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1 INTRODUCCION

El uso de la seleccion (ya sea directa o indirecta) y cruzamientos, con
objetivos de mejorar caracteristicas productivas sigue siendo lo mas corriente
en términos de mejora genética. Para lograr que ésta sea mas eficiente resulta
imprescindible apostar a mejorar las técnicas reproductivas actuales, en su
defecto es imposible mantener cualquier programa de mejoramiento.

Tradicionalmente, puede ser mejorado genéticamente un animal
mediante el uso de cruzamientos a partir de la monta natural, esta técnica
requiere de mucho tiempo para lograr un numero representativo de
descendencia que permita continuar con el proceso de mejora. Luego, la
inseminacion artificial, si bien logra un uso mas eficiente del carnero
seleccionado, igualmente se necesita mucho tiempo para obtener una progenie
numerosa y homogénea de un mismo par de progenitores previamente
seleccionados considerados “mejores”. El uso de la innovadora técnica de
inseminacion intrauterina utilizando semen congelado mejora la eficiencia en
términos de mejora genética ya que es mayor el numero de hembras a
inseminar y otorga la posibilidad de utilizar genética de calidad incluso luego de
la muerte del carnero donante.

Actualmente existen técnicas biotecnoloégicas a nivel reproductivo. La
biotecnologia reproductiva incluye las técnicas “In vitro”, la manipulacién
genética, asi como la multiovulacién y transferencia de embriones. Esta ultima
utiliza en forma simultanea ambos progenitores genéticamente superiores lo que
implica avanzar mas rapidamente que los métodos de inseminacion artificial ya
sea por via cervical como intrauterina, obteniendo un mayor progreso genético
anual, al disminuir el intervalo generacional y aumentar notablemente el diferencial
de seleccidn, en consecuencia, se ejerce mayor intensidad de seleccién y por
ende, se obtiene una descendencia altamente superior en términos genéticos asi
como en numero de individuos.

No obstante, la técnica de congelacion de embriones y su transferencia
hacen posible el traslado de embriones desde un lugar a otro, transferirlos a
cualquier raza y obtener un gran numero de corderos puros de la raza elegida
como dadora. Asimismo, el riesgo de transmision de enfermedades es minimo,
se hace factible cambiar una raza por otra rapidamente y las crias no necesitan
ningun periodo de adaptacion al ambiente en que nazcan ya que la gestacion
ocurre en el vientre del animal local y por ende éste ultimo transmitira las
caracteristicas adaptativas de su lugar de origen.

El presente trabajo intenta determinar un tratamiento de superovulacion
que le permita al productor o institucion obtener un numero considerable de
embriones de elevada genética, que implique un protocolo de sencilla



implementacion y que sea viable en términos econdmicos. Este tipo de
tratamientos se aplican en general en razas prolificas con el fin de asegurar una
mayor respuesta. Dentro de las razas prolificas, se utilizaron animales
Corriedale portadores del gen Booroola dado que es facilmente factible
introducir el gen que otorga la caracteristica de alta prolificidad a la raza
mayoritaria de nuestro pais (Corriedale) la que representa mas del 50% del
stock actual ovino, sin variar el trasfondo genético de la misma.



2 REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1 CICLO ESTRAL

El ciclo estral es definido como el periodo entre dos celos o estros, es
decir, entre los momentos en que la hembra acepta la monta del macho, y es
caracterizado por importantes cambios morfoloégicos y de comportamiento,
interconectados a una dinamica neuro-enddcrina (Fernandez Abella, 1993). En
ovinos, las hembras son policiclicas estacionales, ya que mantienen sucesivos
ciclos durante un determinado periodo del ano (dia corto), el cual es variable
segun la raza (Senger, 2003). La duracién de dicho periodo es de 17 + 2 dias,
aunque si bien la mayoria de las ovejas presenta un periodo dentro de dicho
rango, Senger (2003) indica que existieran hembras con ciclos de 13 dias. De
acuerdo a lo anterior, el ciclo estral se divide en cuatro diferentes etapas donde
suceden cambios morfologicos y funcionales del eje hipotalamo-hipéfisis-gonadal
y del tracto reproductivo, los cuales suceden tanto a nivel del endometrio, cuernos
uterinos y oviducto, cérvix, y también en términos microscopicos (Fernandez
Abella, 1993). La ciclicidad puede cesar (anestro) si existen condiciones
ambientales estresantes o desnutricion, o bien en presencia de ciertas
enfermedades en el tracto reproductivo, infeccidon uterina o momificaciéon fetal
(Senger, 2003).

Las etapas del ciclo estral se agrupan en diferentes fases: la folicular y la
luteal. Dentro de la primera se incluyen las etapas de proestro y estro, mientras
que el metaestro y diestro componen la fase luteal (Fernandez Abella, 1993),
siendo la duracion aproximada de cada una de: 2, 15 2 y 12 dias
respectivamente, aunque, se vera mas adelante que éstos son diferentes segun
los distintos autores.

Figura No. 1. Ovario y sus estructuras segun la etapa de desarrollo.

Foliculo Antral (dominante)

Foliculo

S ovulando

Cuerpo
Luteo

Foliculo
Terciario

Foliculo
Secundiario

Foliculo
Primario

Cuerpo
Albicans

Foliculo
Primordial

Fuente: Senger (2004).



El sistema enddcrino y el sistema nervioso funcionan para iniciar, coordinar
y regular las funciones del sistema reproductor, el primero utiliza mensajeros
quimicos u hormonas para regular procesos corporales lentos, como el
crecimiento y la reproduccion, mientras que el segundo lo hace a través de
impulsos nerviosos eléctricos rapidos (Hafez y Hafez, 2002). Contrariamente a las
rapidas respuestas del sistema nervioso, las del sistema hormonal son lentas,
pues las sustancias elaboradas por células especializadas tienen un lugar preciso
del cuerpo donde deben ser transportadas (6rganos blancos o efectores)
(Fernandez Abella, 1993).

Cada componente del eje hipotalamo-hipdfisis-gonadal cumple funciones
fundamentales en la regulacion del ciclo estral, como también lo hacen los ovarios
y utero del animal, siempre respondiendo a la variacion de factores externos
(abidticos, como el fotoperiodo) e internos (bidticos, como las hormonas),
utilizando de manera importante mecanismos moduladores de retroalimentacién o
feedback, reflejos neuroendocrinos y de control inmunoendocrino (Hafez y Hafez,
2002). Todos los componentes del sistema reproductivo y del eje hipotalamo-
hipofisis-gonadal estan intimamente relacionados por las hormonas que se
producen en cada uno de sus componentes (Cavestany y Duran del Campo,
1993).

Las hormonas actuan en tres "circuitos"; largo, corto y ultracorto. El circuito
largo consiste en la retroaccion de las hormonas ovaricas a nivel del hipotalamo e
hipdfisis, y reciprocamente por accion de hormonas hipofisarias en el ovario. El
circuito corto consta de la accion de las hormonas hipofisarias en el hipotalamo, y
el ultracorto son las hormonas ovaricas que actuan en el mismo 6rgano que las
produce. Otro circuito corto seria el de la PGFy,, producida en el utero que ejerce
su accion en el ovario. A través de estos circuitos las hormonas regularian su
propia tasa de liberacion (Cavestany y Duran del Campo, 1993).

