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RESUMEN.

El objetivo del estudio fue valorar los efectos en la respuesta ovarica de 12 ovejas
pelibuey mestizas dividas en tres tratamientos con dos repeticiones: T1, FSH-p
epiduralmas eCG; T2, FSH-p via intramuscularmés eCG; T3, eCG via intramuscular.
En los tres tratamientos se colocaron esponjas intravaginales con 50 mg de acetato
de medroxiprogesterona por 15 dias. Al séptimo dia se cambi6 la esponja combinada
con D-cloprostenol en una dosis de 0,23 mg (IM) para medir la respuesta de algunas
variables a la estimulacién ovérica con la aplicacion o no de FSH-p epidural,
cuantificar la cantidad FSH en sangre a las 0, 8, 24, 32 y 48 horas y determinar la
cantidad de foliculosy ovocitos recuperados por ovario. Los niveles plasméaticos de
FSH en sangre, estimulacién ovarica, porcentaje de recuperacion y calidad de
ovocitos fueron similares entre los tratamientos (P = 0.05). Ademas, se hizoun anélisis
de chi-cuadrado de la calidad de ovocitos para conocer si existe efecto alguno entre
cada grupo sin que haya diferencias. Asi, los valores de asociatividad son los
siguientes: entre Ay B; p =0,082; entre Ay C, p=0,731; para Ay D, p= 0,949;, para B
y C, p=0,432; entre B y D, p=0,221; finalmente, para la categoria C y D, p= 0,903. Se
concluye asi que la concentracion plasmatica de FSH y la calidad de ovocitos fueron
similares entre tratamientos; no obstante, en las variables de cantidad de foliculosy

ovocitos recuperados, la aplicacion con FSH-p epidural obtuvo mejores resultados.

Palabras Clave: Superovulacion, ovejas mestizas, FSH epidural, FSH intramuscular.
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ABSTRACT.

The study aimed to assess the effects on ovarian response in 12 Pelibuey
crossbred ewes divided into three treatments with two replicates each: T1, epidural
FSH (Follicle-Stimulating Hormone)-p pluseCG (Equine Chorionic Gonadotropin); T2,
FSH-p via intramuscularinjection (IM) plus eCG; T3, eCG via intramuscular injection.
Intravaginal sponges containing 50 mg of medroxyprogesterone acetate were placed
for 15 days in all three treatments. On the seventh day, the sponge was changed and
combined with D-cloprostenol at a dose of 0.23 mg (IM) to measure the response of
some variables to ovarian stimulation with or withoutthe application of epidural FSH -
p to quantifytheamountof FSH in blood at0, 8, 24, 32,and 48 hours,andto determine
the number of follicles and oocytes recovered per ovary. Blood plasma FSH levels,
ovarian stimulation, percentage of recovery, and oocyte quality were similar between
treatments (P = 0.05). In addition, a chi-square analysis of oocyte quality revealed no
significant differences between groups. Thus, the associativity values are as follows:
between A and B, p =0.082; between A and C, p=0.731; for A and D, p= 0.949; for B
and C, p=0.432; between B and D, p=0.221; finally, for categories C and D, p= 0.903.
In conclusion, the plasma FSH concentration and oocyte quality were similar between
treatments. However, in the number of follicles and oocytes recovered variables, the
application with epidural FSH-p obtained better results.

Keywords: Superovulation, crossbred sheep, epidural FSH, intramuscular FSH.
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Introduccidén

En pequefios rumiantes, asi como en otras especies, las técnicas de
conservacion, superovulacion y transferencia de embriones constituyen actualmente
una herramienta indispensable, ya sea con la finalidad de incrementar las
produccionesganaderas o para la conservacion de recursos genéticos (Lopez, 2004).
Sinduda, la produccion radica sustancialmente en el manejo de lareproduccién ovina,
gue es necesario que sea eficiente y controlada por medio de varios procesos de
sincronizacion como por ejemplo mediante hormonas (Lozano et al., 2012).

El comportamiento reproductivo es el principal indicador atomar en cuentaen todo
establecimiento ganadero, por lo que se torna necesario tener mayor conocimiento
de la fisiologia ovérica, la bioquimica de las gonadotropinas y la capacidad de
manipulacion de la funcion ovérica. De ese modo, los programas de superovulacion

inducida se convierten en una herramienta confiable (B6 y Mapletof, 2020).

El propésito del tratamiento de superovulacién con gonadotropinas es incrementar
el namero de foliculos que se desarrollan hasta la estadia del foliculo preovulatorio
(L6pez, 2004). Asi, durante laadministracion de la hormona foliculoestimulante (cada
12 horas), la poblacion folicular experimenta algunas modificaciones entre las 12y 24
horas post administracién:aumento del niamero de foliculos,incremento de su tamafio
qgue oscila entre 2 mm hasta 5 mm de diametro durante las 12 y 48 horasy alcanzan

el estadio preovulatorio entre las 48 y 60 horas (Gonzalez et al., 2004).

El patron del crecimiento folicular varia segun la formulacién de FSH utilizada y la
dosis administrada. Sin embargo, los foliculos ovulatorios obtenidos como resultado
de los protocolos de superovulacion presentan menortamafio que aquellos de ciclos

naturales (Driancourtet al., 1991).

En todo caso, a nivel mundial se ha normalizado el uso de la hormona foliculo
estimulante FSH por via intramuscular para incitar al crecimiento folicular (Hasler,
2014). Consiste en unagonadotropina aplicadacada 12 horas en unintervalode entre
4y 5 dias debido a que su vida media es de 2 a 5 horas (Martinez et al., 2002). Pero
claro, la necesidad de inyectar dos veces al dia requiere que la atencion del personal
de lagranja sea minuciosay precisa, pues de no realizarse adecuadamente aumenta

la probabilidad de fallas (Alvarez et al., 2010). En este aspecto, vale acotar que el

13



manejo excesivo de los animales les ocasiona estrés y, como respuesta, hay

reduccion del proceso de superovulacion (Guerino etal., 2011).

Una alternativa para evitar el manejo excesivo de los animales es disminuir el
numero de aplicaciones de FSH, pero sin que existan variabilidades en la respuesta
ovarica. Hasta el momento, se ha establecido que unainyeccion de FSH-p adicional
por via intramuscular no aumentaria la produccion de embriones en hembras
superovuladas con unasola inyecciéon subcutanea (Alvarez et al., 2010; Yamamoto
et al., 1994).

