultima) pueden alcanzar a ovular al mismo tiempo, la dominancia folicular, como
ocurre en la vaca y en la yegua, es muy poco manifiesta o esta ausente (Evans,
2003; Bartlewski et al., 2011).
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Como ocurre en la oveja ciclica, las ovejas en anestro estacional exhiben un
patrén de crecimiento folicular en ondas, que fue asociado a fluctuaciones en las
concentraciones de FSH (Evans, 2003; Bartlewski et al., 2011). En la estacion
de antestro, sin embargo, se activa un mecanismo neuronal que inhibe el patrén
de secrecion de GnRH que permite la secrecion adecuado de LH que estimula
el crecimiento folicular y que estos alcancen el estadio ovulatorio (Goodman e
Inskeep, 2015).

2.1.3. Fase de dominancia luteal en la oveja

El cuerpo Iuteo (CL) es una es una estructura endocrina temporal que se
origina a partir de los foliculos ovulados, es decir, del tejido folicular remanente
luego de la ovulacion (Rawlings y Bartlewski, 2007). Su funcion principal es
producir progesterona (P4) durante gran parte del ciclo estral (diestro), y si la
hembra inicia una gestacion luego de la IA o MN, su presencia se extiende

durante todo el periodo de prefiez (Senger, 2012).

En la oveja, la fase luteal comienza con la formacién del cuerpo hemorragico
y se extiende durante el periodo de diestro. La formacion del CL ocurre a partir
de la luteinizacion del foliculo colapsado. Durante este proceso, las células de la
granulosa que quedan adheridas a la pared folicular se convierten en células
luteales grandes y las de la teca interna en células luteales pequefias (Rawlings
y Bartlewski, 2007). Estas células proliferan y se diferencian en células luteales.
El tejido luteal esta también conformado por fibroblastos, pericitos, células

endoteliales y del sistema inmune (Miyamoto et al., 2009).

La funcién luteal esta regulada por sustancias luteotropicas, como la LH
(principal sustancia que soporta la funcion del CL) y la somatotropina, y
sustancias luteoliticas, como la PGF2a y el estradiol (Goodman e Inskeep,
2015). Asimismo, tanto la LH como la PGF2a estan reguladas por la P4. Las
células luteales grandes producen la mayor parte de la P4 independientemente
del estimulo de LH, eso explica porque en el diestro lo niveles de P4 son
maximos y los de LH son minimos. No obstante, las células luteales pequefias
producen concentraciones basales de P4 bajo estimulo de esta gonadotropina

(Rawlings y Bartlewski, 2007). Las concentraciones basales de LH durante en el
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diestro son suficientes para estimular la actividad secretora de las células

luteales pequenas.

Al final del diestro, dias 11 a 14 del ciclo estral, comienza la secrecion
episodica de PGF2a que poco después inducird la lutedlisis. Se entiende por
lutedlisis el proceso de desaparicion estructural del cuerpo lateo. La lutedlisis
ocurre en dos etapas: 1) la lutedlisis funcional que implica el cese de produccién
de P4 por el CL y sucede en las primeras horas de iniciada, y la lutedlisis
estructural, que se extiende por varios dias e implica la desaparicién de todos
los elementos celulares que conforman la glandula (Goodman e Inskeep, 2015).

Luego de un periodo de exposicion del Utero a la P4 durante 10-12 dias, la
P4 sub-regula sus propios receptores permitiendo un incremento en la expresion
de los receptores de E2 y oxitocina (OXT) en el endometrio uterino. Ambas
hormonas, E2 y OXT, estimulan la sintesis de PGF2a y la secrecion episodica
de esta hormona luteolitica por el endometrio (Bazer, 2020). La lutedlisis
comienza cuando la concentracién circulante de PGF2a endometrial es tal que
la P4 no es capaz de proteger el tejido luteal. Una vez que la lutedlisis es
desencadenada por la PGF2a endometrial, comienza una reaccion en cascada
en la que participan numerosas sustancias: PGF2a luteal, oxitocina luteal, &cido
nitrico, endotelina 1, angiotensina Il, que actian como elementos intermediarios
en la cascada luteolitica (Goodman e Inskeep, 2015). La reduccién del flujo
sanguineo al CL es un elemento determinante en el cese de la sintesis y
secrecion de P4. Este evento va precedido por la infiltracibn de macroéfagos,
eosinofilos y linfocitos T al tejido luteal, y la produccion de varias citoquinas
(interleucinas 1B y 8). Inmediatamente comienza un proceso de degradacion de
los componentes estructurales del tejido luteal y la apoptosis de los elementos

celulares que lo conforman (Goodman e Inskeep, 2015).

2.1.4. Estacionalidad reproductiva

Como se indicé previamente, las ovejas son animales poliestruales
estacionales, por lo cual se reproducen durante ciertos meses del afio. Estos
meses corresponden al periodo del afio de dias cortos, es decir, al periodo en
gue las horas nocturnas son mas largas que las diurnas (Bazer, 2020). Esta

constituye una estrategia reproductiva desarrollada por numerosas especies de
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animales para garantizar que sus crias nazcan en los periodos del afio con mayor
probabilidad de supervivencia (Karsch et al., 1984), en términos de abundancia

de alimentos, temperatura ambiental, pluviosidad, etc.

Este comportamiento esta fundamentado en el ritmo biolégico circanual, que
determina, en caso de la reproduccién estacional, mecanismos fisiol6gicos
capaces de transformar los estimulos luminosos en sefiales cerebrales que
modulan la actividad reproductiva de las ovejas y de otros mamiferos
estacionales. A través de este mecanismo las ovejas exhiben dos patrones
distintos de actividad reproductiva, uno caracterizado por la quiescencia ovarica
y la anovulacion denominado anestro estacional, y otro por ciclos reproductivos
ovulatorios sucesivos, que constituye la estacion reproductiva (Weems et al.,
2015).

La ocurrencia de estos patrones reproductivos son resultado de mecanismos
asentados en el cerebro, que determinan la modulacién de la secrecion de la
GnRH por ciertas areas del hipotdlamo. En la oveja y otros mamiferos, una sefial
ambiental clave que le indica al cerebro el momento de transicion de una
estacion reproductiva a otra es la duracién de las horas de luz al dia o fotoperiodo
(Karsch et al., 1984). La luz es captada por la retina y a través del nervio optico
alcanza el nacleo supraquiasmatico. Mediante un circuito multisindptico que
incluye neuronas del nucleo paraventricular, médula espinal intermediolateral y
el ganglio cervical superior, los estimulos llegan a la glandula pineal (Hazlerigg y

Somonneuaux, 2015).

La glandula pineal a través del sistema neuroendocrino sirve de nexo entre
el fotoperiodo y la actividad reproductiva. Esta glandula sintetiza y secreta
melatonina en respuesta a la luz del dia. La melatonina, constituye la sefial
interna que sincroniza los periodos anovulatorios y ovulatorios en un patron
circanual (Goodman, 2015). Mientras que grandes cantidades de melatonina se
liberan en la circulacion durante las horas nocturnas, muy poca es secretada
durante las horas diurnas. En las ovejas, las concentraciones elevadas de
melatonina durante la noche sirven como mecanismo para modular la actividad
reproductiva (Goodman, 2015). Asi, los dias del afio con periodos mas largos de

concentraciones elevadas de melatonina determinan la temporada de dias
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cortos (otofo/invierno), cuando las ovejas estan reproductivamente activas. Los
dias con periodos mas cortos de concentraciones elevadas de melatonina
determinan los dias largos (primavera/verano) en los que las ovejas

experimentan anestro estacional (Weems et al., 2015).

El mecanismo neuroendocrino que causa el anestro estacional en las ovejas
se basa en el cambio de sensibilidad que experimentan las neuronas productoras
de GnRH en el hipotalamo al E2 folicular. Durante la estacion reproductiva el E2
estimula un incremento en la pulsatilidad de GnRH y LH, cuando el efecto
inhibitorio de la P4 desaparece luego de la lutedlisis como se indic6 previamente,
permitiendo el desarrollo y maduracién folicular, y la ovulacion (Goodman e
Inskeep, 2015). Sin embargo, durante la transicion de la estacion reproductiva a
la de anestro, la sensibilidad del hipotdlamo al E2 se incremente enormemente,
y cambia de estimulatorio a inhibitorio. De esta manera, las bajas
concentraciones de E2 folicular durante el anestro suprimen la secrecion de
GnRH y por lo tanto de LH (Goodman e Inskeep, 2015). Al no ocurrir un patron
de secrecion de LH adecuado que estimule el crecimiento y maduracion final de

los foliculos, la ovulacion no ocurre y la ciclicidad reproductiva se interrumpe.