La progesterona es la hormona que gobierna el ciclo; su presencia impide
una nueva ovulacion alterando la tonicidad y niveles de las hormonas
gonadotropicas. Por lo tanto, la formacion y regresion del cuerpo luteo son
momentos claves en la fertilidad y duracion de los ciclos (Fernandez Abella,
1993).



A continuacion se presenta un cuadro sefalando el origen, su estructura y
funciones principales de las hormonas reproductivas de mayor importancia.

Cuadro No 1. Principales hormonas reproductivas.

Nombre

Origen y estructura

Funcion principal

Liberadora de
gonadotropina

Hipotalamo basal
medio. Decapéptido.

Estimula la liberacion ténica y oleada
preovulatoria de FSH y LH

(GnRH)
Hipotalamo y ovario, se Induce contracciones uterinas, la descarga de
o almacena en la o
Oxitocina P la leche y facilita el transporte de gametos.
neurohipdfisis. . Iy i
. Induce liberacion de PGF,, en el endometrio.
Proteina.
. Glandula pineal. Estimula el inicio de la época reproductiva
Melatonina : " ;
Amina. (estacion de cria).
F.OI'CUIO Adenohipdfisis. Estimula el crecimiento folicular (hembra) y
estimulante . -
(FSH) Glucoproteina. espermatogénesis (macho).

Luteinizante Adenohipdfisis. Estimula ovulacion y luteinizacién de foliculos
(LH) Glucoproteina ovaricos.
Adenohiodfisis Promueve la lactancia y la conducta maternal.
Prolactina (PRL) b ' Mantiene el cuerpo luteo (Fernandez Abella,
Proteina.
1993).
P . Promueve el comportamiento sexual, estimula
. Adenohipdfisis, foliculo .
Estrogeno (E) . . el desarrollo de caracteristicas sexuales
ovarico. Esteriode. : i~
secundarias, efectos anabdlicos.
Prepara el endometrio para la implantacion y
. mantenimiento de la prefiez, actua
Cuerpo luteo, placenta P
Progesterona . ’ sinérgicamente con estrégenos para inducir el
y glandula suprarrenal. : .
(Ps) . comportamiento estral, desarrolla alvéolos de
Esteroide. . SRR
glandula mamaria, inhibe el estro y oleada
ovulatoria de LH, inhibe movilidad uterina.
Relaxina Cuerpo luteo. Dilata cuello uterino y vagina antes del parto,

Polipéptido.

causa contracciones uterinas

Prostaglandina
FZG

Casi todos los tejidos
corporales, endometrio.
Acido graso.

Contracciones uterinas facilitando el transporte
de espermatozoides y parto. Causa regresion
del cuerpo luteo (lutedlisis).

Activina

Liquido folicular.
Proteina.

Estimula secrecion de FSH.




- Células de la Reducen la secrecion de FSH sin alterar la
Inhibina . ; g
granulosa. Proteina. liberacién de LH.
Liquido folicular Inhibe secrecion de FSH, enlaza activina y
Folistatina q . ) neutraliza su actividad biolégica. (modula
Proteina. .
secrecion de FSH).
Gonadotropina Utero (copas Accién bioldgica de la FSH y LH, estimula el
ey pIr endometriales) dias 40 | desarrollo de foliculos ovaricos (la mayor parte
coridénica equina < - s A
a 85 de prefiez. se vuelven luteinizados por accién parecida a
(eCG o0 PMSG) .
Glucoproteina. la LH).

Fuente: Fernandez Abella (1993), Hafez y Hafez (2002).

2.1.1 Fase folicular

Esta fase comienza luego de la lutedlisis cuando existe una marcada
reduccion de los niveles de progesterona, luego, el efecto de retroalimentacion
negativa de la progesterona hacia el hipotalamo se revierte y asi, la GnRH es
liberada a mayores amplitudes y frecuencias (Senger, 2003), reanudandose un
nuevo ciclo, con la etapa de proestro.

Hafez y Hafez (2002) por su parte, definen a la fase folicular como el
periodo que va desde la regresion del cuerpo luteo o amarillo a la siguiente
ovulacion, con una duracién de dos dias, aunque la presencia de foliculos antrales
durante la fase luteal sugiere que sea mas larga (de dos a cinco dias) si se
entiende que la fase folicular es el periodo que abarca desde la formacion del
foliculo antral a la ovulacién. Por lo que ellos sugieren que existe una
superposicion entre las dos fases.

Segun Fernandez Abella (1993) dicha etapa tiene una duracion de 3-4 dias
y se puede decir que es el periodo de preparacion para el estro. La ovulacion
acontece a las 25-30h de comenzado el estro (Evans y Maxwell 1990, Cavestany
y Duran del Campo 1993) y de 24-30h segun Senger (2003).

La GnRH estimula a la hipdfisis para que libere FSH y LH. La hormona
foliculo estimulante (FSH) provoca el crecimiento de los foliculos y éstos
comienzan a secretar estrogenos (Evans y Maxwell 1990, Cavestany y Duran del
Campo 1993). Ya culminadas las etapas previas de reclutamiento y seleccion de
la dinamica folicular, existen uno o mas foliculos dominantes que sera/seran los
que efectivamente ovulen. Los estrogenos, al llegar a su pico de secrecion (por
parte de los foliculos de mayor tamafo), estimulan al hipotdlamo a liberar GnRH,
que induce a la hipdfisis a liberar la descarga preovulatoria de LH (Godinsky et al.,
Scaramuzzi et al., Karsh y Foster, citados por Gordon 1989, Evans y Maxwell
1990, Cavestany y Duran del Campo 1993). Los altos niveles de estrégenos son



los responsables de las manifestaciones de celo o estro (Evans y Maxwell 1990,
Cavestany y Duran del Campo 1993).

El nivel de estrégenos alcanza el maximo justamente antes de la aparicién
del celo; la oleada preovulatoria de LH ocurre al principio del estro, siguiendo
luego, a las 18-24h, la ovulacion (Evans y Maxwell, 1990).

Segun Evans y Maxwell (1990), Hafez y Hafez (2002) el estro tiene una
duracion de 18-72h; mientras que segun Asdell, citado por Gordon (1989) dura
entre 24 y 36h. Para Cavestany y Duran del Campo (1993) tiene una duracion de
20-30h, para Fernandez Abella (1993) es de 30 a 36h y para Senger (2003) es de
30h (rango: 18-48h). Las observaciones detalladas en varias razas de ovinos
inglesas en un estudio de tres afios mostraron que el promedio es de
aproximadamente 35h (Hafez, citado por Gordon, 1989). Otro estudio realizado a
campo por Fernandez Abella et al. (1998), utilizando diferentes razas, condicion
corporal, peso vivo y en diferentes estaciones del afio (otofio y principio de
primavera) mostraron que en promedio el celo era de 23h 54minutos, y a su vez
citan a otros autores (Grant, Parsons y Hunter, Bindon et al.) que afirman que
dicha duracion se encuentra en un rango de 26 a 36h.

En borregas es de menor duracién (8 a 10h), asi como también en
primavera, en periodos de elevada temperatura, y, en la hembra que recibié
varios servicios (Parsons et al., 1967).

2.1.2 Fase luteal

Esta fase tiene una duracion de 15 dias (11-16 dias) y es subdividida en las
etapas de metaestro y diestro, con una duracion de 2 y 12 dias respectivamente.

Durante esta fase se forma el cuerpo luteo o amarillo y también su lisis,
conocido este fendmeno como lutedlisis, en el caso de que no haya habido
fecundacion (ciclo estéril).