Como lo indica Sakaguchi et al. (2022), el tratamiento convencional con FSH
implica realizar multiples inyecciones intramusculares, pero como alternativa es
posible aplicar una dnicainyeccién epidural de FSH porcina (FSH-P) debido a que
logra concentraciones plasmaticas mayores. Asi mismo, se ha descrito el uso de la
hormona gonadotropina coriénica equina (eCG) en varios tratamientos de
sincronizacion de celo e induccion del estro y de la ovulacion. Su administracion es
realizada al final, justo al momento de retirar los dispositivos liberadores de
progestagenos, con el objetivo de incentivar la produccién de FSH y amenorar la
cantidad de LH, lo que a su vez estimula el crecimiento folicular, el reclutamiento de
foliculos pequefios e incrementa la tasa ovulatoria (Abecia et al., 2012; Uribe et al.,
2007). Ademas, de acuerdo con Lépez (2018), la eCG administrada al finalizar un

tratamiento de 7 a 12 dias con progesterona favorece la tasa de prefiez y, por ende,
tiene un efecto notorio en la concepcion.

Por lo expuesto, el objetivo de la presente investigacion es evaluar la FSH
administrada de forma epidural y evidenciar si tiene mejores resultados en la

respuesta superovularia frente a la FSHy eCG administrada de forma intramuscular.
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Objetivos

1.1.

1.2.

Objetivo General

Evaluar la respuesta de la estimulacién ovéaricay calidad de ovocitos con la

aplicacién epidural de FSH-p en ovejas mestizas.

Objetivos Especificos

Cuantificar la cantidad de FSH-p en sangre con la aplicacion o no de FSH-p
epidural.

Evaluarlarespuesta a la estimulacién ovarica en ovejas con la aplicacién o no
de FSH-p epidural.

Determinar el porcentaje de recuperacion de ovocitos con la aplicacion ono de
FSH-p epidural.

Definirla calidad de ovocitos de acuerdo a su clasificacion morfolégica con la
aplicacion ono de FSH-p epidural.

15



MARCO TEORICO.

2.1. Fisiologia del ciclo estral ovino

El ciclo estral es unaserie de eventos hormonales, comportamentales y anatémicos
gue se repiten consecutivamente; en la oveja ocurren entre 16 y 17 dias (Arroyo,
2011). El ciclo consta de 4 fases: proestro, estro, metaestro y diestro (Rodriguez y
Fernandez, 2017).

La actividad reproductiva en las hembras empieza en la pubertad, etapa en la que
se generala capacidad para producir gametos femeninos en forma ciclica (Hanzen et
al., 2000). Segun Malpaux etal. (1997), la estacion reproductiva en la oveja ocurre en

la época de dias corto, y los meses varian de acuerdo con la ubicacién geogréaficay
la raza.

Por otro lado, el estradiol es el encargado de impulsar el ciclo reproductivo en los
mamiferos, mientras que la progesterona actlia como una suerte de embrague y
freno, puestiene la capacidad de modificar la respuesta del sistema neurosecretor de
GnRH al estradiol (Evans et al., 2002). La GnRH patrticipa en la receptibilidad sexual,
y las neuronas de GnRH se extienden durante la fase folicular del ciclo estral para
mantener la receptibilidad en la hembra hasta su ovulacién; ademas, la red neuronal
llevaa cabo los procesos de sincronizacionde lareproduccién. Entonces, laliberacion
de la GnRH en forma pulsétil y la participacién de neurotransmisores, como por
ejemplo el GABA y la dopamina, son esenciales para este mecanismo reproductivo
(Arroyo et al., 2006).

A continuacion, la Figura 1 expone los cambios hormonales en cada etapa del

ciclo sexual.
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Figura 1. Representacion de los cambios hormonales en las diversas fases del ciclo sexual.

Fuente: (Graemen y Thomas, 1990).

2.1.1 Proestro y Estro

El estro es el periodo en el que la oveja esta receptiva al macho por los niveles
altos de estrogenos, aunque ciertamente es menos pronunciado que en la vaca y la
yegua, pues la oveja manifiesta un reducido deseo sexual hacia el macho. En cuanto
a la duracion del estro es alrededor de 24 a 36 horas, y en la mayoria de los casos el

celo se produce durante la noche y la madrugada (Rodriguez y Fernandez, 2017).

Como loindican Barrel etal. (2000), la fase folicular, que tiene lugar en el proestro
y estro, consiste en el crecimiento de los foliculos ovéaricos hasta alcanzar un estado
preovulatorio. Cabe indicar que la concentracion de progesterona es basal, como
resultado de la lisis del cuerpo lateo inducida por la prostaglandina. Ademas, Evans
et al. (2000) enfatizan que la sintesis de estradiol en las células de la granulosa se
incrementa, situacion que ocasiona el aumenta de esta hormona e induce al pico

preovulatorio de LH y, como consecuencia, ocurre la ovulacion.
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2.1.2 Metaestro y Diestro

La fase lutea comprende el metaestro y diestro. El metaestro sucede
inmediatamente después del estro y consiste en que las células de la granulosay la
teca del foliculoroto se multiplican y convierten en células luteinicas (Bartlewski etal.,
1999). En cambio, durante el diestro, el cuerpo liteo madura por completo y crea un
tejido glandular funcional. Aqui, las concentraciones de progesterona son
significativas,de 1nG o mas, y la hormona se libera cuando existe un cuerpo IUteo
maduro y funcional. De ese modo, la progesterona P4 genera un efecto de
retroalimentacion negativo a nivel hipotalamico que inhibelasintesis pulsatilde GnRH
y, por lo tanto, de LH (Jackson y Kuehl, 2002).

2.2 Hipotalamo- Hip6fisis- Ovario

El hipotdlamo es concebido como el principal centro responsable de la actividad
sexual, dado que regulalos estimulosinternosy externos de los 6rganos (Rodriguez,
2015). A nivel hipotalamico se libera la GnRH, que dirige la sintesis de las
gonadotropinas hipofisiarias, la hormona luteinizante (LH) y el foliculo estimulante
(FSH). Vale aclarar que el sistema porta hipotalamo-hipofisiaria es una conexion que
les permite a las sustancias liberadas por el hipotdlamo transportarse directamente

haciala hipéfisis (Alvarez et al., 2021).