En el tropico, sin embargo, la duracion de las horas luz fluctia
considerablemente menos en comparacion con las regiones templadas al norte
y sur del Ecuador. Las ovejas nativas de regiones tropicales exhiben ciclicidad
reproductiva durante todo el ailo o0 muestran una estacionalidad reproductiva
poco manifiesta dependiendo de si estan en un area tropical o subtropical (Porras
et al., 2003). Las ovejas originarias de climas templados nacidas o transportadas
a regiones tropicales o subtropicales muestran reproduccion estacional mas o
menos manifiesta dependiendo de la raza y region donde se encuentra (Porras
et al., 2003).

2.2.Métodos de control reproductivo en ovejas

Estos métodos se basan principalmente en el uso de hormonas para
adelantar el celo, sincronizar la ovulacion, estimular el crecimiento y ovulacion
de multiples foliculos simultdneamente, causar aborto o inducir el parto, etc. Su
aplicacion tiene como propdsito, solucionar un problema clinico, mejorar la

eficiencia reproductiva y/o incrementar la calidad genética del rebafio (Ramos y
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Silva, 2018). Por ejemplo, la administracion de PGF2a 0 un analogo durante el
diestro puede adelantar la aparicion del celo varios dias (Fierro et al., 2010),
dependiendo del momento del ciclo en que se aplique. La insercion de un
dispositivo intravaginal con progestagenos durante varios dias, combinado con
otras hormonas como E2, PGF2a, GnRH, eCG permite la sincronizacion del celo
y la ovulacién (Gonzélez-Bulnes et al., 2020). La aplicacién de dosis repetidas
de FSH pueden causar superovulacion de numerosos foliculos en ambos ovarios
(Menchaca et al., 2010). El celo también puede ser estimulado mediante el efecto

macho, incluso en la estacion de anestro (Gelez and Fabre-Nys, 2004).
2.2.1. Sincronizacion e induccién del celo

Como se indicé anteriormente la PGF2a es una hormona producida por el
endometrio uterino de la oveja y otras especies de mamiferos que es
responsable de inducir la lutedlisis (Goodman e Inskeep, 2015). Esta hormona,
0 un analogo sintético, puede ser administrada intramuscularmente, causar la
regresion luteal, y anticipar el celo. Esto ocurre siempre y cuando haya un CL
activo en los ovarios, es decir durante el diestro. No obstante, cuando el CL se
encuentra en crecimiento (metaestro) o luego de iniciada la lutedlisis (proestro y
estro) la administracion de esta hormona es inefectiva (Habeeb y Kutzler, 2021).
Debido a la ausencia de un CL, esta hormona no puede usarse durante el

anestro estacional.

Por varias décadas se ha investigado y usado la progesterona para control
del estro y la ovulacién (Gonzalez-Bulnes et al., 2020). Segun estos autores este
esfuerzo comenzd en 1948, con la publicaciéon de Dutt y Casida (1948) en la que
describen el uso de inyecciones de P4 cristalina disuelta en aceite de maiz por
14 dias consecutivos. De las 30 ovejas sometidas a dos concentraciones de P4
(5 y 10 mg/dia), ninguna mostré signos de celo durante el tratamiento, y cuando
observaron los ovarios por laparotomia encontraron que tres de las 30 habian

ovulado sin mostrar signos de celo (Dutt y Casida, 1948).

A partir de entonces, se han desarrollado varios métodos para administrar
P4 durante numerosos dias. Asimismo, se han desarrollado analogos de P4
como el acetato de fluorogestona y el acetato de medroxiprogesterona que
Impregnados en esponjas intravaginales se liberan durante un periodo largo de
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tiempo (Gonzalez-Bulnes et al., 2020). Estas hormonas son absorbidas por la
mucosa vaginal y entran en circulacion cumpliendo su funcion en los érganos
blanco. Posteriormente, se desarrollaron dispositivos intravaginales (DIV) de
liberacion lenta de P4, como el CIDR o el DICO, fabricados con silicona

(Gonzélez-Bulnes et al., 2020).

Durante muchos afios los protocolos de sincronizacion del celo y de la
ovulacion en ovejas se han basado en la insercion de dispositivos intravaginales
impregnados con P4, o analogos de la hormona, por 12 a 14 dias seguido de la
inyeccion de una dosis de eCG al momento de retirarse el dispositivo. No
obstante, también se han probado con éxito protocolos mas cortos. Este
protocolo no requiere la administracion de PGF2a debido a lo prolongado del
tratamiento, que permite que las estructuras luteales que pudieran estar presente
en los ovarios al inicio del tratamiento hayan experimentado lutedlisis al finalizar
el mismo. En la mayoria de los casos las ovejas retornan el estro dos dias
después de extraido el DIV (Habeeb y Kutzler, 2021). La incorporacion de la eCG
a los protocolos de sincronizacion del celo con DIVs ha permito aplicar la
inseminacion a tiempo fijo debido al estrecho intervalo entre la ovulacion y la

inseminacion artificial (1A) (Gonzélez-Bulnes et al., 2020).

El proposito préactico de los tratamientos de sincronizacion del celo y la
ovulacion radica en la sincronizacién de partos, incrementar la fecundidad y
fertilidad, la induccion del celo en ovejas fuera de la temporada reproductiva, y

adelantar la pubertad (Gonzalez-Bulnes et al., 2020).

2.2.2. Superovulacion

Los programas de ovulacion multiple y transferencia de embriones (MOET),
tienen como propdsito maximizar el nimero de crias que una oveja puede
obtener al afio, o durante su vida productiva. Este protocolo implica un
tratamiento de sincronizacion del celo y otro de estimulacion ovarica, con el
proposito de inducir la ovulacién de mdltiples foliculos al mismo tiempo, que,
seguido de la IA, permite obtener numerosos embriones que luego son
transferidos a hembras receptoras (Ramos y Silva, 2018). La Figura 1 muestra

ovarios estimulados de ovejas con multiples cuerpos lateos en su superficie.
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Cada cuerpo luteo representa un foliculo ovulado, como se indic6 en el apartado
1.3.

Figura 1: FOvarios en ovejas superovuladas de la raza Olkuska, de genotipo altamente
prolifico, justo antes del lavado embrionario mediante laparoscopia (A y B), y en ovejas
Rideau Arcott, variedad moderadamente prolifica, al momento de la laparotomia luego del
tratamiento superovulatorio (Cy D).

Fuente: Bartlewski et al. (2016).

Entre otras aplicaciones, la obtencion de crias de alto valor genético
producto de los programas MOET facilita los procedimientos para importar y
exportar material genético bajo condiciones sanitarias que garantizan la salud.
También contribuye a la preservacion de especies en peligro de extincion
(Ramos y Silva, 2018).

Como en otras especies, la superovulacion (SOV) se basa en la
administracion de gonadotropinas para estimular el crecimiento de numerosos
foliculos. Primeramente, se us6 la eCG en los tratamientos SOV, que debido a
su prolongada actividad biolégica causaba sobreestimulacién ovarica, elevada
produccion de estradiol y bajas tasas de recuperacién de embriones (Bartlewski
et al. 2016). Posteriormente comenz6 a usarse la FSH, que debido a su corto
tiempo de actividad biolégica hace necesario aplicar varias inyecciones de la
misma. Actualmente es la gonadotropina de eleccion en los tratamientos SOV

en ovejas (Bartlewski et al. 2016).
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Unos de los inconvenientes reiterado por muchos investigadores es la gran
variabilidad de la respuesta SOV. Estos tratamientos son influenciados por
numerosos factores propios del animal y por medio ambiente; entre ellos se
encuentran la estacion del afio, la raza, edad del animal, el estado nutricional,
manejo, hormonas usadas y el régimen de aplicaciéon de FSH. Aunque muchos
de estos factores pueden ser controlados, la respuesta puede todavia fluctuar
debido a la variacion en la respuesta folicular, a la regresion anticipada del CL y
a fallas de la fecundacién (Menchaca et al., 2010). Aparentemente, la ausencia
de un foliculo dominante al inicio del tratamiento incrementa el reclutamiento
folicular, la tasa de ovulacion y la produccion de embriones; por el contrario, la
presencia de un foliculo dominante deprime la respuesta ovulatoria (Menchaca
et al., 2010).