2.1.2.1 Cuerpo luteo

Luego de que ocurre la ovulacion, se forma en el ovario el cuerpo
hemorragico en el lugar donde fue despedido el foliculo dominante y maduro que
logré ovular, donde seguidamente se forma el cuerpo luteo. Las células de la
granulosa tienden a ocupar el antro y se transforman en luteales dado una
hipertrofia celular causada por la activacién de las hormonas FSH y LH. Las
células de la teca interna también se transforman en luteales y son de menor
tamafo que las de la granulosa, asi, el crecimiento del cuerpo luteo se da por un
aumento del tamafo, y niumero de dichas células respectivamente. De ahi que el
cuerpo luteo se defina como una glandula de secrecidon interna altamente



vascularizada (Girard, 1971). La LH y la prolactina son necesarias para la
produccion de progesterona (Denamur et al. 1973, Hay y Moor 1978) por parte del
cuerpo luteo (Figura No. 2).

Figura No. 2. Cuerpo luteo.

Células luteales grandes

Fuente: Senger (2003).

Edgar y Ronaldson, citados por Gordon (1989), estuvieron entre los
primeros que mostraron que el cuerpo luteo de ovinos tiene una actividad
secretora total aproximadamente a los 6-8 dias del ciclo estral y continua
secretando progesterona en un nivel mas o menos normal hasta
aproximadamente el dia 15. Aunque Cavestany y Duran del Campo (1993)
sefalan que el cuerpo luteo tiene un rapido desarrollo a partir de las 36h hasta el
dia 5 del ciclo estral, lento hasta el dia 10 y decrece (se reduce) finalmente
alrededor del dia 17.

Por otro lado, Hansel y Convey, Cuningham et al., Quirke et al., citados
por Gordon (1989), las maximas concentraciones de progesterona se alcanzan
aproximadamente en el dia 8 del ciclo estral y hay una abrupta disminucién en los
niveles de progesterona alrededor del dia 15. La secrecidon de progesterona se
observa luego de cada pulso de LH (Fitz et al. 1982, Farin et al. 1986).

Existen otras hormonas que favorecen el mantenimiento y la actividad del
cuerpo luteo, entre ellas estradiol, seratonina y prostaglandinas E (Fernandez
Abella, 1993)



2.1.2.2. Lutedlisis

Son las células grandes (originadas de la granulosa) las que producen la
mayor cantidad de progesterona hacia el final de la fase luteal y a su vez son las
que contienen la mayor parte de los receptores a la PGF4 (de origen uterino) (Fitz
et al., citados por Alila y Dowd, 1991), la cual, junto con la oxitocina, juegan un
papel fundamental en la lisis del cuerpo luteo. Estas células son el blanco primario
de la accidn luteolitica de la PGFy, (Niswender et al., Braden et al., Alila et al.,
citados por Alila y Dowd, 1991).

Para que la lutedlisis ocurra, el estradiol induce a los receptores de
oxitocina en el endometrio para que éstos sean activados por la pulsatil secreciéon
de oxitocina de origen hipofisario u ovarica. Esto determina que a cada pulso de
oxitocina corresponda otro de PGFy, (Fernandez Abella, 1993).

La progesterona, durante la fase luteal, inhibe la acumulaciéon de
receptores de estradiol no permitiéndose la sintesis de receptores de oxitocina.
Después de 10 dias de accidon de la progesterona sobre el utero se produce,
probablemente, una pérdida de sus propios receptores y un incremento en los
receptores de estradiol. Esto permite que los receptores de de oxitocina
comiencen a desarrollarse (Fernandez Abella, 1993).

El utero es el responsable, luego de la prolongada exposicidon a la
progesterona, de producir prostaglandina (Evans y Maxwell, Wilson et al., citados
por Gordon, 1989); que llega al ovario por un mecanismo de contra corriente
desde la vena utero-ovarica a la arteria ovarica y que es la responsable de la lisis
del cuerpo luteo. También esta descrita la llegada de la PGFy, por via linfatica
utero-ovarica (Staples y Whylie, 1984). Segun Gordon (1989), la actividad del
cuerpo luteo es autorregulada.

La PGFyq no tiene efecto luteolitico hasta que no se produce la formacion
de receptores de LH en las células luteales, determinando que el efecto de la
descarga preovulatoria cese totalmente recién a partir del dia 4-5 del ciclo (Farin
et al. 1986, Harrison et al. 1987).

Alila y Dowd (1991), sefialan varios mecanismos posibles por los cuales la
PGF, ejerce su accion luteolitica: a) disminucién del aporte sanguineo al
cuerpo luteo. Sin embargo es dificil elucidar si en realidad la PGF,, produce la
disminucién del flujo sanguineo o es una consecuencia de otros eventos
involucrados en la lisis del CL, b) reduccion en los receptores a LH y subsecuente
disminucion en las sefales involucradas en el sistema del AMP ciclico, c) efecto
citotdxico directo sobre las células luteales, d) disminucidn en la utilizacion del
colesterol para la sintesis de P4, incluyendo supresion en la sintesis de colesterol
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luteal, e) reduccion de la actividad de la enzimas esteroidogénicas, f) cambios
en la composicion lipidica e incremento de la fluidez de la membrana.

2.2 FOLICULOGENESIS

Este proceso comienza desde antes del nacimiento de la hembra
siguiendo diferentes etapas de crecimiento y diferenciaciéon hasta llegar a un
estado de maduracion determinado que posibilita finalmente la ovulacion.

Gong y Webb (1996) sefialan que en estudios previos realizados por
Goodman y Hodgen en 1983, en primates y roedores, se usaron términos para
describir la foliculogénesis: reclutamiento (grupo de foliculos del pool inicial
comienza a crecer rapidamente); seleccién, definido como el proceso donde
so6lo los foliculos reclutados son seleccionados para seguir desarrollandose y
eventualmente establecerse como dominante/s; y dominancia, como el
mecanismo por el cual el o los foliculos dominantes contindan con su desarrollo
en un ambiente donde crecen y se desarrollan mientras que los otros foliculos
reclutados son al mismo tiempo suprimidos (atrésicos). Estos conceptos seran
tratados mas adelante en forma mas detallada.

Ha sido estimado que en ovejas, lleva unos 4 a 6 meses para que el
foliculo primordial llegue al estado ovulatorio (Cahill y Mauléon, Gosden et al.,
citados por Gong y Webb, 1996). Estudios recientes demuestran, mediante
examenes histoldgicos y/o técnicas marcadoras de foliculos, que los foliculos
crecen continuamente y también, por otro lado, que éstos crecen bajo un patron
de ondas (Rubianes et al., 2002). Gong y Webb (1996) relatan que en cada
onda folicular existe el crecimiento simultdaneo de entre 5 y 7 foliculos antrales
del pool inicial (éste va decayendo en numero a partir de los 7-8 anos) mayores
a 5mm de diametro (reclutamiento), donde luego uno de éstos comienza a
crecer rapidamente (seleccion) mientras los demas regresan, es decir, se
vuelven atrésicos. La seleccion continua hasta llegar a un diametro de 15 mm
(foliculo/s dominante/s) y permanecen con ese tamano maximo durante 2-3
dias antes de que regresen, y alli comenzara la nueva onda de desarrollo
folicular. En ovinos existirian 3 ondas y que emergen a intervalos de 4-6 dias.
Rubianes et al. (2002) sefalan algunas de las caracteristicas mas
frecuentemente observadas de las ondas: 1) el foliculo mayor de la Onda 1 es
mas grande que el foliculo mayor de la Onda 2; 2) la tasa de crecimiento desde
el dia de emergencia (primer dia con un diametro de 3 mm) y el dia de maximo
didmetro es de alrededor de 1 mm/dia; 3) en promedio de 1.2 a 1.5 foliculos
alcanzan 5 o mas mm de diametro en cada onda pero esto depende de la raza
estudiada; 4) el intervalo entre la Onda 1 y la Onda 2 es mas largo que entre la
Onda 2 y la Onda 3; y 5) los foliculos que no alcanzan mas de 3 mm de
didmetro emergen y regresan de un modo mas continuo.