Por otro lado, la adenohipdfisis es la responsable de producir las hormonas FSH
y LH que actian de forma directa en las génadas y producen una serie de eventos en
sucesion: crecimiento folicular, maduracion de ovocitos, desarrollo del cuerpo Iateoy
ovulacion. Ademas, mientras que los ovarios producen los estrégenos y la
progesterona, las hormonas esteroideas tienen accion en varios organos blancos,
como trompas de Falopio, vulva, vaginay SNC, en el que se estimulala conducta de

celo (Riznavarreta et al., 2005).

A continuacion, el Cuadro 1 detalla las hormonas principales que actian durante
la reproduccion.

18



Cuadro 1. Hormonas principales presentes en la reproduccion.

Glandula

Hormonas

Hipotalamo

Hormona liberadora de Gonadotropinas (GnRH)

Hormona liberadora de hormona de crecimiento
(GH).

Hormona inhibidora de la hormona de

crecimiento (GNIH).

Hormona liberadora de tirotropina (TRH)

Factor inhibidor de prolactina (PIF)

Hormona liberadora de corticotropina

Hipo6fisis anterior

LH, FSH y Prolactina

Hipo6fisis posterior

Oxitocina

Ovario Estrégenos, progesterona
Utero Inhibina, Activina, Relaxina, Prostaglandinas
Placenta Gonadotropina coriénica humana (hCG).

Gonadotropina coriénica equina (eCG).

Fuente: (Hafez, 1996)
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2.3 Dinamica folicular

La dinamica folicular es el proceso de crecimiento y regresion de los foliculos
antrales para la obtencion de un foliculo preovulatorio (Becaluba, 2007). Consiste en
un proceso que se presenta en forma de ondas;unaonda folicular se caracteriza por

el crecimiento coordinado de un grupo de foliculos (Peter et al., 2009).

Macedo et al. (1992) sostienen que la dinamica folicular en los ovinos recibe una
importante atencidon principalmente por dos razones: mejorar la fertilidad y la
sincronizacion del estro. Asi mismo, Filipiak et al. (2016) expresan que los

tratamientos hormonales para controlar el estro permiten aumentar la cantidad de
foliculos reclutados y favorecen al incremento del diametro maximo.

2.3.1 Reclutamiento Folicular

El reclutamiento folicular hace referencia al proceso de formacion de un grupo de
foliculos en el que uno o varios son seleccionados para la ovulacién (Fortune et al.,
1991). En cada ciclo ovérico es reclutado un conjuntofoliculos primordiales,y en esta
fase los foliculos antrales (de aproximadamente 2 a 5) inician un proceso de
crecimiento y maduracion como respuesta al aumento en la concentracion de FSH,;
sin embargo, se desconoce la razon del porqué algunos foliculos crecen
inmediatamente cuando se forman, mientras que otros permanecen en latencia
(Webb et al., 2003).

2.3.2 Seleccion

En este proceso, uno o mas foliculos son elegidos para convertirse en dominantes,
alcanzan un diametro significativamente superior al de los demas y evitan asi la
atresia (Filipiak et al., 2016). En cambio, otros foliculos se vuelven atrésicos debido a

la interposicion del foliculo mas grande (Colazo y Mapletof, 2014).
2.3.3 Dominancia

El foliculo dominante es el responsable de secretar estradiol e inhibe un nuevo
reclutamiento de foliculos. Incluso, continua en crecimiento en presencia de otras

hormonas capaces de crear un medio adverso para el resto de los foliculos
subordinados que intentan evitar su crecimiento (Tovio y Duica, 2012).
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2.4 Manejo y metodologia de control en la reproduccién ovina

La planificacion reproductiva es un método indispensable en la explotacion ovina
debido a que todos los factores productivos dependen de ella. La prediccion del ciclo
reproductivo permite adelantar la compra de materia prima, esencial para la
alimentacion de los ovinos, asi como la contratacion de mano de obra (de ser
necesario); en general, aporta a llevar un control de gastos e ingresos que es
fundamental en este proceso (Daza, 2002). Ademas, el propdsito es mejorar la
rentabilidad de las explotaciones, pues lograr producciones fuera de la estacion
reproductiva favorece a obtener precios altos en la época de invierno (Hernandez et
al., 2011)

Finalmente, con respecto al manejo reproductivo ovino puede clasificarse de dos
maneras: natural, mediante el efecto provocado por el macho o por el cambio en el

fotoperiodo; inducida, ante el uso farmacolégico de diversas hormonas (Legan y
Karsch, 1980).

2.5 Progesterona

La labor de la progesterona es preparar al endometrio para la implantacion del
embrién, ayudar al mantenimiento de la prefiez y actuar en conjunto con los
estrégenos para permitir el celo conductual (Sorensen, 1982). Un dato importante es
que las concentraciones altas de progesterona estimulan el estro y la oleada

ovulatoriade la hormona LH (Hafez, 1996).

Los métodos de progesteronay sus analogos inciden sobre el ciclo reproductivo
en lafase lutea con lafinalidad de simular la acciéon quetiene la progesterona natural.
En otras palabras, controlar desde la pituitariala secrecion de la hormonaluteinizante
LH (Hansely Convey, 1983).

De acuerdo con Martinez (2017), al final de la década de los cuarenta surgieron
por primera vez los tratamientos para lograr controlar los ciclos reproductivos en los
ovinos. En ese entonces, el proceso consistia en administrar inyecciones
subcutaneas con 10 mg de progesterona diluidas en aceite de maiz por 14 dias.
Ciertamente, hoy en dia existen ya algunos métodos para lograr la sincronizacion del

estro con progesterona como por ejemplo la administracién oral por medio del agua,
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del alimento, por implante subcutaneo, por esponja intravaginal, por distintas vias

subcutadneas o intramusculares en distintas dosis (Gordon, 1983).
2.6 Progestagenos

Los protocolos conformados por progestagenos han sido utilizados ampliamente
para aumentar el rendimiento reproductivo y, a su vez, mejorar la productividad.
Constituyen una herramienta sumamente empleada en programas de mejoramiento
genético, pues permiten manejar la fisiologiareproductiva mediante el control del ciclo
estral, asi como el control de la época de paricion,y pueden ser usados en la época
reproductiva o en anestro (Manes y Ungerfeld, 2015).