2.2.3. Protocolos de superovulacién

Como se indicé anteriormente, en la actualidad los programas de
superovulacion combinan un protocolo de sincronizacion del celo y/o ovulacién
a base de progesterona o progestagenos y uno de superovulacion. Este ultimo
implica la administracion de gonadotropinas que estimulan el crecimiento
sincronico de numerosos foliculos antrales, seguido de IA o monta natural, y
posterior coleccién de embriones por método quirdrgico (Bartlewski et al. 2016).
Estos protocolos SOV pueden ser cortos (5 a 7 dias), o largos (12 a 14 dias)
(Oliveira et al, 2014).

Tres protocolos simplificados de SOV usados por Simonetti et al. (2008),
consistieron en la insercion de un DIV por 14 dias, y 1) la administracion de
cuatro dosis de FSH disueltas en solucion salina cada 12 horas, desde 24 horas
antes hasta 12 horas posteriores al retiro del DIV (dia 14 AM), o 2) una Unica
dosis de FSH disuelta en polivinilpirrolidona el dia 13 AM, o 3) una dosis Unica
de FSH disuelta en solucion salina + 500 Ul de eCG a las 48 horas previas al
retiro del DIV (Figura 2).
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Figura 2: Protocolos simplificados de superovulacién usados en ovejas.

Fuente: Modificado de Bartlewski et al. (2016)

Otro protocolo usado en ovejas en anestro implico la supresion y
resincronizacion de una nueva onda folicular. Se insert6 esponja intravaginal de
medroxiprogesterona (dia 0) por 14 dias y 350 pg de 17B-E2 el dia 6. El dia 12
se inyect6 una dosis de 500 Ul de eCG + 2.5 ml de Folltropin-V, seguido de 5
dosis de 1.25 ml de Folltropin-V cada 12 horas. Se aplicd una dosis de GnRH el
dia 15 en la noche, momento en que las ovejas se pusieron junto a los machos
por 36 horas. El dia 22 se efectud la colecta de embriones, y se administré una
dosis de un analogo de la PGF2a en los animales en que la diferencia entre los

CL cuantificados y los embriones colectados fue mayor a tres (Figura 3)

(Bartlewski et al., 2009).
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Figura 3: Protocolo usado en ovejas en anestro que implico la supresion y
resincronizacion de una nueva onda folicular.

Fuente: Modificado de Bartlewski et al. (2016)
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El protocolo superovulatorio del “dia 0” puede ser aplicado a ovejas y cabras,
y consiste en iniciar el tratamiento gonadotropico al momento de la emergencia
de la onda folicular, luego de la ovulacion inducida. Para ello, el DIV es retirado
en el dia 6 (dias -9 a -3), seguido por la administracién de una dosis de GnRH 'y
PGF2a 24 horas mas tarde (dia -2). Dos dias después (dia 0), cuando se espera
la emergencia de la primera onda folicular luego de la ovulacién, se inicia el
tratamiento superovulatorio con 6 dosis decrecientes de pFSH cada 12 horas.
En la tarde del dia 2 y mafiana del dia 3 se aplicé una dosis PGF2a, y 12 horas
mas tarde, una de GnRH. En esta experiencia se realizaron dos IA intrauterinas
con 12 horas de intervalo. Los dias 6-7 se colectaron los embriones (Figura 4)
(Candappa et al., 2011).

Tratamiento para inducir el estro y sincronizar la ovulacion

Tratamiento para sincronizar la Superovulacion
onda folicular
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Figura 4: Protocolo superovulatorio del “dia 0” puede aplicado en ovejas y cabras
Fuente: Modificado de Bartlewski et al. (2016)

Un protocolo usado ovejas consistié en la aplicacion de dos DIV (CIDR)
seguidos, con permanencia de 7 dias cada uno (dias 0 a 14) y la aplicacién de
126 mg de pFSH desde el dia 12 al 14, en 6 dosis decrecientes. En el dia de
retiro del DIV se administraron 200 Ul de eCG y 37.5 pug de D-cloprostenol,
seguido de una dosis de 7.5 md de pLH. Se aplicaron dos IA transcervicales a
las 42 y 48 horas luego del retiro del DIV. Las estructuras se colectaron

quirurgicamente a los 7 dias de las IA (Figura 5) (Oliveira et al., 2012).
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Figura 5: Protocolo de superovulacion con administracién suplementaria de LH.
Fuente: Modificado de Bartlewski et al. (2016)

2.2.4. Sincronizacion del celo en ovejas receptoras

La sincronizacion del celo en ovejas receptoras de embriones in vivo (0 in
vitro) es de suma importancia para garantizar la viabilidad de la gestacion. Una
vez que la transferencia es efectuada, debe haber una sincronia fisiologica entre
la edad del embrion y el ambiente uterino. Esto significa que las ovejas
receptoras deben iniciar el tratamiento de sincronizacion para que el dia de la
colecta de embriones estén en el dia 6 o 7 del ciclo estral, coincidiendo con la
edad del embrion (Gibbons y Cueto, 2013).

Estos protocolos pueden ser de 6-7 o 12-14 dias de suplementacion de P4
(Bartlewski et al., 2016), y lo importante de usar uno u otro es que resulten en la
formacion de cuerpos luteos funcionales. Estos CL deben producir cantidades
suficientemente de P4 que provean un ambiente uterino adecuado para el
desarrollo embrionario temprano y la subsecuente implantacion y soporte de la
gestacion (Daly et al., 2020). La P4 esta involucrada en el mecanismo de
reconocimiento materno de la gestacion, y soporte endocrino posterior de la
misma. Su deficiencia durante este periodo es causal de pérdidas embrionarias
(De Brun et al., 2016).
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2.2.5. Manejo de la oveja receptora de embriones

Como en las vacas, las ovejas receptoras de embriones deben estar sanas,
sin alteraciones reproductivas y tener buena fertilidad. La actividad reproductiva
es una funcién no esencial para la vida, y muy influenciada por diversos factores
ambientales (Perea y Gonzalez, 2005). Es por eso que el manejo de la hembra
receptora de embriones es de suma importancia para garantizar el éxito de los
programas MOET (Daly et al., 2020).

Entre los factores que mas influencian la reproduccion de las ovejas, ademas
de la época del afio la nutricién es preponderante (Daly et al., 2020). Las ovejas
usadas como receptoras de embriones deben recibir una excelente alimentacion
y, por lo tanto, tener una adecuada condicién corporal. La restriccion nutricional
redujo significativamente la tasa de ovulacién y retrasé el desarrollo embrionario
en el dia 8 (Abecia et al., 1997). Una dieta con menor contenido de energia redujo
la tasa de prefiez y el nUmero de embriones en el dia 15 (Abecia et al., 1999).
Asimismo, la restriccion nutricional redujo la expresion de los receptores de P4
(RP4) en el utero durante el ciclo estral (Grazul-Bilska et al., 2018), y en las
carlnculas y cotiledones placentarios en ovejas en gestacibn temprana,
intermedia y tardia (Bunma et al., 2020). Todo lo anterior enfatiza la importancia

de la nutricion en la tasa de concepcidn de ovejas receptoras de embriones.

2.3.Somatotropina

La somatotropina (STH) u hormona del crecimiento (GH) es una hormona
proteica sintetizada y secretada por la glandula hipofisis, que esta constituida por
191 aminoacidos. Fue primeramente identificada en extractos de glandula
hipofisis como un factor estimulante del crecimiento (Asdell, 1932). Sin embargo,
posteriormente, su actividad biolégica fue asociada con el aumento de la
produccion de leche en ratas y cabras, y con la disminucién del contenido graso
de la carcasa en ratas en crecimiento. Desde entonces, se han encontrado
efectos de esta hormona en numerosos tejidos y sustancias en circulacion
(Revisado por Etherton y Bauman, 1998). Muchas de estas funciones son
mediadas por el factor de crecimiento tipo insulinico | (IGF-1) y tienen como
resultado la proliferacion celular (Prosser y Davis, 1990). El desarrollo de la

tecnologia del ADN recombinante a principios de 1980 posibilité la produccién
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de grandes cantidades de STH recombinante bovina (rbSTH) y (rpSTH) porcina
(Etherton y Bauman, 1998).