11

No obstante, aun se requiere confirmar si efectivamente existe en ovinos
una funcionalidad de dominancia por parte de los foliculos de mayor tamafo
(Driancourt et al., citados por Gong y Webb, 1996).

Una caracteristica del foliculo dominante es la capacidad de sintetizar
mucha mas cantidad de estradiol que los subordinados, para lo cual requiere
suministro adecuado de andrégenos por parte de las células de la teca.

Existe una minima concentracion de FSH debajo de la cual el
reclutamiento no procede. La hormona LH aparenta estar minimamente
involucrada en el control del reclutamiento evidenciado por la observacién de
que el reclutamiento continua de manera similar en situaciones en donde la
frecuencia de pulsos de LH se reduce, es baja o muy baja (etapa prepuberal,
anestro posparto) (Driancourt, 2000).

Por otro lado, Rubianes et al., citados por Rubianes et al. (2002), sefalan
que los niveles supraluteales del esteroide (superiores a los de una fase luteal
normal) afectan el crecimiento del foliculo mayor promoviendo el recambio
folicular. Al mismo tiempo, cuando se inducen niveles subluteales de
progesterona, la vida del foliculo mayor se prolonga y el efecto de la dominancia
sobre los foliculos subordinados se extiende (Vifoles et al., citados por
Rubianes et al., 2002). Es entonces que la concentracion de progesterona
circulante juega un rol preponderante en el recambio folicular, que el
crecimiento folicular es dependiente de la concentracion de LH y esta
negativamente correlacionado con las concentraciones de progesterona
circulante, y que la reduccién de su pulsatilidad provoca regresion del foliculo
dominante de la onda y por lo tanto se levanta la retro-inhibicién que los
estrogenos producidos por él, provoca la liberacion de FSH. De ese modo se
incrementa la FSH y una nueva onda folicular emerge. Si la fase de crecimiento
o la etapa en que el foliculo aun se encuentra en estado de dominante coincide
con la lutedlisis, sufrira un rapido crecimiento preovulatorio y eventualmente
ovulara (Gong y Webb, 1996).

2.2.1 Ovogeénesis

Comienza entes del nacimiento de la cordera, cuando las células
germinales primordiales embrionarias dan origen a los gonocitos (50 dias de
gestacion), asi, se llega al nacimiento con un numero de foliculos ovaricos que
contienen ovocitos primarios, lo que determinara el potencial reproductivo
maximo (Fernandez Abella, 1993).

Figura No. 3. Representacién diagramatica del desarrollo de la célula germinal
femenina, en el ciclo vital.
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El numero de foliculos al nacimiento es alto y variable. En un estudio
basado en observaciones post-mortem se observd un numero elevado de
foliculos entre las 4 y 8 semanas post-mortem y luego declinaba hasta que se
estabilizaba al momento de la primera ovulacion (Kennedy et al., 1974). El
numero de foliculos crece rapidamente, al unisono que el foliculo,
incrementando su citoplasma y desarrollando una membrana o zona pelucida,
esto va acompanado de la acumulacion de reservas que le permitiran su
posterior desarrollo en caso de ser fecundado (Fernandez Abella, 1993). Segun
Hafez y Hafez (2002) cuando un foliculo primordial es liberado, comienza a
crecer junto con el oocito, siendo el crecimiento de este ultimo casi completo en
el momento de la formacion del antro, dentro del cual comienzan a acumularse
hormonas. Fernandez Abella (1993) sefiala que esta etapa se desarrolla en las
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primeras etapas post-nacimiento, para continuar hasta alcanzar la ovulacion al
comenzar la actividad reproductiva (pubertad). Es al comenzar la etapa adulta
que los foliculos primordiales comenzaran a desarrollarse escalonadamente
para determinar foliculos preovulatorios o de Graaf.

Segun Driancourt (2000), examenes diarios utilizando la técnica de
ultrasonido, demostraron que la fase de la dinamica folicular se puede dividir en
dos periodos de tiempo. Durante el primer periodo que culmina con lutedlisis,
el numero de foliculos creciendo fue mayor que el numero de ovulaciones y
durante el segundo periodo que culmina con la ovulacion, el numero de foliculos
creciendo fue igual que el numero de ovulaciones. Esto se asocié con la
presencia de un foliculo mayor y la simultanea regresion de los otros foliculos
reclutados.

A partir de la oogénesis, el nucleo del oocito diploténico permanece en
etapa de reposo, normalmente nunca se reinicia la meiosis antes de la oleada
ovulatoria de gonadotropinas, esta ultima suprime la produccion del factor
inhibidor de la meiosis de las células de la granulosa, la que luego sufrira
modificaciones metabdlicas (Hafez y Hafez, 2002)

2.2.2 Crecimiento folicular

El numero de foliculos en crecimiento disminuye con la edad, influyendo
la calidad alimenticia, la época del afo y las secreciones hormonales. Tres o
cuatro dias antes de la ovulaciéon se determina el numero de foliculos que
estan prontos para ovular.

En el crecimiento folicular intervienen la proliferacién y diferenciacion
(inducidas por hormonas) de células de la teca y de la granulosa, lo que
finalmente causa un incremento en la capacidad de los foliculos de producir
estradiol y de reaccionar a las gonadotropinas (Hafez y Hafez, 2002). Segun
Fernandez Abella (1993) el crecimiento folicular puede dividirse en dos etapas,
la primera donde el foliculo primordial o primario crece hasta alcanzar el estado
de pre-antro y la segunda, donde se forma el antro hasta la descarga de
gonadotropinas que induce la ovulacion.

La capacidad de un foliculo en desarrollo para liberar altas
concentraciones de estrogenos, que estimulan el crecimiento y diferenciacion
celular de la granulosa, es fundamental para que éste madure y ovule; asi, si es
interrumpida la secrecién de estrogenos en cualquier etapa, causa atresia de
foliculos (Hafez y Hafez, 2002).

Segun Gong y Webb (1996), los foliculos con un diametro de 2mm o
mas, responden a la FSH, pero a la vez son independientes de las
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gonadotropinas. La FSH juega un rol critico en el reclutamiento de foliculos
desde el pool de reserva y la LH tal vez esté mas involucrada en la seleccion
del o los foliculos dominantes. Fernandez Abella (1993) define al crecimiento
folicular inicial o preantral como la primera etapa en la que un numero de
foliculos que comienza su crecimiento depende de su reserva y ésta depende
principalmente de la alimentacion fetal, y que en dicho periodo no hay un
control por parte de las gonadotropinas, son los propios foliculos primarios en
crecimiento que inhiben los foliculos que estan en reserva.