En ovinos, las técnicas de sincronizacion de celo utilizan diferentes hormonas,
progestagenos, prostaglandinas y la hormona liberadora de gonadotropina (GnRH)
(Abecia et al.,, 2012). También, las esponjas intravaginales impregnadas con
progestagenos o progesterona son ampliamente utilizadas en hembras ovinas y
caprinas (Giraldo y Serrano, 2023; Manes y Ungerfeld, 2015).

2.7 Prostaglandinas

La prostaglandina es secretada en el endometrio. Tiene accion de luteosis, pero
ademas es encargada de generar contracciones uterinas que favorecen el parto v,
asi mismo, al trasporte de espermatozoides (Toribio, 2013).

Esta hormona y sus analogos sintéticos son estudiados como método de
sincronizacion de celo desde 1970. Su administracion incita la luteosis prematura v,
por consiguiente, la disminuciébn de los niveles de progesterona, pues el
desvanecimiento del feedback negativo conlleva una renovacion de eventos
hormonalesy ovaricos que terminan en un celo ovulatorio (Noguchi etal., 2017).

Generalmente, los tratamientos tradiciones de sincronizacion de celo consisten en
colocar por 12 o 14 dias, en conjunto con eCG, un dispositivo que contiene
progestagenos y que puede o0 no estar en combinacion con una dosis de
prostaglandina (Ungerfeld y Rubianes, 1999). Sin embargo, los nuevos avances del
area reproductiva sugieren reducir el tiempo entre 5 a 6 dias en animales en anestro,
pues evidencian ser igual de efectivos que los métodos tradicionales. Es importante

tomar en cuenta que para lograr que un gran porcentaje de animales respondan al
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tratamiento, es necesario administrar eCG al momento de retirar el dispositivo
(Underfeld y Rubianes, 2002).

2.8 Uso de esponjas intravaginales

Los dispositivos intravaginales con progesterona son ampliamente utilizados
desde la década de los sesenta para lograr sincronizar el ciclo estral en ovejas
(Robinson, 1965). Al momento, se comercializan varias marcas de esponjas
intravaginales impregnadas con progesterona, pero la mas utilizada es
medroxiprogesterona (Olivera, 2011). Ademas, como lo expone Greyling et al. (1994),
los dispositivos intravaginales tienen diferentes concentraciones de progesterona, en
su mayoria 60 mg de acetato de medroxiprogesterona (MAP) o de 30 mg a 40 mg de
acetato fluorogestona (FGA).

Para introducir las esponjas se necesita de un aplicador previamente bien
desinfectado para evitar que microorganismos lleguen hacialavaginay generen una
infeccion; es importante que el hilo quede hacia afuera para facilitar la salida
(Scudamore, 1998; Paz, 1999). En las ovejas, las esponjas son generalmente
retiradas despuésde 12 a 14 dias, y al finalizar se aplicaunainyeccion de eCG para

ayudar al crecimiento de los foliculos y favorecer a la ovulacion (Gonzélez, 2019).
2.9 Gonadotropina coridnica equina

La Gonadotropina se descubrié cuando la sangre de yeguas prefiadas fue capaz
de producirmadurez sexual en ratas inmaduras. Se obtiene del suero de unayegua
en la primera etapa de gestacion,y por su alto contenido de acido sidlico tiene larga
vida, en promedio de 63 horas (Baruselli et al., 2014).

El Gtero equino es el encargado de secretar la gonadotropina placentaria que se
origineen las copas endometriales, formada alrededor de los 40 dias de prefiezy que
permanece hastalos 85 dias. Cabe acotar que en la sangre de las yeguas prefiadas

circulala eCGy no se excreta por medio de la orina (Gapel et al., 2003).

La gonadotropina corionica equina cuenta con subunidades alfay beta que tienen
similitud con FSH Y LH. La dosis de aplicacion intramuscularvaria de 100 Ul a 500
Ul: en corderas, la dosis es de 250 Ul a 300 Ul, mientras que en ovejas adultas es de
350Ul a 500 Ul (Nai, et al., 2009; Perea et al., 2003). No obstante, Lopez et al. (2021)
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indican que 400 Ul de eCG es la dosis que favorece a un mejor comportamiento

reproductivo.
2.10 Gonadotropinas

Las gonadotrofinas formadas por la hormona luteinizante LH, foliculoestimulante
FSHy adenocorticotropina (ACTH) son producidas a nivel hipofisiario y reguladas por

factores hipotalamicos (Potau y Carefio, 2007).

Generalmente, los preparados de gonadotropinas comerciales estan compuestos
en mayor proporcion por la hormona foliculoestimulante FSH; sin embargo, contienen
también en menor cantidad LH, que varia segun los diversos preparados

farmacolégicos (Lindsell et al., 1986).

2.11 Hormonafoliculo estimulante (FSH)

Glicoproteinas producidas y liberadas en la hipdfisis anterior, desde donde se
derraman haciaal torrente sanguineoy alcanzan las gonadas. Tanto la FSH como LH
hormona luteinizante participan en la maduracién gonadal y en la esteroidogénesis
(Albanese et al., 1996). En la hembra, la funcién de la FSH es actuar sobre los
foliculosenlos que estdn ubicados los 6vulos en desarrollo, de tal modo que estimula

su crecimiento; ademas, da inicio ala secrecion de estrégenos (Hernandez, 2016).

Existen varios tipos de gonadotropinas utilizadas para la sincronizacion de celo en
rumiantes, como es el caso de la FSH (B6 y Mapletoft, 2014). Su vida media es corta,
de menos de 5 horas, por lo que se requiere aplicarla cada 12 horas por via
intramusculardurante 3a 4 dias, hechoque produce estrés en los animalesy requiere

de mayor tiempo y personal para realizarlo (Mapletoft et al., 2002).

La FSH debe estar acompafiada de LH en los preparados que se comercializan,
pues se ha demostrado que por si sola no funciona de la mejor manera para generar
una buena respuesta de superovulacion. Pero claro, hay que tomar en cuenta que
unadosis alta de LH no genera efectos adecuados en la produccion nien la calidad
de embriones (Mogollény Burla,2013). Y Con respecto a la dosis de FSH -dosis total-
puede ser dividida en varias aplicaciones:los protocolos generalmente se administran

dos veces en el dia, en la mafianay en la tarde (Jiménez, 2009).
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Vale indicar que en 1978 se describid el proceso de purificacion, denominado
FSH-P, obtenido del extracto de la pituitaria de cerdo. Consiste en varios pasos a
seguir, como las precipitaciones de proteinas, intercambio i6nico, absorcién y
filtraciébn, de manera que el polvo resultante logra una alta potencia biolégica
(Deguettes et al., 2020).