La STH opera a través del eje somatotropico, el cual se encuentra constituido
por la STH, los factores de crecimiento tipo insulinico | y Il (IGF-1; IGF-2),
proteinas ligadoras de GH (GHBP), proteinas ligadoras de IGF 1 a 6 (IGFBP 1 a
6) y los receptores de la GH (GHR) e IGFs (IGFRs) (Lucy, 2012). La STH es
sintetizada por las células somatotropas de la glandula hipofisis, y su secrecion
episédica esta bajo control de la hormona liberadora de la GH, de la
somatomedina y de la grelina. La STH actia principalmente en el higado
estimulando la produccién y libracion de IGF-1 al torrente circulatorio donde
ejerce numerosas funciones relacionadas con el metabolismo de proteinas,
lipidos y carbohidratos y regula la funcion de muchos tejidos (Etherton y Bauman,
1998; Lucy, 2012).

La STH ha tenido amplio uso en produccién animal en diversas especies de
animales domésticos, y su efecto sobre el crecimiento, lactacion y reproduccion
han sido descritos (Etherton y Bauman, 1998; Hernandez-Cerén y Gutiérrez
Aguilar, 2013).

2.3.1. Efecto de la somatotropina sobre la reproduccién

El efecto de la STH sobre la reproduccion ocurre a través de su accion
directa sobre los tejidos reproductivos (por ejemplo, CL, células de la granulosa)
0 a través de la mediacion de IGF-1 producida localmente o en el higado (Lucy,
2001). Los ARNm para el receptor de STH, IGF-1 y IGFBP2 fueron identificados
en el utero, foliculo dominante y cuerpo luteo de la vaca (Lucy, 2012). Se ha
asociado la actividad biolégica de la STH e IGF-1 con la regulacion del desarrollo
folicular, maduracion del ovocito, funcion luteal, tasa de fertilizacion, desarrollo
embrionario temprano y con el reconocimiento materno de la gestacion

(Hernandez-Ceron y Gutiérrez Aguilar, 2013).

Se ha propuesto una teoria para explicar la accion de la STH sobre las
principales células funcionales del ovario (células de la granulosa, de la teca
interna y luteales). Segun este modelo, algunas de las acciones de la STH en el
ovario la ejerce esta hormona directamente a través de sus receptores en estos

tejidos (GHR tipo 1b y 1c), o mediante la sintesis local de IGF-1 (Lucy et al.,
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1999). La STH también puede regular ciertas funciones ovaricas mediante la
union a su receptor en el higado (GHR tipo 1a). Esto trae como consecuencia la
secrecion hepatica de IGF-1 que a través de la circulacion sanguinea llega a los
ovarios afectando las funciones ovéricas. Segun evidencias, la IGF-1 puede
actuar sinérgicamente con las gonadotropinas, dado que la IGF-1 estimula el
incremento de las gonadotropinas, y estas Ultimas aumentan los niveles de IGF-
1. Esta accién conjunta y sinérgica resulta en el aumento de la esteroidogénesis
en los ovarios (estradiol, progesterona). A su vez, el E2 folicular puede actuar a
nivel hipotalamico e hipofisiario a través de un mecanismo de retroalimentacion
positiva estimulando la secrecion de STH desde las células somatotropas. En
respuesta al incremento de la STH circulante se estimula la secrecion de IGF-1
desde el higado, la cual alcanza el ovario influenciando ciertas funciones
ovaricas (Lucy, 2012). La IGF-1, a través de un mecanismo de feedback

negativo, suprime la secrecion hipofisiaria de STH (Lucy et al., 1999).

Segun Lucy et al. (1999), la accion de la STH no es imprescindible para la
reproduccidon. Esta aseveracion se basa en el hecho de la inactivaciéon o
expresion anormal del receptor de STH (en humanos, vacas y ratones) no
impidié que estos mamiferos se reprodujeran, aunque la eficiencia reproductiva
fue baja comparado a los que expresan adecuadamente el receptor. De acuerdo
a ello, se deduce que existe un papel facilitador, pero no obligatorio, de la GH en

los procesos reproductivos (Lucy et al., 1999).

Las acciones de la STH se han evaluado en vivo mediante la administracion
de bSTH. La administracion de vaquillas lecheras con bSTH increment6 el
namero de foliculos de 3-5 mm y de 6-9 mm comparado con las vaquillas no
tratadas (Kirby et al., 1997). Un efecto similar de la STH en el crecimiento de
foliculos de talla media fue también observado en ovejas (Gong et al., 1996;
Joyce et al., 1998; Gonzalez et al., 2006; Camacho et al., 2012). En base a estos
hallazgos en bovinos, se probd si con la administracion de STH se podia
aprovechar el aumento en el numero de foliculos medianos para mejorar la
respuesta superovulatoria. Sin embargo, la aplicacion exégena de STH no
incrementd el numero de ovulaciones ni el numero de embriones transferibles,
asi como tampoco mejoro la tasa de prefiez de las vaquillas receptoras cuando
se aplicé al momento de la transferencia de embriones (Lucy, 2012).
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No obstante, otros estudios en bovinos han obtenido efectos favorables de
la STH en la respuesta SOV (Kuehner et al., 1993; Herrler et al.,, 1994). La
aplicaciéon de una dosis de rbSTH (500 mg) 7 dias antes de iniciarse el
tratamiento SOV con FSH (dia 4 del ciclo estral), o coincidiendo con la primera
dosis de FSH (dia 11), o al momento de la IA, dio como resultado que las
vaquillas tratadas el dia 11 tuvieron un namero significativamente mayor de CL
gue las no tratadas. En las vaquillas tratadas el dia 4, el nimero de cuerpo liteos
tendié a ser mayor, y se produjeron proporcionalmente mas embriones en el
grupo tratado con rbSTH que en las vaquillas control (74.6 vs 58.6%
respectivamente) (Kuehner et al., 1993). Asimismo, el tratamiento SOV con eCG
(2500 Ul) y una dosis de rbSTH el dia 4 del ciclo estral resulté en la recuperacion
de un nimero mayor de embriones transferibles que los animales no tratados
con rbSTH (4.2 £ 1.0 vs 2.5 = 0.7 respectivamente) Herrler et al., 1994).

En pequefios rumiantes el uso de STH en tratamientos SOV ha dado
resultados contradictorios. Mientras que mejoro la respuesta bioldégica en unos
estudios (Folch et al., 2001; Navarrete-Sierra et al., 2008; Mejia et al., 2012;
Rocha do Nascimento et al., 2013; Carrera-Chavez et al., 2014; Gonzalez-
Gomez et al., 2019), no influencio la respuesta en otros (Eckery et al., 1994;
Joyce et al., 1998), o tuvo un efecto adverso (D'Alessandro et al., 1996). En
ovejas sujetas a tratamiento SOV, la administracion de pSTH incremento el
porcentaje de embriones transferibles (Folch et al., 2001), mientras que la
aplicacién de esta hormona al momento del celo en ovejas fértiles produjo
embriones en estados mas avanzados de desarrollo (Mejia et al., 2012) o
aumento la prolificidad de ovejas Pelibuey (Carillo et al., 2007). En otro estudio,
sin embargo, la administracion de STH antes de la monta en ovejas

sincronizadas redujo la tasa de prefiez (Camacho et al., 2012).

2.3.2. Efecto de la somatotropina en el desarrollo embrionario

La STH juega un rol en la capacidad de los ovocitos bovinos para madurar
dado que tanto las células de la granulosa (murales y del cdimulo) como el ovocito
tienen receptores para la STH (Izadyar et al., 1997; Izadyar et al., 1999). La
incubacion de complejos células del cumulo-ovocitos bovinos, obtenidos de
foliculos de 2 a 8 mm, en presencia de 100 ng/ml aceleré la maduracién

ovocitaria ya que un porcentaje significativamente mayor de ovocitos alcanzaron
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la metafase Il (MIl) alas 16 y 22 horas de incubacién (Izadyar et al., 1999). Segun
evidencias, el rol regulador de la maduracién ovocitaria por la STH ocurre a
través de las células del camulo, ya que los ovocitos denudados, o desprovisto
de células del cumulo, tuvieron una tasa de maduracion similar en los tratados y
no tratados con STH (lzadyar et al., 1997). La accion de la STH durante la
maduracion ocurrio a través de los receptores de STH y no por mediacion del
IGF-1 producido localmente (Izadyar et al., 1997). Asimismo, la presencia de
receptores de STH fueron detectados en embriones preimplantacion (Izadyar et
al., 2000), especificamente en la masa celular interna de blastocistos de 8 dias
(Kolle et al., 2001). La adicion de STH en el medio de cultivo (fluido oviductal
sintético) incremento la tasa de clivaje, la proporcion de embriones de 8 células,
de blastocistos y de blastocistos que eclosionaron (lzadyar et al., 2000).
Aparentemente, la accion de la STH en la maduracidn ovocitaria ocurre mediante

mecanismos paracrinos y/o autocrinos (Bevers y Izadyar, 2002).