Figura No. 4. Esquema de los principales fendbmenos que ocurren durante el

crecimiento folicular.
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Fuente: Senger (2003).

Dado lo resultados de varios estudios (la mayoria realizados en ratas),
todos coinciden en que el estradiol y la activina promueven el desarrollo folicular
y la diferenciacion, y previenen la luteinizacion prematura de foliculos (Richard,
Hsueh et al., Ireland, Findlay, citados por Gong y Webb, 1996) mientras que los
andrdégenos, progesterona, inhibina y folistatina aparecen con efectos contrarios
(Fortune y Vicent, Hsueh et al., Findlay, citados por Gong y Webb, 1996).
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Gong y Webb (1996), Hafez y Hafez (2002) aseguran que factores de
crecimiento (reguladores intraovaricos) que actuan por mecanismos autocrino y
paracrino modulan la sensibilidad de las células blanco a la FSH y LH, bien
estimulando o inhibiendo la respuesta a/las mismas. Ellos incluyen a las
activinas, inhibinas, IGF-1, EGF, FGF, TGF, TGFg, TNF,, interleucina-1,
interferon gamma y endotelina, aunque solo algunos han sido demostrados In
vivo. Afirman que utilizando el modelo de autotransplante de ovario en la oveja,
el EGF, TGF,, FGF basico, inhibinas y el liquido folicular libre de esteroides
inhibian la funcién ovarica, mientras que IGF-1 e insulina tienen un efecto
estimulatorio.

La activina estimula la secrecion de FSH y sus receptores son
expresados en células de la granulosa, teca y oocitos. Estudios In vitro
sostienen que la activina promueve la proliferacion de las células de la
granulosa y su diferenciacion tanto en foliculos pequefos como avanzados.
Aumenta la estimulacion de FSH y P450 aromatasa (P450a) por ende la
produccion de estradiol. La folistatina, como se sefald en el cuadro No. 1 actua
como modulador de la secrecion de FSH.

La inhibina reduce la secrecién de androgenos, lo cual hace que haya
una accion positiva en inhibina endégena en células de la teca y aumente la
produccion de andrégenos (feedback positivo) asegurando que el foliculo
preovulatorio obtenga suficiente sustrato para aumentar la sintesis de
estrogenos. En el foliculo dominante hay un aumento de la expresion de la
inhibina y folistatina en células de la granulosa posiblemente acompafado por
una disminucion en la expresion de activina para asegurar que las células de la
granulosa reciban adecuado suplemento de P450a aumentando la sintesis de
estradiol, lo cual esta demostrado por cambios en la expresion de las
subunidades de inhibina, activina y folistatina en la foliculogénesis.

Estudios previos mantuvieron la hipotesis de que la nutricion influia en la
funcionalidad del ovario modulando la secrecion de gonadotropinas, sin
embargo, numerosos estudios en ovejas (Rhind y McNeilly, Downing y
Scaramuzzi, Downing et al., citados por Gong y Webb, 1996) y en cabras
(Kinder et al., Jolly et al., citados por Gong y Webb, 1996) revelaron que dichos
efectos de la nutricion no eran consistentes en la concentracion periférica de
gonadotropinas). Por lo tanto se propusieron otras hipotesis como por ejemplo
que cambios en el metabolismo de hormonas como la de crecimiento (GH), la
insulina y factor de crecimiento similar a la insulina (IGF), los cuales son
acompanantes consistentes de la induccion de las alteraciones de la nutricion
en el cuerpo energético y del balance proteico, pueden afectar la funcién del
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ovario, bien directamente o mediante la modulacion de la accién de
gonadotropinas a nivel del ovario (Gong y Webb, 1996).

En ovejas, se reportd que las concentraciones periféricas de GH y ARN
mensajero de la pituitaria son aumentados durante la fase folicular del ciclo
estral (Landefeld y Suttie, citados por Gong y Webb, 1996). Sin embargo, Davis
et al., citados por Gong y Webb (1996), no encontraron efectos al administrar
GHr (GH recombinante bovino) en la tasa ovulatoria y Eckery et al., citados por
Gong y Webb (1996) demostraron que tratamientos con GHr no cambiaban la
poblacion folicular. En contraste, muchos estudios utilizando modelos de
autotransplante de ovarios han demostrado que la infusion de GH, insulina y
IGF-1 alteran el desarrollo folicular (Gong y Webb, 1996). Es recientemente
demostrado que reemplazando por altas concentraciones fisiolégicas de FSH y
LH purificada, o de PMSG (gonadotropina sérica de yegua preiada) y HCG
(gonadotropina coridnica humana) fallan en la estimulacion del desarrollo de
foliculos adicionales de un diametro menor o igual que 2 mm en ovejas
hipofisectomizadas, sin embargo, el desarrollo del foliculo puede estar inducido
por el uso de preparaciones de FSH pituitaria o por un tratamiento adicional con
GHr (Sawyer et al., Eckery et al., citados por Gong y Webb, 1996). Estos
resultados indican la mayor importancia que tiene la GHr y factores de
crecimiento (IGF-1 e insulina) en el desarrollo adicional de foliculos que son
independientes de gonadotropinas.

Las clasicas hormonas metabdlicas (GH, IGF-1 e insulina) estan
involucradas en las etapas tempranas de la foliculogénesis, incrementando el
tamano del pool de foliculos con respuesta a gonadotropinas o en la poblacion
de foliculos dependientes de éstas. Estos efectos podrian estar implicados en
mecanismos fundamentales de la influencia de la nutricion en la performance
reproductiva de ovejas y cabras (Gong y Webb, 1996). Estos mismo autores
creen estar seguros que las bases fisiolégicas de la selecciéon y dominancia
folicular y que la representacion de mecanismos fundamentales en el control de
la tasa ovulatoria natural en ovejas y cabras, es debido a la expresidn
diferencial de dichos factores estimuladores o inhibidores y sus receptores que
determinan las diferencias en el destino de foliculos individuales que comparten
el mismo ambiente de gonadotropinas.
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Figura No. 5. Factores correguladores del crecimiento y diferenciacion folicular
independiente de gonadotropinas.
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El crecimiento folicular y atresia estan influenciados por cambios en las
concentraciones de IGF-1 y por los cambios en los niveles de IGFBP. En
foliculos atrésicos se presenta mayor cantidad de IGFBP-4 lo que significa que
participa en el proceso de seleccion. Actuando en la inhibicion de la accion de
IGF-1 (Figura No. 5).

Estos factores intervienen en la proliferacion de las células de la
granulosa como las células de la teca, en la maduracion del oocito, en la
regulacion de la accion de las gonadotropinas modificando la expresion de sus
receptores, estimulan la produccién de estrégenos y aseguran el sustrato de
androgenos hacia las células de la teca y hacen efectiva la actividad de la
enzima P450a. Juegan un papel importante en el proceso de dominancia y
atresia folicular (Figura No. 5).

2.2.2.1. Crecimiento folicular terminal y maduracion

El crecimiento y maduracion folicular representan una sucesion de
transformaciones subcelulares y moleculares de diversos componentes del
foliculo: el oocito, granulosa y teca, regidas por varios factores intraovaricos e
intrafoliculares y sefales hormonales que conducen a la secrecidn de
androgenos y estrégenos (principalmente estradiol) (Hafez y Hafez, 2002).
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El reclutamiento folicular es una etapa que comienza aproximadamente
72 h antes de la ovulacién, en la fase luteal del ciclo estral pudiendo seguir en la
fase folicular. Los foliculos capaces de transformarse en foliculos preovulatorios
son los que poseen antro, con un diametro igual o mayor a 2mm creciendo a
una velocidad que dependera del tamafio (Fernandez Abella, 1993). Este es un
paso clave en la maduracion, ya que permite al foliculo producir estradiol a
partir de precursores androgénicos producidos de la célula de la teca
(Driancourt, 2000).