2.12 FSHvia epidural

Existen varias vias de administracion de FSH: intramuscular, subcutanea y
epidural (Mapletoft et al., 2002). Con relacién a esta ultima, el propdsito es que el

farmaco tenga efecto mas intenso y localizado (Castifieiras, 2007).

Al respecto, las soluciones en el espacio epidural se encuentran en un area de
superficie vascular, por lo que existe una condicion idonea para la rapida absorcion
(Olivero et al., 2000). De acuerdo con Sakaguchietal. (2022), las concentracionesde
FSH por via epidural incrementan a partir de 3 horas posterior a su administracion,

con un tiempo de concentracion maxima de alrededor de 5,7 horas.

Simonetti (2008) probo en su estudiounacombinacion de FSHy eCG en unasola
inyeccion y con resultados efectivos. Por su parte, la investigacion de Sakaguchi et
al. (2018) evidencio que la administracion epidural tiene resultados similares a la
aplicaciéon de FSH por medio del protocolo tradicional intramuscular, por lo que
aplicarla por via epidural favorece sobre todo cuando las inyecciones realizadas dos
veces por dia son estresantes para los animales y/o en los casos que el profesional

no esté disponible.
2.13 Superovulacion

La superovulacion consiste en el incremento del nimero de ovulaciones propias
de la especie, inducido por la administracién de gonadotropinas de procedencia
exogenas (Lopez et al., 2004). El objetivo es obtener una gran cantidad de 6vulos
fertilizados de calidad transferible y aumentar la probabilidad de que ocurra la

gestacion (Mogollén y Burla, 2013).

Los protocolos de superovulacion son sumamente utilizados con el objetivo de
aumentar la progenie y generar la difusion de la genética del animal seleccionado
(Ammoun et al., 2006). Segun el estudio de Aké et al. (2003), la mayor parte de los
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protocolos de reproduccion asistida, superovulacion y recogida de embriones en
ovejas utilizan con frecuencia dosis de FSH junto con esponjas intravaginales
impregnadas de progestagenos. Es asi cada vez mas frecuente el uso de la hormona
foliculoestimulante de origen porcino para el procedimiento de superovulacién en
ovejas donadoras con una administracion de 180 mg a 200 mg. No obstante,
Reséndiz et al. (2022) evaluaron las dosis de 140 mg y 180mg, y los resultados no

arrojaron diferencias significativas ni en latasa de superovulaciéon ni en el numero de
embriones.

La respuesta del tratamiento es satisfactoria cuando se producen mas de dos
ovulaciones, que pueden incluso ser hasta 40. Ademas, por lo general, en la
superovulacién cerca de seis embriones son realmente utilizables (Jiménez, 2009).
En ese sentido, segun Lonegro et al. (2016), el éxito para la transferencia de
embriones depende en gran parte de la cantidad de ovocitos recuperados tras la

estimulacion ovarica.
2.14 Coleccién de ovocitos

Conseguir la recuperacion eficiente de los COCs (complejos cumulos oocyte)
ayudaa que el programa de produccion de embriones sea eficiente, debido a que es
necesario un namero alto de ovocitos de buena calidad para garantizar una correcta
produccion de embriones, pues apenas el 30% se convierte en blastocitos (Lonergan
y Fair, 2014).

Hace ya varias décadas, la puncion y aspiracion de foliculos ovéaricos han sido
ampliamente empleadas para la recuperacion de ovocitos (Kharchey Birade, 2013).
Al respecto, la fertilizacion in vitro es unatécnica que permite producir embriones
manipulados genéticamente para posteriormente ser transferidos; los métodos para
la obtencién de ovocitos son la aspiracidén por laparoscopia y laparotomia (Quispe et
al., 2018).

Se ha descrito también que la calidad de los ovocitos esta relacionada con el
método de obtencion.Por ejemplo, larecuperacion esdel 32% al 90% en la aspiracion

folicular, método sumamente ideal, viable y econdmico (Rao y Mahesh, 2012).
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2.14.1 Clasificacion de ovocitos

El propésito de clasificar a los ovocitos es distinguiraquellos con mayor capacidad
de desarrollo para asi producir gestaciones a término y conseguir nacimientos.
Generalmente, implica realizar una evaluacion morfologica de las estructuras con la
finalidad de seleccionar los ovocitos para maduracién; en el proceso se evalla la
calidad del citoplasma y las células de cumulus, que hace referencia al nimero de
capas (Martinez, 2013).

El cumulus se constituye por células con una matriz extracelular adyacente. Su
funcién es rodear al ovocito durante el crecimiento y maduracién meiotica, es deciren
la ovulacion, fertilizacion y desarrollo embrionario temprano. Ademas, las células
cambian su actividad metabdlica y su morfologia durante la maduracién meidtica del

ovocito (Nevoral et al., 2014).

Unamanera para evaluar la maduracion de los ovocitos es mediante la expansion
de las células de cumulus. En el complejo de cumulus ovocitos, posterior al pico de
gonadotropinas,empieza unadiferenciacién de la matriz extracelular (EMC) conocida
como expansion de cumulus, donde se produce una gran cantidad de &cido
hialurénico, proteinas y proteoglicanos. Cabe destacar la importancia que tiene para
la ovulacion el contar con una composicion apropiaday una adecuada formacion de
EMC del cumulus (Kharche y Birade, 2013).

Por otro lado, se ha evaluado la expansion de las células de cumulus como
indicador morfolégico en la maduracion de los ovocitos. De ese modo, ha sido posible
establecer una clasificacion de acuerdo con su grado de expansion: desde grado 1 a

grado 4 (Acosta, 2021). Para mejor comprension,la Figura 2 detallacada unode ellos.
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COC Grado I: Gran potencial de desarrollo embrionario, cubierto por 4 o
mas capas de células del cumulus adheridas a |a zona pelticida, ooplasma
oscuro, finamente granulado y homogéneo.