El receptor de STH también fue detectado en el ovocito y en embriones
preimplantacion (Du et al., 2010). La adicién de 300 ng/ml de STH en el medio
de cultivo incremento la tasa de maduracion de ovocitos ovinos colectados de
foliculos de 2-6 mm de ovejas en la estacion no reproductiva, incremento el
porcentaje de ovocitos que alcanzaron la MIl, a las 16 como a las 24 horas de
incubacién, con respecto al control (Shirazi et al., 2010). La STH estimulé un
incremento en la tasa de clivaje solo cuando el medio de cultivo contenia suero
fetal bovino. En presencia de suero en el medio de cultivo la STH incremento el
porcentaje de blastocistos y de blastocistos eclosionados. En ausencia de suero,
la STH no mejord el porcentaje de blastocistos y de blastocistos eclosionados

con respecto al control (Shirazi et al., 2010).

El tratamiento con bSTH en vaquillas de carne con dos niveles nutricionales
resultdé en un incremento del nimero de foliculos cuantificados por ultrasonido,
pero no influencié el nimero y calidad de ovocitos recuperados mediante
aspiracion folicular guiada por ultrasonido (OPU), asi como tampoco la
produccion de blastocistos (Tripp et al., 2000). De igual modo, Bols et al. (1998)
tampoco encontraron un efecto de la administracion semanal de STH (640 mg)

sobre la proporcién de ovocitos que alcanzaron el estadio de blastocistos.
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2.4. Transferencia de embriones

Una vez que se colectan los embriones de las ovejas superovuladas, y que
las hembras receptoras estan preparadas, se lleva a cabo la transferencia de los
embriones. Esta es una etapa muy importante del programa de SOV, ya que de
no tenerse éxito en esta fase se pierde una gran inversion, en términos de gastos
de hormonas, DIV, pajuelas de IA, horas hombre y tiempo (Gibbons y Cueto,
2013). Es también una etapa critica porque los embriones producidos por la
donadora son depositados en el Utero de la oveja receptora. Esta debe proveerle
un ambiente uterino adecuado para que el embrién logre implantarse (Wilmut y
Sales, 1981, Lonergan y Forde, 2015), se complete la fase embrionaria, este se
desarrolle como un feto a lo largo de la gestacion, y resulte en el nacimiento de

una cria sana.
2.4.1. Implantacion embrionaria en ovejas

Ya sea que haya ocurrido fecundacién de ovocitos o se haya transferido uno
0 mas embriones, la presencia de uno o varios embriones en el Utero activa
mecanismos para proteger el tejido luteal y darle continuidad a la gestacion.
Desde hace més de 70 afios Casida y Warwick (1945) habian indicado la
necesidad del cuerpo lateo para mantener la gestaciéon en las ovejas. En general,
en los rumiantes es imprescindible la funcion luteal para que la gestacion se
desarrolle con normalidad (Haytell et al., 2010). La P4 producida por el(los)
cuerpo(s) luteo(s) es de importancia esencial para mantener las condiciones
apropiadas del ambiente uterino durante el periodo de preimplantacion, y para
proveer nutricion histiotréfica al embrion (Haytell et al.,, 2010). Bindon (1981)
demostré en ovejas ovariectomizadas inyectadas con dosis diarias de P4, que
en la medida que la dosis diaria de P4 aumenté (1, 4 o 6 mg) la altura de epitelio
y estrato glandular uterino aumentdé, asi como también se increment6 el nUmero

de embriones viables en el dia 20 de gestacion.

En la oveja y otras especies domésticas, el embrion entra en el Gtero (oveja
dia 3 0 4) antes de la blastulacién. Al finalizar este proceso, pocos dias después,
el embrion, conocido en este estadio como blastocisto, tiene forma esférica y
consiste del trofoectodermo que rodea o envuelve a la masa celular interna 'y a

la cavidad del blastocisto o blastocele (Haytell et al., 2010). Durante la formacion
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de la placenta, el trofoectodermo se denomina trofoblasto y es esencial durante
la gestacion, pero es expulsado durante el parto como parte de la placenta
(Haytell et al., 2010). Antes de que se inicie la implantacién es necesario que el
blastocisto, que se forma en el dia 6 a 7, sea extruido de la zona pelucida, lo cual

ocurre entre los dias 8 y 9 de gestaciéon (Spencer et al., 2004).

La implantacion en las ovejas comienza en los dias 15 a 16 de prefiez, y se
extiende hasta los dias 50 a 60. Este evento toma lugar por la union superficial
entre el trofoectodermo del embrién y el epitelio endometrial (Spencer et al.,
2004). Una vez que el blastocisto se deshace de la zona pellcida, rapidamente
cambia de la forma esférica a la tubular y filamentosa entre los dias 12 y 15
(Johnson et al., 2018; Figura 6). Este es un paso imprescindible para que se
inicie la implantacién, que implica la aposicion y adhesion del trofoectodermo al
epitelio superficial y glandular uterino. Durante esta etapa, ocurre una pérdida
leve y transitoria de epitelio uterino que hace posible el contacto estrecho entre
el trofoectodermo y la lamina basal adyacente a las células del estroma (Bazer
et al., 2012).

Inner Cell Mass

Carbohydrate-Lectin
Interactions Ligand (mostly ECM)-Integrin

Interactions

MUC1
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Figura 6: Elongacion del blastocisto en un concepto filamentoso. Los embriones de
ovejaingresan al Utero alrededor del dia 3 0 4, se convierten en blastocistos esféricos y
luego, después de la eclosién de la zona pellcida, se transforman en embriones
tubulares y filamentosas entre los dias 12 y 15 de prefiez

Fuente: (Johnson et al., 2018)

Las glandulas uterinas juegan un papel funcional crucial en el proceso de
implantacién (Spence y Bazer, 2002). Su funcion es sintetizar y secretar, y
transportar selectivamente sustancias desde el suero al interior del lumen

uterino, una gran variedad de sustancias que en conjunto se denominan
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histotrofo (Spencer et al., 2015). Este es considerado un fluido uterino complejo
de importancia vital para la sobrevivencia embrionaria, el cual esta constituido
por una mezcla de iones, aminoacidos, proteinas, lipidos y otras sustancias, cuya
composicién estd regulada por la P4 y por el concepto (embrion/feto y
membranas extraembrionarias asociadas) a través de la expresion de
numerosos genes en el epitelio y estrato glandular del utero (Spencer et al.,
2015).

La implantacion en la oveja ocurre en cuatro etapas: 1) desprendimiento de
la zona pelucida, 2) precontacto y orientacion del blastocisto, 3) aposicion, y 4)
adhesion (Figura 7). En estas etapas intervienen numerosas sustancias que
juegan roles fundamentales en el proceso. Entre estas se destacan la mucina
glicoproteina 1 (MUC1), molécula de adhesion celular glicosilada (GlyCAM-1),
galectina-15, integrinas, osteopontina, etc. (Spencer et al., 2015).
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Figura 7: Cascada de adhesiéon del embrién al endometrio que conduce a la implantacion
Fuente: (Johnson et al., 2018)

-43 -



- Universidad
& catdlica
de Cuenca

2.4.2. Reconocimiento materno de la gestacion en ovejas

El reconocimiento materno de la gestacion (RMG) es el proceso a través de
cual el concepto activa mecanismos fisiolégicos que prolongan la vida del tejido
luteal (Bazer et al., 2017). En los rumiantes, este evento es imprescindible para
gue la gestacion llegue a término (Casida y Warwick, 1945). Como se indico
anteriormente, la P4 regula la receptividad y la adecuacién fisiologia del
ambiente uterino para que, si ocurre la fecundacion, el(los) embrion(es)

resultantes se desarrollen adecuadamente (Bazer et al., 2017).

Entre los dias 10 y 12 luego de la monta o IA, tanto en las ovejas ciclicas
como en las prefiadas, la P4 induce la expresion de numerosos genes
relacionados con la implantacion, migracion y la elongacion del concepto
(revisado por Brooks et al, 2014; Spencer et al., 2015). Este hecho es
brevemente precedido por la subregulacién de los RP4 por la P4, y ocurre en los
dias 10-12 en el epitelio superficial y 12-16 en el epitelio glandular del endometrio
luego del inicio del estro (Spencer et al., 2015). Entre estos genes (por ejemplo:
galetina-15 [LGALS15], IGFBP1, catepsina L1 [CTSL1], Cistatina C [CTS] 3y 6,
péptido liberador de gastrina [GRP], transportadores de glucosa [SLC2A 1,
SLC2A 5, SLCH5A 1], y otros) se encuentran la prostaglandina G/H sintasa y
ciclooxigenasa 2 (PTGS2) y la hidroxiesteroide (11-beta) deshidrogenasa 1
(HSD11B1), las cuales estan involucradas en la sintesis de prostaglandinas
(PGF) y cortisol, respectivamente (Brooks et al, 2014).