La folistatina es producida por la poblacion de foliculos con antro que
vienen creciendo y aumenta a medida que aumenta el tamafio folicular; como
consecuencia, aumenta la activina e inhibina.

El reclutamiento de la poblacién de foliculos conteniendo el futuro foliculo
ovulatorio tiene una duracién de entre uno y tres dias en ovinos. Sélo foliculos
dependientes de gonadotropinas son reclutados. Todos los foliculos reclutados
son potencialmente capaces de ovular.

En corderas, estudios usando ultrasonografia transrectal de ovarios
mostraron que el reclutamiento folicular y su desarrollo incrementan a partir de
los primeros 2 meses de edad y justo antes de la pubertad.

Al momento de la seleccién, un foliculo sera dominante y el resto de los
foliculos de la poblacion se atresian. Existen pasos claves asociados con la
seleccién y la aparicion del foliculo dominante: 1) la aparicion de los receptores
de LH en las células de la granulosa es pre requisito para el establecimiento del
foliculo dominante y ovulacién siguiendo un pico de LH (Driancourt, 2000) y 2)
una reduccion en la concentracion de proteinas IGF, como IGFBP2 e IGFBP4
que aparenta estar controlada por la reduccion de produccion (IGFBP2) o por
un incremento de protedlisis (IGFBP4). Esto ocurre cuando el foliculo tiene
aproximadamente 8mm de diametro (ver figura No. 5).

El proceso de seleccion ha sido ampliamente estudiado y existen dos
teorias que explican los mecanismos involucrados. En la primera, la seleccion
es controlada unicamente por mecanismos endocrinos (reduccion de FSH) y en
la segunda, existe la produccion de componentes por parte del foliculo mayor
lo que directamente inhibe el desarrollo de los otros foliculos reclutados. En
ovinos es mas importante el primer mecanismo (ver Figura No. 4).

La idea de disminucion de la concentracion de FSH, lo que ocurre entre
2 y 3 dias después del reclutamiento, es un mecanismo clave en el proceso de
seleccion. La disminucion de FSH es causada por una accion combinada de
inhibina y estradiol que son producidas por foliculos mayores de 5mm de
diametro y actuan a través de un feedback negativo en la glandula pituitaria. El
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agregado exégeno de FSH resultd en imposibilidad del proceso de seleccion,
también el agregado de una sustancia antagonica de FSH resulté en la atresia
de la poblacién de foliculos, concluyendo y demostrando que la depresiéon de
FSH determina atresia (Driancourt, 2000).

En general se asume que el mayor de los foliculos de la poblacién sea el
futuro dominante y ovulatorio, aunque el proceso es muy complejo y todos los
foliculos son funcionalmente diferentes.

El foliculo seleccionado aparenta ser el primero que desarrolla los
receptores de LH en la célula de la granulosa, en ovinos esto sucede cuando el
foliculo alcanza los 4mm.

Figura No. 6. Resumen de las etapas mas importantes de la diferenciacion del
oocito, célula de la granulosa y teca, asi como el desarrollo folicular durante la
foliculogénesis y la dependencia de hormonas gonadotrépicas.
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Fuente: Driancourt (2000).

Durante la dominancia folicular ocurre el crecimiento y maduracion del
foliculo preovulatorio, mientras los otros foliculos regresan completamente por
atresia. En esta etapa no ocurre reclutamiento. Existe una relacion directa entre
la presencia del foliculo dominante y la ausencia de reclutamiento. Para que un
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foliculo primario llegue a preovulatorio transcurren 6 meses, en donde la etapa
terminal se lleva a cabo en 30-40 dias.

El temprano incremento en el niumero y tamafo de foliculos en corderas
es posible, al menos en parte, se deba a cambios en la liberacion y potencia de
FSH, y la mayor produccién de foliculos anteriormente a la primera ovulacion
probablemente sea causada por un incremento en la frecuencia de pulsos de
LH.

La seleccion es la etapa terminal del crecimiento folicular y consiste en la
seleccién de uno o mas foliculos dominantes y la atresia de los otros foliculos.
Lo que permitiria que un foliculo se vuelva dominante con respeto al resto seria
la mayor producciéon de estrogenos, a su vez los que presentan mayor
produccion de estrogenos son los de tamafo mas grande, lo cual aumentaria la
posibilidad de ser dominante.

Figura No. 7. Requerimientos de gonadotropinas dependiendo del tamafio
folicular.
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Fuente: Driancourt (2000).

Debajo en la figura No. 7 se puede observar los mecanismos que
modulan la respuesta a la FSH (grafica de la izquierda) o LH. La respuesta del
ovario a la FSH opera a través de pulsos los cuales son especificos para la
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hembra y foliculo. La respuesta del ovario a la LH es modulada por la etapa de
la dominancia folicular y asociada a cambios en los receptores de LH.

La LH es la hormona clave involucrada en el desarrollo final del foliculo
dominante mientras los otros foliculos se atresian (figura No. 7). Agregados
exdgenos de pulsos de LH, luego del parto donde los pulsos de LH son
limitados, resultan en un incremento maximo en diametro del foliculo dominante
y un incremento en la duracion de la dominancia. Tratamientos con
antagonistas de la GnRH, lo que suprime los pulsos de LH, bloquearon el
desarrollo folicular al tamafio en donde el foliculo se vuelve dominante (8mm).
El balance hormonal requerido para un exitosa transicién folicular involucra un
descenso progresivo en las concentraciones de FSH combinado con una alta
secrecion de pulsos de LH (Driancourt, 2000).

El foliculo dominante es muy sensible a los pulsos de LH, por lo que
cambios en el patrén de secrecion de pulsos pueden afectar su desarrollo y asi
volverse atresicos. Aumentos en la concentracidn de progesterona resultan en
un 50 % de reduccion de la frecuencia de pulsos de LH. Esto coincide con lo
observado en el momento que se atresia el foliculo en una primer onda del ciclo
que coincide con el pico de concentracion de progesterona y una minima
frecuencia de pulsos de LH (Driancourt, 2000).

2.3 CORRIEDALE BOOROOLA

En nuestro pais esta variedad surgié como resultado de numerosos
cruzamientos de la raza Corriedale y también Merino con carneros portadores
de la mutacién Booroola (Fernandez Abella, 1994). Se trataba de dos carneros
provenientes de Nueva Zelanda adquiridos por el establecimiento Santa Elena
de Guarapiru en el departamento de Paysandu, los cuales fueron introducidos
en 1970 (Fernandez Abella, 1991) confirmando la presencia en forma
homocigota del alelo Fec® “gen Booroola” mediante prueba de progenie
(Fernandez Abella, 1991).

Posteriormente, estos carneros fundadores fueron empleados en
programas de seleccion, obteniendo por lo tanto rebafios Merino y Corriedale
con buen nivel genético para la produccién de lana y fenotipicamente similares
al Corriedale, pero con altas tasas de ovulacion (Fernandez Abella, 1995b,
1996).