COC Grado II: Con 3-5 capas de células del cumulus, con ooplasma
totalmente granulado y oscuro, el 40% de estos comienzan el clivaje después
de la fertilizacion y el 8% desarrollan embriones.

COC Grado llI: Desnudos, con 1-2 capas de células del cumulus, citoplasma
granulado irregular y vacuolado, el 38% desarrolla clivaje y <1% se desarrolla
hasta blastocisto.

COC Grado IV: Son aquellos ovocitos desnudos y/o con citoplasma
heterogéneo.

Figura 2. Clasificacion de los ovocitos de acuerdo ala morfologia de sus estructuras.

Fuente: (Tribuloy Tribulo, 2021).
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METODOLOGIA.
3.1 Ubicacioén

La investigacion se desarrollé en Azuay, en el cantdon Cuenca, especificamente
en la Facultad de Ciencias Agropecuarias de la Universidad Catélica de Cuenca
ubicada en la Panamericana Norte Km 2%. La ciudad esta ubicada a 2.538 m
s.n.m., con una temperatura que oscila entre 14 °C y 18 °C y una pluviosidad

promedio de 96 milimetros (Fundacién Turismo Cuenca, s.f.).

~ ™

e 'Facultad de Veterinaria
- =
y/Agronomia: .o =

ad Aﬁi.\/_ersidad Catolica
ultad de Agronomia

Imagen 1. Universidad catélica de Cuenca.

Fuente: (Google, s.f.).

3.2 Materiales

1) Materiales Biolégicos

. Ovinos de raza criolla

. FSHp

J eCG

o D-cloprostenol

o Esponjas intravaginales con medroxiprogesterona
o Agua
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Balanceado

Forraje

2) Materiales fisicos

. Libreta

. Marcador

. Esferos

. Mandil

J Guantes

. Overol

. Mascarillas

. Laparoscopio

3) Materiales Quimicos y de laboratorio

. Reactivos

J Tubos vacutaner
. Microscopio

. Platina térmica

. Pipetas

J Puntas

33 Tratamientos

T1. Esponjas intravaginales con 50 mg de medroxiprogesterona y D-cloprostenal
en dosis de 0,23 mg via intramuscular, mas FSH-p via epidural en dosis de 100 mg
en combinacion con 300 Ul eCG (IM).

T2. Esponjas intravaginales con 50 mg de medroxiprogesterona y D-cloprostenal
en dosis de 0,23 mg via intramuscular, mas FSH-p en dosis de 100 mg (IM) en
combinacién con 300 Ul eCG (IM).
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T3. Esponjas intravaginales con 50 mg de medroxiprogesterona y una dosis de

0,23mg D-cloprostenol (IM) méas 300 Ul eCG via intramuscular.
3.4 Diseio experimental

El estudio fue experimental-descriptivo con el fin aplicar tres tratamientos a 12

ovejas: cuatro ovejas por tratamiento en dos repeticiones.

3.4.1. Variables experimentales

3.4.1.1. Variables dependientes
Niveles plasmaticos de FSH en sangre
Estimulacion ovarica
Calidad de ovocitos

3.4.1.2. Variables independientes
FSHp Epidural

3.4.2. Identificacion de las ovejas
La investigacién tuvo duracién de 2 meses. El sorteo de las unidades
experimentales fue aleatorio por medio del que se escogieron 12 ovejas al azar
que cumplieron con los siguientes parametros productivos: de 1 a 3 afios de edad,
con al menos un parto y maximo tres y una condicion corporal de entre 2,5y 3,5.

En todos los casos, el régimen alimenticio fue pastoreo racional y balanceado (dos
raciones diarias) para cubrir las necesidades nutricionales de los animales.
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3.4.3. Descripcion de los tratamientos

Todas las ovejas fueron sometidas a un protocolo de estimulacion ovarica. Para
el tratamiento 1 se colocaron esponjas intravaginales con 50 mg de acetato de
medroxiprogesterona. Al séptimo dia se administr6 D-cloprostenol en una dosis de
0,23 mg (IM) y al dia 13 fueron aplicados 100mg de FSH por via epidural en dos dosis
de 50 mg alas 7h00y a las 18h00, respectivamente, combinadas con 300Ul de eCG
intramuscular.

Con respecto al tratamiento 2 se colocaron esponjas intravaginales con 50 mg de
acetato de medroxiprogesterona. Al séptimo dia se aplicé D-cloprostenol (0,23 mg
[IM]) y al dia 13 fueron suministrados 100mg de FSH por via intramuscular en dos
dosis de 50 mg a las 7h00 y 18h00, respectivamente, mas 300Ul de ECG (IM).

Finalmente, al dia 15 se realizo la colecta y el retird del implante de progesterona.

Por ultimo, en el tratamiento 3 también fueron instauradas las esponjas
intravaginales con 50 mg de acetato de medroxiprogesterona y aplicado D-
cloprostenol (0,23 mg [IM]). Pero en el dia 13 se colocaron solo 300Ul de ECG

intramuscular.

3.4.4. Tomade muestras sanguineas

Las muestras de sangre fueron tomadas los dias 13, 14 y 15 mediante puncion
de la venayugular. El volumen fue de 10 ml por animal, y la sangre fue colocada en
tubos tapa roja debidamente rotulados de acuerdo con el nimerode arete de la oveja.
Por cada animal se tomaron cinco muestras, recogidas a las 7h00y 17h00, para medir
la cantidad de FSH en plasma; las muestras se evaluaron en el laboratorio clinico JJ
Paz.

3.4.5. Aspiracion folicular

La aspiracion folicular tuvo lugar al dia 15 por laparoscopia exploratoria para
verificar si las ovejas respondieron al tratamiento. Al corroborarse la presencia de
foliculos en los ovarios, se efectu6 unalaparotomia media ventral, para la que fue

necesario someter a los animales a un ayuno de solidos por 24 horasy de liquidos
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por 12 horas previo a la intervencion quirdrgica; ademas, se depil6 y desinfecto

toda la zona abdominal baja una hora antes de ingresar al quiréfano.

El proceso de sedacion siguio el siguiente protocolo: Xilacina de 0,2-0,6 mg/kg,
propofol 4mg/kg més lidocaina como anestésico local en la zona media; se incidi6
asi por lalinea alba hastaingresara la cavidad abdominal y ubicar los ovarios. Una
vez estabilizados los ovarios, empez6 la aspiracién con una bomba de vacio para
aspiracion folicular calibrada a 50 mm de mercurio.