Si la monta o A es exitosa y los embriones entran al Gtero de la oveja, pocos
dias después el trofoectodermo de estos secretan PGFs, interferon tau (INFt) y
cortisol, los cuales actian en el endometrio uterino sobreregulando la expresién
de muchos de los genes que se expresaron por accion de la P4 en los dias
previos (Spencer et al., 2015). Esto causa cambios en algunos componentes del
histotrofo que regulan el alargamiento del concepto a través de los efectos sobre

la proliferaciéon y migracion del trofectodermo (Lonergan y Forde, 2015).

En los rumiantes es bien conocido que el INFt es el elemento encargado de
indicar al sistema materno la presencia de un embrién en el lumen uterino de la
hembra gestante. El INFt es una proteina constituida por 172 aminoacidos y un

peso molecular de 19 kDa, que se une a su receptor en el endometrio uterino
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(Bazer et al., 1997). Fue inicialmente identificada en la oveja y denominada
proteina trofoblastica ovina tipo 1, debido a que era la principal proteina
secretada por el trofoectodermo del concepto durante el periodo de implantacién
(Bazer et al., 1997). Moor y Rowson (1966) determinaron que la infusiéon dentro
del atero de un homogenizado de conceptos en los dias 12 a 14 extendia el
intervalo interestrual de las ovejas. De este hallazgo se dedujo que el concepto
producia una sustancia antiluteolitica dado que prolongaba la permanencia

de(los) CL(s) en los ovarios (Bazer et al., 1999).

Luego de afos de investigacion se comprob6 que el concepto a través del
INFt activa un mecanismo que impide la regresion del cuerpo luteo. Durante el
ciclo estral, al final del diestro, la P4 subregula sus propios receptores en el
endometrio uterino, tal como se indicé previamente. La disminucion sustancial
de los RP4 y de las acciones que estos desencadenan intercelularmente cuando
la P4 se une a su receptor, permiten un aumento en la expresion de los
receptores de E2(RE?2) y de oxitocina. Estos dos receptores son importantes ya
gue, cuando se unen a sus ligandos, median la sintesis y secrecion episédica de
PGF2a desde el endometrio uterino (Bazer, 2020). Paralelamente, la P4 estimula
el incremento de los depdsitos intracelulares de fosfolipidos y de la enzima PGF
sintasa en el epitelio uterino, lo cual se traduce en la sintesis y almacenamiento
de PGFs en las células endometriales. Luego del aumento de los receptores de
E2 y oxitocina, el E2 estimula la sintesis de PGF2a luteal y endometrial. La
oxitocina liberada de forma pulsatil desde el CL y la hipdfisis posterior, induce la
secrecion episddica de PGF2a que causa la regresion del CL en el dia 16 del

ciclo estral de la oveja (Bazer, 2020).

Durante el RMG el INFt se une a su receptor en el endometrio y, a través de
la via de sefalizacién JAK-STAT, inhibe la transcripcion de los receptores de E2
y oxitocina, lo cual evita la secrecion pulsatil luteolitica de PGF2a, asegurando
la permanencia del tejido luteal y la produccion de P4y, por lo tanto, el desarrollo

de una gestacion normal (Books et al., 2014).

Otro hecho importante durante el RMG es la sintesis de PGE2 a expensas
de una menor produccién de PGF2a por el epitelio endometrial. La via para la

produccion PGE2 implica la generacion del endoperdxido ciclico inestable
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PGH2, principalmente a través de COX-2, que luego es convertido en PGE2. La
PGE2, producida en respuesta al INFt secretado por el trofoectodermo del
concepto, actia sistémicamente durante el RMG como un agente luteotrépico y

antiluteolitico simultaneamente (Kumar et al., 2013).

2.4.3. Mortalidad embrionaria en ovejas

La muerte embrionaria (ME) es una problematica que afecta la eficiencia
reproductiva, la produccion y el rendimiento econdmico de los sistemas de
produccion de rumiantes (Disk y Morris, 2008). Esta puede ocurrir muy temprano
luego de estro, es decir antes del RMG, o luego de que este evento ocurre, lo
cual tiene implicaciones clinicas evidentes. En el primer caso, la muerte del
embridn evita que se active el mecanismo de RMG vy, por lo tanto, la regresion
de CL toma lugar y el ciclo estral tiene una duracién normal. En esta situacion la
pérdida embrionaria pasa desapercibida. En el segundo caso, el embridon activa
el mecanismo de RMG, el tejido luteal se mantiene y el ciclo estral de la oveja se
extiende mas alla de los 20 dias post-celo (Edey, 1967). En este caso, el

aumento del intervalo interestrual es indicativo de ME.

Considerando diferentes condiciones a las que las ovejas estan expuestas y
a las caracteristicas propias de las numerosas razas ovinas, la prevalencia de
ME estarian en un rango de 20 a 30% y ocurren principalmente en los primeros
30 dias de gestacion (Edey, 2013). Existe un porcentaje basal de pérdidas
embrionarias que no pueden atribuirse a una causa particular, que ocurren
normalmente y puede variar de una raza a otra. Esto significa que, si no hay una
causa ambiental o genética aparente, la pérdida embrionaria puede atribuirse a
fallas en el clivaje o en desarrollo embrionario, o alternativamente, a un ambiente

oviductal y/o uterino inadecuado (Edey, 2013).

Por ejemplo, se ha demostrado que la probabilidad de sobrevivencia
embrionaria disminuye conforme aumenta la tasa de ovulacion (Hanrahan, 1994
citado por Diskin y Morris (2008). Dicho de otra manera, a mayor tasa de
ovulaciobn mayor porcentajes de muerte embrionaria. Las causas de ME son
diversas (revisado por Diskin y Morris, 2008; Shah, 2019). Existen causas
infecciosas que alteran el microambiente oviductal y/o uterino que causan la

muerte del embridon. En algunos casos los procesos infecciosos, ademas de
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producir sustancia embriotéxicas, pueden alterar el histotrofo, e incluso, inducir
la liberacion de PGF2a desde el endometrio, lo cual es causal de lutedlisis y
muerte embrionaria (Shah, 2019). En general, las enfermedades inflamatorias
gue afectan otros tejidos diferentes al reproductivo y producen muchos

mediadores inflamatorios pueden causar ME.

Entra las causas no infecciosas se encuentran la causadas por alteraciones
cromosomicas. Entre ellas se encuentran el mosaicismo diploide-multiploide. En
ovejas se llevo a cabo un estudio para estudiar las anormalidades cromosémicas
en embriones producidos in vivo e in vitro. Se encontrd que una mayor proporciéon
de embriones producidos in vitro (65.3%) tenian células multiploides en
comparacion a las producidas in vivo (19.6%). La proporcion de células
poliploides por embrién mixoploide en los embriones producidos in vitro
oscilaban entre el 1,4% y el 30,3%, en contraste con menos del 10% entre los

embriones producidos in vivo (Coppola et al., 2007).

Otra de las causas no infecciosas de ME es la relacionada con el aspecto
nutricional (de Brun et al., 2016; Garcia-Pintos y Menchaca, 2017). En general,
la desnutricion afecta el eje hipotalamo-hipofisis-ovarios lo cual afecta la
eficiencia reproductiva. En estos casos las perdidas embrionarias estan
asociadas a CL subfuncionales que producen concentraciones de P4 menores a
las normales y necesarias para para el establecimiento y mantenimiento de la
prefiez (de Brun et al., 2016; Garcia-Pintos y Menchaca, 2017; Fernandez et al.,
2019).
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CAPITULO Il

3. METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION

3.1.Ubicacién del ensayo

El presente trabajo investigativo se lo realizo en la comunidad Maria

Auxiliadora, en la provincia del Cafar, canton Azogues, parroquia Luis Cordero
(Figura 1), ubicada a 2810 msnm en las coordenadas 2.7332719 — 78.814118.

En el cuadro 1 se muestra informacion adicional que caracterizan la unidad de

produccion donde se realizé la investigacion.