La evaluacion de los efectos de dicha introduccién no ha sido del todo
sistematica, pero es posible afirmar que el balance neto de la introduccion del
gen es positivo (Fernandez Abella, 1987, 1995a), ya que los resultados de
cruzamiento con Corriedale e Ideal demuestran que seria posible el incremento
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de los porcentajes de sefalada de las majadas encarneradas en cualquier
época del aio (Fernandez Abella, 1987).

2.3.1 Origen del “gen Booroola” (Fec®)

Segun Davis et al. (2002) el origen de la mutacién Booroola es de la raza
Garole, originada en los pantanos de Bengala Occidental en India. Dicha
mutacion ha sido recientemente encontrada en ovejas de cria nativas en India,
China e Indonesia y es la misma que el gen Fec® de Merino Booroola de
Australia derivado de importaciones de la raza Garole de la India en los afios
1792 y 1793 (Fogarty, 2009).

Una serie de experimentos realizados en Australia y Nueva Zelanda
confirmaron la existencia de dicho gen mayor (Davis et al. 1982, Piper et al.
1985). Al mismo tiempo, Piper y Bindon (1982) postularon que la presencia del
gen principal Fec® explicaba mayor fecundidad. Se han testeado en 21 razas y
lineas prolificas la presencia del Fec® (Davis et al., 2006), por lo que se podria
afirmar que se trata de un mismo gen.

Actualmente se conoce que se trata de un gen autosémico de efecto
principal (Davis et al. 1992, Walling et al. 2000, Fernandez Abella et al. 2005,
Fabre et al. 2006), denominado gen Booroola (Fec®), que posee dos alelos
denominado B y + (salvaje); el alelo B incrementa marcadamente la tasa
ovulatoria en ovejas, con un efecto aditivo, adicionando con cada copia del gen
un promedio 1.0 a 1.5 6vulos (Davis et al. 1982, 2001, Piper et al. 1985, Wilson
et al. 2001, Davis 2004). Su presencia puede originar niveles de prolificidad muy
elevadas por su efecto sobre la tasa ovulatoria en las ovejas (Piper y Bindon et
al. 1982, 1996, Davis et al. 1991, Davis 2005).

Por otro lado, segun una ardua revision elaborada por Fogarty en el
2009, el efecto de las medias ponderadas para aquellas ovejas que portan una
copia del gen Fec® (B+) es de 1,3 (con un rango de 0,8 a 2,0) para tasa
ovulatoria y de 0,7 (rango de 0,4 a 1,3) para el tamano de camada (prolificidad),
ademas menciona que el efecto de una segunda copia (BB) es en general de
efecto aditivo para la primer caracteristica mientras que mantiene poco o nulo
aumento en el segundo caso (prolificidad).

Existen actualmente, técnicas mas avanzadas que permiten verificar mas
exactamente la presencia, ubicacion y caracteristicas de dicha mutacién. Se
trata de los marcadores moleculares, los cuales han sido encontrados en el
cromosoma 6 en ovejas (Montgomery et al., 1993, 1994). También se demostro
que el efecto del gen Fec™ se debe a una mutacion en la proteina morfogenética
6sea (BMP) receptor 1B (BMPR-1B) (Mulsant et al. 2001, Souza et al. 2001,
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Wilson et al. 2001). Posteriormente, mediante la técnica de PCR, que permite la
rapida, sencilla y eficiente deteccion de nucledtidos polimorficos, se detectd a
BMPR — IB en el locus A746G (Fabre et al. 2006, Guan et al. 2007).

El efecto aditivo sobre la tasa ovulatoria determina que no sea
recomendable el manejo de ovejas homocigotas ya que ocasiona un alto
porcentaje de prefieces cuadruples y quintuples, determinando altas tasas de
mortandad neonatal y de ovejas, es por esto que los cruzamientos deben estar
basados en el uso de madres heterocigotas (Fec® Fec'), mientras que los
machos a utilizar deben mantener en su genotipo una doble copia del gen (Fec®
Fec®) con el fin de asegurar ser transmitido a la descendencia.

2.3.2 Efecto del gen Fec®? en la hembra

2.3.2.1 Pubertad

Resultados generados por investigacion sobre la pubertad en ovinos
portadores del gen Fec® sugieren que el gen Fec? no determina una precocidad
importante y que tal vez su expresion varie segun los genotipos (Fec® Fec® vs
Fec® Fec") y/o razas donde se encuentra presente (Fernandez Abella, 2005).

2.3.2.2 Tasa ovulatoria

Su presencia puede originar niveles de prolificidad muy elevados por su
efecto sobre la tasa ovulatoria en las ovejas (Piper y Bindon et al. 1982, 1996,
Davis et al. 1991, Davis 2005).

En hembras portadoras se ha observado una mayor cantidad de foliculos
durante la primera ola de desarrollo folicular de la fase luteal, y que su
maduracién ocurre a menor tamafno respecto a animales no portadores (Souza
et al., 1997, 2004). Esa mayor cantidad de foliculos tienen un diametro
significativamente menor, lo cual da lugar a cuerpos luteos también de menor
tamano (Driancourt et al. 1985, McNatty et al. 1986, Souza et al. 1994).

La accion del gen Booroola se ha asociado desde un comienzo a un
aumento significativo de la FSH durante el ciclo estral (McNatty et al. 1986,
Bindon et al. 1996). Segun esta visién, el mayor determinante de la tasa
ovulatoria en ovinos, estaria dada por la cantidad de FSH que llega al ovario
(McNatty et al., 1985). Segun Souza et al. (1997), las secreciones totales de la
hormona ovarica involucradas en el control de la secrecion de FSH es la misma,
tanto en hembras portadoras como no portadoras. Esto se debe a que, a pesar
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de que los foliculos ovulatorios y cuerpos luteos son mas pequenos, son a las
vez mas numerosos en las hembras portadoras de Fec™, resultando de tal
forma en una secrecion total similar (Campbell et al., 2003). De acuerdo con
este estudio, el gen Booroola no tendria efecto sobre la secrecion de la
hormona ovarica; no siendo esenciales las altas concentraciones de FSH para
la accion del gen.

También se sugiere que el gen actuaria a nivel del ovario a través de la
proteina morfogénica del hueso, aumentando la tasa ovulatoria en
heterocigotos portadores y bloqueando el desarrollo folicular en homocigotos
portadores (Montgomery et al., 2001). De tal forma, las altas tasas ovulatorias
estarian determinadas principalmente por factores de estimulacion e inhibicion
intra-ovaricos, asi como por la presencia y numero de receptores de hormona
FSH y LH en las células de la granulosa (Souza et al., 2003, 2004).

Fogaty (2009) senala que la mutacion provoca la maduracion precoz de
los foliculos ovaricos mediante el aumento de la sensibilidad de los mismos a la
FSH y no mediante el aumento de las concentraciones circulantes de la misma,
reafirmando lo antes mencionado. Muchos estudios han demostrado la
existencia de otros genes, ademas del Fec®, que tienen también un efecto
mayor en la fecundidad (Davis et al., 2005).