Con relacién a la medicion de la concentracion de las hormonas en sangre fue
realizada en distintos periodos de tiempo: 0, 8, 16, 24, 32, 40y 48 horas. Al analizar
las variaciones entre los tratamientos para evaluar el porcentaje de ovocitos
recuperados, se hizo unarelacion con los foliculos totales y una cuantificacion de
foliculos por ovario. Finalmente, se evaluaron los ovocitos de acuerdo con su
morfologia mediante unalupa estereomicroscopica en funcién de dos parametros:

la calidad del citoplasma y las células de cumulus (nimero de capas).

3.5. Andlisis estadisticos

Las comparaciones entre las variables dependientes de cada tratamiento se
realizaron mediante la prueba de T student (p<0,05) en Excel. Asi mismo, la prueba
de chi cuadrado fue empleada para hacer una asociacién entre categorias y un
analisis de la relacion con el fin de determinar si existen o no diferencias estadisticas

entre los tratamientos.
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El Cuadro 2 detalla las concentraciones plasmaticas y la Figura 3 indica la

RESULTADOS.

concentracion de las hormonas en sangre.

Cuadro 2. Concentracion plasméatica de las hormonas en los distintos tratamientos.

Tratamiento 0 horas 8 horas 24 horas 32 horas 48 horas
mul/ml muUl/ml | muUl/ml mul/ml mul/ml

FSH Muscular 0,17 0,20 0,50 0,19 0,19

FSH Epidural 0,18 0,45 0,58 0,18 0,18

ecG 0,42 0,88 0,19 0,18 0,17

Como puedes observarse, existen varias concentraciones plasmaticas en
distintas horas tanto en las hormonas FSH por via intramuscular y epidural y en la
ecG intramuscular.

0,88

Concentracidn

0,17

0 8 16 24 32 40

Horas

e FSH Muscular+ecG ecG

FSH Epidural+ecG

Figura 3. Variacion de la concentracidon de las hormonas recetadas en sangre en diferentes periodos

de tiempo.
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Asi mismo, es posible visualizar que el pico maximo de concentracion de las
hormonas ocurre en diferentes horas: la ecG lo alcanza con 0,88 mUI/ml a las 8
horas; la FSH epidural lo logra con 0,58 mUl/ml a las 24 horas; la FSH muscular
también lo consigue a las 24 horas, pero con 0,50 mUl/ml. Cabe destacar que la
curvade ecG disminuye drasticamente desde el pico hastanivelesinferioresa 0,20
mUIl/ml a partir de las 24 horas, mientras que FSH musculary FSH epidural
evidencian un crecimiento paulatino desde las 0 horas hasta las 24 horas y un
descenso gradual hastalas 32 horas a valores inferiores a 0,20 mUl/ml.

A continuacion, el Cuadro 3 y Cuadro 4 muestran la varianza entre los

tratamientos y las horas.

Cuadro.3 Andlisis de varianza entre los tratamientos y horas.

Analisis
Source DAdjjs AdjjMS F- Value P-Value
Tratamiento 20,1444 0,07220 0,46 0,632
Hora 41,0573 0,26432 1,70 0,165
Error 538,2623 0,15589

Cuadro 4. Analisis de varianza en las distintas horas de los tratamientos.

Hora

0 -0,052 0,102 -0,51 0,612 1,60
8 0,200 0,102 1,96 0,055 1,60
24 0,111 0,102 1,08 0,283 1,60
32 -0,129 0,102 -126 0,212 1,60

El analisis de varianza determina que los tratamientos no tienen diferencias
significativas (p=0,632) ni tampoco las horas (p=0,165). Ademas, al hacer una

evaluaciéon multiparamétrica entre los tratamientos y las horas, la interaccién
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determin6 que no existen diferencias estadisticas a las 0 horas (p= 0,612), a las 8
horas (p= 0,055), a las 24 horas (p= 0,283) y a las 32 horas (p=0,212.) Por ende, las
variaciones de las hormonas no son significativas.

En cuanto a la cantidad de foliculos recuperados, el Cuadro 5 expone los datos.

Cuadro 5. Cantidad de foliculos recuperados por ovario.

Ovario Izquierdo Ovario Derecho
FSH Muscular 21 20
FSH Epidural 34 29
ecG 20 22
0,815

Al hacer un anélisis de asociacion entre foliculos recuperados en el ovario
izquierdoy derecho, pudo determinarse por medio de la pruebachi cuadrado que
no existe diferencias (p=0,8159). La relacion entre el porcentaje de recuperacion y

los foliculos totales lo expone la Figura 4.

100% 94% 18,00
90% 88%
0 799% 17,00 p— 16,00
80% — 14,00
c 70% ] 12,00 &
S 12,79 . -
o
c 7 11,25 10,00 ©
S 50% 2
3 8,00 =
2 40% 5
X 30% 600 o
20% 4,00
10% 2,00
0% 0,00
FSH Muscular FSH Epidural eCG

Figura 4. Relacion entre el porcentaje de recuperacidon de ovocitos y foliculos totales.

Como lo detalla la Figura 4, el tratamiento con FSH epidural tuvo mayor namero
de foliculos totales (17) y mas porcentaje de recuperacion con el 94% (P + 0,5). En

cambio, el FSH muscular tuvo una recuperacion de 79% (P = 0,5) con 12.75
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foliculos totales. Finalmente, el ecG logré una recuperacién de 88% (P + 0,5) y
11.25 foliculos totales.

El andlisisde varianza para el porcentaje de recuperacion de ovocitos en los tres
tratamientos arrojo un valor p = 0,102. Por ende, no existen diferencias estadisticas

frente a los foliculos totales, cuyo valor fue de p = 0,235.

En cuanto a la calidad de ovocitos, la Figura5 expone los resultados.

25
20
15
10
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B FSH Muscular+ecG FSH EpiduraltecG EBeCG

Figura 5. Calidad de los ovocitos por tratamiento.

La calidad de los ovocitos se llevd a cabo mediante un anélisis de chi cuadrado:
el grado 1 esté representado por A, (excelente calidad), el grado 2 es B, el grado 3
se representa con C y el grado 4 es D, que implica una mala calidad del ovocito.