Cuadro 1: Caracteristicas de la unidad de produccion donde se realizd la presente

investigacion.

Propietario Justo Prieto

Ubicacién Provincia del Cafiar -Canton Azogues-Parroquia
Luis Cordero comunidad Maria Auxiliadora

Acceso Vias de segundo orden

Extensién 3706 m2

Sistema Pastoreo

Animales a utilizar 20

Raza Merino

Altitud 2810 msm

Velocidad del viento 5 km/h

Temperatura 14 °C

Latitud y Longuitud

2.7332719 — 78.814118

e

"

Fuente: Propia del autor

.

Figura 8: Ubicacion de la unidad de produccién en la provincia del Cafiar

Fuente: (Google maps, 2020)
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3.2.Materiales utilizados

3.2.1. Biolégicos

e 20 ovejas receptoras.

3.2.2. Fisicos
e Ecografo 1
e Computadora
e Ropa de trabajo
e Materiales de campo (pipetas, jeringas, agujas, campos, camaras

fotograficas, sogas, etc.)

3.2.3. Material de laboratorio
e Equipo de laboratorio (estereoscopio, vernier, placas)
e Instrumental quirdrgico,
e Camilla para cirugia
e Bisturi
e Pizas hemostéticas

e Pinzas porta agujas

3.2.4. Hormonas

e Progestagenos sintéticos (Acetato de medroxiprogesterona)/dispositivos
intravaginales (esponjas)

e Gonadotrofina corionica equina (Novormon)

e Somatotropina Recombinante Bovina. (rBST)

e D- Cloprosteno - Vitaminas (AD3E., complejo B)

e Antiparasitarios (Doramectina, Ektomex)
3.3.Animales y manejo

Se usaron 20 animales mestizos con una condicion corporal de 3 a 3.5 en la
escala del 1 al 5, con abundante lana, y la mayoria con al menos un parto. Las
ovejas fueron desparasitadas, se les administré vitaminas, y se esquilaron. Estas
a su vez recibieron un flushing alimenticio, que consisti6 en un alimento
balanceado a base de maiz, soja, afrecho, melaza, prebioticos y sales minerales,

con un estimado de proteina del 16%.
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La cantidad de alimento suministrada durante la etapa de flushing fue de un
balaceado de la marca comercial Pronaca con la siguiente formulacion, Proteina
cruda (min.) 16.0%, Grasa cruda (min.) 2.5%, Fibra cruda (max.) 15.0%, Ceniza
(méx.) 8.0%, Humedad (méax.) 13.0%. De forma creciente, iniciando con 50
gr/dia/oveja en los primeros 5 dias, llegando a un pico de 500 gr/ dia/oveja en
los 5 dias posteriores, para finalizar disminuyendo la cantidad de alimento hasta
50 gr/dia/oveja en los ultimos 5 dias previo a iniciarse la sincronizacién del celo.
Adicionalmente, los animales pastorearon en potreros de ray grass, trébol y

llantén forrajero.

3.3.1. Seleccion de donantes

Se seleccionaron ovejas que tuvieran por lo menos un parto, para poder
comprobar la fertilidad. Mediante ecografia se verific6 que los animales
estuvieran en optimas condiciones reproductivas, y mediante evaluacion clinica

general que no presentaran lesiones pédales y tuvieran buena salud.

3.3.2. Grupos experimentales

Las ovejas fueron asignadas aleatoriamente a dos grupos experimentales:
“‘A” (n=10), que fueron transferidas con embriones provenientes de donadoras
tratadas con dos dosis de rbST (al inicio y en el dia 14 del protocolo de
superovulacion), y “B” (n=10), recibieron embriones de donadoras no tratadas
con rbST.

3.3.3. Tratamientos de sincronizacién

El chequeo ginecoldgico, determino cual del grupo de receptoras estaba apta
a inducir o sincronizar el celo; tomando muy en cuenta que todos los animales
no responden homogéneamente a los tratamientos, se procedid a sincronizar un
grupo de 10 receptoras para elegir a los animales que mejor respondieron a la

sincronizacion mediante el tamafio y la consistencia del cuerpo luteo.

Una vez sincronizadas las receptoras, segun se indica en el Cuadro 2y 3 se
esperdé que entraran en celo, y se contaron 7 dias para que los animales

estuvieran aptos para recibir el embrion.
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Cuadro 2: Protocolo de sincronizacion de receptoras con rBST

DIA. HORA ACTIVIDAD CANTIDAD OBSERVACION
0 7am  Colocar esponjas 1 Unidad 100mg rBST
14 7am Retiro de esponjas
14 7am eCG 400 UI
14 7am 100mg rBST

15 7am  Deteccion de celos
20 7am  Retiro de agua y comida
21 10am Transferencia de embriones

Cuadro 3: Protocolo de sincronizacién de receptoras sin rBST

DIA. HORA ACTIVIDAD CANTIDAD OBSERVACION
0 7am  Colocar esponjas 1 Unidad
14 7am Retiro de esponjas
14 7am eCG 400 Ul

15 7am  Deteccion de celos
20 7am  Retiro de agua y comida
21 10am Transferencia de embriones

3.3.4. Preparacion de Soluciones de calentamiento y tiempos de
incubacion
e Solucion de Mantenimiento (SM) (10 ml): 8ml de PBS (buffer fosfato

salino) + 2ml de SFB (suero fetal bovino).

e Solucion 0.5 M de Sucrosa (S0.5M) (5ml): 5 ml de SM + 855 mg de

Sucrosa

e Procedimiento: Se realiz6 en una placa con pocillos sobre una platina

térmica a 39°C.

Se atemperaron los medios de calentamiento a 39°C. En una caja de pocillos,
en el pocillo 1 se coloc6 1 ml de S0.5M; en el pocillo 2: 800 ul de S0.5M; en el
pocillo 3: 400 ul de S0.5M + 400 ul de SM; y en el pocillo 4: 800 pl de SM.
Inmediatamente, se retiraron los embriones del NL2 y se colocaron en el pocillo
1 hasta recuperar la estructura. Luego se transfirieron con la menor cantidad
posible de volumen al pocillo 2 y se mantuvieron en este medio durante 5
minutos. Transcurrido este tiempo, se llevaron con volumen minimo al pocillo 3
y mantuvieron por 5 minutos. Por ultimo, se efectué un lavado durante 5 minutos
en el pocillo 4 con SM, para luego ser colocado en medio para empajuelarlos y

proceder a transferirlos.
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3.3.5. Implantacién de embriones

3.3.5.1. Transferencia de embriones por laparoscopia latero—
ventral

Los embriones fueron transferidos por una técnica quirdrgica mediante

laparoscopia ventral, lo cual implico uso de analgesia y sedacion de los animales.

Se realiz6 una tricotomia (corte de pelo en el area, lavado y desinfeccion). Por
otra parte, se procedi6 a inyectar anestesia local (lidocaina al 2%) por infiltracion,
y (xilacina al 2 %) via intramuscular a continuacion, se efectu6 una laparotomia
de 5 a 7 cm de la linea alba hacia lateral y 3 cm por delante de la ubre, se

procedié a incidir con una abertura no mayor a 2 cm.

Se realizaron dos punciones (con trocares) en la cavidad abdominal. La
primera puncién permitio introducir el laparoscopio, mas una valvula para el
insuflador; la segunda, una pinza no traumatica. Esto permitié la manipulacion
adecuada del tracto reproductivo, con el fin de fijar la unién Gtero tubarica. Una
vez fijada se exteriorizo, teniendo en cuenta realizar la transferencia en la parte
mas proxima posible a la unién Gtero-tubdrica. Para realizar esta técnica el
tiempo de descongelacion y colocacion del embrion en el cuerno uterino

ipsilateral al cuerpo luteo fue de 10 a 15 minutos.

3.3.6. Variables de estudio y analisis

3.3.6.1. Criterios deinclusion y agrupamiento

e Ovejas de 1 0 2 partos, sin alteraciones reproductivas y sanas

3.3.6.2. Variable independiente

e Tratamiento o grupo experimental (ovejas transferidas con embriones

provenientes de ovejas donadoras tratadas o no con rbST)

3.3.6.3. Variable dependiente

e Porcentaje de prefiez en ovejas de raza Mestiza.