Los ovocitos de excelente calidad se encuentran en el tercer tratamiento con
ecG., mientras que los ovocitos de grado 2 (B) se localizan en el tratamiento 1 con
FSH epidural. Con respecto al grado 3 (C), los tres tratamientos fueron iguales. Por
altimo, el grado 4 (D) lo alcanzé eCG seguido de FSH muscular; es decir, en eCG
existe unadivisién similar entre ovocitos de excelente calidad y de peor calidad. A
continuacion, el Cuadro 6 indica la asociacion de la calidad de ovocitos.

Cuadro 6. Calidad de ovocitos entre asociacion de categorias.
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AB

AC

AD

BC

BD

CD

0,082
0,731
0,949
0,432
0,221

0,903

Para determinar las diferencias estadisticas entre categorias, se realizé un
analisis de chi cuadrado de tal modo que sea posible corroborar si hay efecto entre
cada unode los grupos sin que existan diferencias entre ellos. En ese sentido, los
valores de asociatividad fueron los siguientes: entre Ay B, p =0,082; entre Ay C,

p=0,731; entre Ay D, p=0,949; entre By C, p=0,432; entre By D, p=0,221; entre

CyD, p=0,903.
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DISCUSION

Los hallazgos demostraron que no hubo diferencias significativas en la
concentracion plasmatica entre los tratamientos de FSH via epidural e
intramuscular, pero si variaciones en la concentraciéon plasméatica en las distintas
horas; el pico maximo de esta hormona en ambos tratamientos se alcanz0 a las 24
horas. Las variaciones de las concentraciones séricas de FSH son similares a las
encontradas por Bartlewki et al. (2009) a las 8 horas (r = 0,72,p < 0,05), 16 horas
(r=0,63,p<0,05)y 64 horas (r=0,84,p <0,01). Sin embargo, el pico de FSH fue
diferente a lo reportado por Ammountet al. (2006), cuya maxima concentracion se
alcanzd alas 4 horas (1,84 0,27 ng/ml); cabe recalcar que la dosis fue diferente, al
igual que lasrazas de ovejas.

Por otro lado, la investigacion de Lunaet al. (2019) evaluélos tratamientos con
FSHa 200 mg y FSH a 200 mg mas ecG 300 Ul. Los resultados revelaron que las
ovejas con FSH + eCG tenian mayor numero de ovocitos recuperados (4.7 £ 0.7)
frente a lasdemas (1.1 + 0.8). Por su parte, en el presente estudio, la recuperacion
de ovocitos fue mayor para el tratamiento de FSH epidural mas ecG con 94% (P £
0.5), resultado que guardan relacién con la investigacion expuesta. Por ende, la
combinacion FSH + ecG resultaria favorable para mejorar ciertos parametros en la
superovulacion. Ello concuerda también con Leoni et al. (2001), quienes indican
gue este tratamiento puede aumentar la respuesta ovarica en comparacion con
FSH sola.

Por otra parte, en este estudio, el tratamiento con FSH epidural tuvo mayor
numero de foliculos totales, con 17%, y el mayor porcentaje de recuperacion con
94% (P = 0,5). Los datos son congruentes con lo informado por Ibrahimy Al-Mola
(2010), quienes sostienen que FSH + ecG, en comparacion con ecG, permite
mayor cantidad de foliculos. Pero ello no concuerda con lo reportado por Simonetti
et al. (2008), cuyo estudio obtuvo resultados similares entre FSH solay combinada

con eCG.

Por su parte, La investigacién de Braganca et al. (2018) implementé protocolos
de estimulacion ovarica con FSH sola y FSH méas 300 Ul de ecG a dosis de 80 mg
y de 120 mg. Al evaluar la poblacion foliculary el estado molecular de los COCs,

se concluy6 que 80 mg son suficientes para logar el desarrollo de mdultiples
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foliculos; sin embargo, FSH + ecG es mas apropiado para conseguir ovocitos de
mejor calidad. En este caso, los resultados no coinciden con la presente
investigacion, pues la calidad de ovocitos fue similaren los tres tratamientos.

Finalmente, Bragancaet al. (2021) evaluaron el papel de la progesterona (P4)
a 0,33mg y de la medroxiprogesterona (MAP) a 60 mg sobre el estado molecular
de los cumulus oocyte inmaduros para la calidad ovocitaria. Evidenciaron asi que
la expresion genética estuvo alterada por los progestagenos exdgenos; sin
embargo, los marcadores de calidad ovocitaria fue mejor para P4. En el caso del
presente estudio, se desconoce si la calidad estuvo influenciada por el uso de

progestagenos en los tratamientos.
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CONCLUSION

Los tres protocolos de estimulacién ovéarica obtuvieron resultados similares en
cantidad de foliculos, concentracion plasmatica en la hormona FSH, recuperacién
y calidad de ovocitos. Sin embargo, el tratamiento con FSH epidural tuvo mayor
numerode foliculos totales, con 17%, y mayor porcentaje de recuperacion con 94%
(p £0,5).

Ademas, en el tratamiento de eCG existe unadivision similar entre ovocitos de
excelente calidad y menor calidad. Es importante recalcar que no fue posible
conocer si la calidad ovocitaria estuvo alterada por el uso de progestagenos, por lo
gue es necesario realizar nuevos estudios para evaluar ese aspecto.
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RECOMENDACIONES

La investigacion estuvo enfocada en evaluar si el tratamiento con FSH epidural
mas eCG podria remplazarse con la administracion de FSH intramuscular, y al
mismo tiempo medir el uso de ecG en los siguientes parametros: cantidad de
foliculos, concentracion plasméatica en lahormona FSH, recuperacién y calidad de
ovocitos. A pesar de que los tratamientos fueron similares entre si, la FSH epidural

obtuvo mejores resultados en el porcentaje de recuperacion de ovocitos, asi como
de foliculos totales por ovario.

Entonces, en las proximas investigaciones se recomienda profundizar los
estudios con dosis inferiores o decrecientes de FSH, asi como evaluar si la calidad
ovocitaria se ve alterada por el uso de progestagenos como medroxiprogesterona
y D-cloprostenaol.
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Imagen 3: Alimentacion
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Imagen 5: Introduccion de implante.

56



Imagen 7: Conteo de foliculos
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Imagen 9: Examenes de laboratorio
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Imagen 10: Administracién de Cloprostenol
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