Los datos se analizaron mediante la prueba de Chi-cuadrado del programa
estadistico SAS (Statical Analysis System). Se establecié como significativo al
valor P < 0.05.
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CAPITULO IV

4. RESULTADOS
4.1.Descripcién de los resultados

De las 20 ovejas transferidas, una de cada grupo experimental no respondié
al tratamiento de sincronizacion (Figura 9). A pesar de ello, cada una fue
transferida con un embrién. En el grupo de ovejas que recibieron embriones
rbST, 5 de 10 ovejas fueron detectadas gestantes a los 30 dias de la
transferencia. En el grupo que recibié embriones producidos sin rbST 3 de las 10

ovejas estaban prefiadas (Figura 10).
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Figura 9: Porcentaje de sincronizaciéon del celo en ovejas receptoras de embriones
producidos in vivo, vitrificados y calentado, producidos en ovejas Pelibuey tratadas o no
con rbST.
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Figura 10: Tasa de prefiez en ovejas receptoras de embriones producidos in
vivo,vitrificados y calentado, producidos en ovejas Pelibuey tratadas o no con rbST
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4.2.Discusioén

En este estudio el 90% de ovejas de cada grupo experimental respondieron
al tratamiento de sincronizacion del celo. Estos valores son buenos y coinciden
con los obtenidos por Garddn et al. (2015), quienes detectaron un 92% de celos
luego de un tratamiento con esponjas intravaginales por 12 dias. En el estudio
citado, sin embargo, la deteccion del estro se llevo a cabo durante varios dias,
mientras que, en el estudio presente, el 90% de las ovejas se fueron identificadas
en celo dentro de las 24 horas de retirada la esponja intravaginal.

En otro experimento, en que se probaron tres protocolos de sincronizacion
del estro (9 dias de permanencia del DIV) en ovejas Pelibuey, en uno de ellos se
aplicé una dosis de 250 mg de rbST dos dias antes del retito del DIV (Sosa-Pérez
et al.,, 2014). Estos autores encontraron que en el grupo tratado con rbST, el
98,3% de las ovejas fueron detectadas en celo, comparado con las no tratadas
con rbST (96,6%) o con un DIV y eCG (96,7%). Este porcentaje es 8 puntos
porcentuales superior al de nuestra investigacion, pero los autores indicaron que
el intervalo entre el retiro del DIV y el inicio del estro fue de 31,9 horas, mientras
gue en nuestro estudio a las 12 horas ya se habian detectado en estro varias
ovejas. Una excelente respuesta de celo en un periodo corto de tiempo es de
gran importancia para garantizar la efectividad de un tratamiento de
sincronizacion, ya sea para la inseminacion artificial o transferencia de

embriones frescos o criopreservados.

La presenta investigacion demostré que las ovejas transferidas con
embriones provenientes de donantes Pelibuey tratadas con 200 mg de rbST, 100
mg aplicados en el dia de inicio y 100 mg en el dia 14 del protocolo de
sincronizacion /superovulacion, tuvieron una tasa de prefiez 20 puntos

porcentuales superior (50%) que las no tratadas con la hormona (30%).

Los valores de prefiez alcanzados en este experimento son inferiores a los
logrados en ovejas transferidas con embriones provenientes de donadoras
tratadas con rbST (Correa-Chavez et al.,, 2014). En ese estudio las ovejas
donadoras fueron tratadas con dos dosis de 0, 50, y 100 mg de rbST al inicio del
protocolo de sincronizacién y al momento de la monta natural controlada. La tasa

de prefiez no vario estadisticamente entre tratamientos y alcanz6 55.5, 70.0 y
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62.5% respectivamente (Correa-Chavez et al., 2014). Sin embargo, hay que
tener en cuenta que en el estudio mencionado se transfirieron dos embriones
frescos (transferencia directa) por hembra receptora. Por el contrario, en nuestro
estudio se transfiri6 un embrién a cada receptora y cada uno de ellos fue

vitrificado/calentado previo a la transferencia.

En otro estudio en que las ovejas fueron tratadas con una dosis de rbST (250
mg por animal) en dia de retiro del DIV las tasas de prefiez fueron de 89y 71%
para el grupo control y tratado, respectivamente, y no varié entre tratamiento
(Camacho et al., 2012). Otro dato importante del estudio citado es que el
porcentaje de ovejas que parieron una cria fue 20 puntos porcentuales mayor en
el grupo control que en el tratado (61 versus 41% respectivamente), mientras
gue las que parieron dos corderos fue 20 puntos porcentuales mayor en el grupo
tratado con rbST que en el control (59 versus 39% respectivamente); en ambos
casos las diferencias no fueron significativas (Camacho et al., 2012). En este
caso hay que destacar que las ovejas no fueron superovuladas y las tasas de
prefiez corresponden a los embriones que se desarrollaron en las hembras luego
de la monta (Camacho et al., 2012). En otro estudio similar al citado previamente
(ovejas sincronizadas no superovuladas) el tratamiento con 125 mg de rbST
cinco dias antes de finalizar el protocolo de sincronizacion no tuvo efecto en la
tasa de paricion y, al igual que en el estudio anterior, las ovejas control tuvieron
mayor proporcion de partos simple que las tratadas con rbST (74.3 versus 43.5%
respectivamente), mientras que las tratadas con la hormona tuvieron un nimero
significativamente mayor de patos multiples en comparacion al control (56.4

versus 25.7% respectivamente) (Carrillo et al., 2007).

En este estudio los embriones producidos luego del tratamiento SOV fueron
vitrificados y conservados en nitrégeno liquido por al menos 6 meses, para luego
ser transferidos. La vitrificacion es un método de criopreservacion ultrarrapido en
el cual las células o tejidos (por ejemplo, ovocitos y embriones) son expuestos a
elevadas concentraciones de crioprotectores, que al enfriarse pasan del estado
liquido al solido sin formacién de cristales de hielo (Celestinos y Gatica, 2002).
Aunque la vitrificacion puede reducir los efectos detrimentales de la formacion
extracelular e intracelular de cristales de hielo en la membrana plasmética y

organelas celulares, los efectos fisicos de esta técnica de criopreservacion
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afecta la capacidad de los embriones ovinos de sobrevivir luego que son
calentados (Papadopoulos et al., 2002). La tasa de prefilez se redujo
significativamente cuando se transfirieron embriones vitrificados con respecto a
los transferidos in vivo (50 versus 90% respectivamente) (Papadopoulos et al.,
2002). El efecto de la vitrificacion fue aun mas evidente con embriones
producidos in vitro, obteniéndose una tasa de prefiez de 54.3 versus 5.0% en
ovejas receptoras transferidas con embriones in vitro frescos y vitrificados

respectivamente (Papadopoulos et al., 2002).

Aunque en este estudio y en los citados previamente las diferencias de las
tasas de prefiez entre las receptoras que recibieron embriones derivados de
donadoras tratadas y no tratadas con rbST pueden haber sido no significativas,
las diferencias numéricas fueron considerables y tienen importancia practica y
economica. El mecanismo a través del cual la rbST puede conferirle al embrion
producido en una hembra tratada con la hormona mayor capacidad de sobrevivir
en el ambiente uterino de una oveja receptora (no tratada con rbST) no se
conoce con exactitud. Lo que es evidente es que las hembras sincronizadas o
sincronizadas/superovuladas tratadas con rbST tuvieron mayor concentracion de
P4 y/o IGF-1, insulina y glucosa (Mejias et al., 2012; Camacho et al., 2012;
Carrera-Chavez et al., 2014; Carrera-Chavez et al., 2016) y mayor expresion de
INFt en los blastocistos mayores que las no tratadas (Mejias et al., 2012). Estas
condiciones endocrinas y una mayor capacidad del embridén para producir INFt
pudiera representar ventajas biolégicas que les brindaron mayor viabilidad y, por
lo tanto, mayor capacidad para sefializar su presencia en el Utero de la receptora.
Esto se puede reflejar en mayor concentracion circulante de P4, que esta

asociada a mayores tasas de prefiez (Lonergan y Forde, 2015).
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4.3.Conclusiones

e Las ovejas transferidas con embriones derivados de donadoras tratadas con
rbST tuvieron una tasa de prefiez de 50%, mientras que las receptoras que
recibieron embriones producidos en hembras no tratadas con la hormona, la
tasa de prefez fue de 30%.

e Aunque esta diferencia fue no significativa, numéricamente es relevante para
una explotacién ovina comercial. Obtener 2 crias mas por cada 10 hembras
transferidas podria tener importantes implicaciones productivas vy

econdmicas.
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4.4.Recomendaciones

e Se recomienda repetir esta investigacibn con un numero
considerablemente mayor de transferencias. De repetirse los resultados

de este estudio esto podria permitir un andlisis estadistico mas robusto.
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XI.  ANEXOS Imagenes
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