En términos generales, Fogarty (2009) senala en su revision que la
ventaja de las ovejas cruza con Merino Booroola segun promedios ponderados,
es de 0,94 para tasa ovulatoria, 0,70 para el tamafio de camada y de 0,23 para
el numero de corderos destetados. Por su lado, Piper y Bindon en 1988
mostraron que con una copia del alelo Fec® se incrementa la tasa ovulatoria en
1,0 a 1,5 dvulos y en el tamafio de camada lo hace entre 0,8 y 1,2 corderos
nacidos, para una serie de combinaciones genotipicas y ambientales. Luego, en
1995, Fernandez Abella (1995a) senala que la tasa de ovulacion media en
otofio (maxima actividad reproductiva en ovejas Corriedale) varia entre 4,3y 5,0
en la hembra Booroola homocigota (Fec® Fec®), de 2,8 a 3,0 en hembras
heterocigotas para este gen y que en la primavera el nivel de ovulacién es de
aproximadamente un 70% del observado en el otofo.

A continuacion se presenta un cuadro comparativo de las tasas de
ovulacion segun el genotipo, la estacién del afio y la edad de la hembra:

Cuadro No. 2. Tasa ovulatoria en otofio y primavera segun la presencia o no del
gen Fec®.

GENOTIPO TASA DE OVULCION | FUENTE
OTONO | PRIMAVERA
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Ovejas adultas |
Fec® Fec® 43 3,1
Fec® Fec® 2,8 2,2 Bindon et al. (1982)
Fec' Fec’ 1,7 1,1
Borregas (12 a 18
meses)
Fec® Fec’ 2,87 2,15*
Fec' Fec' 1,37 1,02* Fer”??gggg?be”a

*Ovulacion observada luego de la sincronizacidn de las borregas con esponjas de
Fluorogestona (40mg) y posterior introduccion del macho.

Fuente: Fernandez Abella (1995a).
2.3.2.3 Actividad del ovario (foliculogénesis)

La elevada tasa ovulatoria de la ovejas Booroola es debida en parte a
una menor atresia folicular (Scaramuzzi y Turnbull 1980, Cahill et al. 1982,
Driancourt 1985) y por otra parte al reclutamiento continuo de foliculos pre-
ovulatorios desde el dia 13 al 16 del ciclo estral (Driancourt et al. 1985,
Gonzalez Bulnes et al. 2004). Por otro lado el patron pulsatil global de la LH, por
acuerdo general, no seria diferente en las hembras prolificas (Bindon et al.,
1996).

Existen otros mecanismos propios de las ovejas que poseen el gen Fec®,
entre éstos se puede citar:

Cuadro No. 3. Algunos mecanismos que diferencian las ovejas portadoras del
gen Fec®.

Mecanismo diferencial propio de la oveja
portadora con el gen FecB

Foliculos preovulatorios con capacidad de “esperar”

Autor/es

Driancourt et al.

(1985) el pico preovulatorio de LH.
Baird et al. (1982), | Foliculos preovulatorios tienen la mitad de células de
Mc Natty et al.|la granulosa respecto a no portadoras, determinando

(1985, 1986)

la formacion de cuerpos luteos de pequeia talla.

Cummins et al
(1983)

Menor cantidad de inhibina en el ovario, lo cual
influye en el control de la secrecion de FSH.

Ms Natty et al.
(1986)

El menor contenido de inhibina se le atribuye al
menor tamano folicular
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Fuente: extraido de Fernandez Abella (1995a).
2.3.2.4 Duracién de la estacién reproductiva y estro

Presentan una estacion sexual mas larga y un 40% mas de ciclos
estrales por afo (Bindon y Piper, 1982), los Merinos Booroola respecto al
Merino. Sin embargo, la hembra portadora no comparte con otras razas
prolificas el hecho de reiniciar tempranamente la actividad ovarica posparto,
como sucede en Finsheep y Romanov (Bindon et al., 1996). Cabe destacar que
en dichas razas prolificas, asi como en la mayoria de otras razas de ovinos, los
estros se caracterizan por ser mas largos (Land, Hanrahan y Quirke, Bindon et
al., citados por Fernandez Abella, 1995a), lo que no sucede con el Merino
Booroola, el cual mantiene una duracién similar a la de otros Merino (29 horas)
(Bindon et al., 1982), pero, sin embargo, disminuye el intervalo entre pico de LH
y la ovulacion (aproximadamente entre 5 y 7,5h) respecto a la de la especie
ovina que es de 24h (Cumming et al., 1973).

Cabe destacar que en hembras homocigotas para el gen Fec® asi como
en otras razas prolificas como Romanov y Finesa, la ovulacién comienza varias
horas antes de haber culminado el celo, y no hacia el final del mismo como si
sucede en razas o lineas de baja prolificidad (Fernandez Abella et al., 1995a).

2.3.3 Efectos del gen Fec® en el macho

El comportamiento reproductivo de los machos en el cruzamiento
Booroola, no determina una precocidad sexual mas importante. Se reporta una
actividad sexual exacerbada, con un mayor numero de montas por servicio que
en Merino no prolificos (Walker et al., 1985); lo cual ha sido observado también
en machos resultado de la cruza Merino Booroola'.

2.3.3.1 Modificaciones endécrinas

En el periodo pre-puberal, se observan niveles superiores de FSH
asociado a la presencia del gen Booroola, aunque la magnitud de dicha
diferencia es pequefia, impidiendo separar correctamente las variaciones
individuales entre los genotipos (Fernandez Abella, 1995a).

En carneros adultos los niveles de gonadotropinas (LH y FSH) no se ven
modificadas por la presencia del gen Fec® (Seck et al., 1991). Sin embargo, en

'Fernandez Abella, D. 2010. Com. personal.
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otras razas prolificas como Romanov y Finesa, los niveles de LH se
incrementan durante el periodo postnatal, no asi la FSH (Lafortune et al., 1984).
En estas razas los niveles de testosterona son elevados, mientras que en
machos Fec?, los niveles son similares a los observados en no portadores. En
estudios realizados en nuestro pais a partir de animales resultantes de
cruzamientos entre Merino Booroola y Corriedale, e Ideal o Merino, se han
confirmado mucho de los efectos del gen Fec? (Fernandez Abella, 1987,
1995a), indicando que la introduccidén del gen en nuestras razas es un aporte
viable para obtener mejoras en la prolificidad.

El componente reproductivo determinante de los incrementos mas
significativos en cuanto a la fecundidad ovina, esta dado por la prolificidad o
tamano de la camada; siendo la utilizacion de razas prolificas clave para lograr
altas tasas de destete.

Dentro de las desventajas asociadas a los fenotipos Booroola, la mas
marcada es el bajo peso al nacer que presentan los corderos portadores del
gen respecto a los no portadores. Se ha relevado en estudios recientes, la no
existencia de un efecto pleiotropico del gen Booroola sobre dicha caracteristica
(Walling et al., 2000). Sin embargo, se detectd la existencia de otro locus
estrechamente ligado al Fec®, que si afectaria el crecimiento desde el
nacimiento hasta el destete (Walling et al., 2000).
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2.4 MULTIOVULACION Y TRANSFERENCIA DE EMBRIONES (MOTE)

Este programa biotecnolégico utiliza en forma simultanea ambos
progenitores genéticamente superiores lo que implica avanzar mas rapidamente
que los métodos de inseminacion artificial, ya sea por via cervical como
intrauterina, obteniendo un mayor progreso genético anual (Fernandez Abella,
2006), dado que el rapido avance genético se logra al disminuir el intervalo entre
generaciones y especialmente, al ejercer un mayor diferencial de seleccion en los
padres (Cardellino y Rovira, 1987).

Implica en primer término, seleccionar la hembra donante asi como el
macho o semen a utilizar, éstos seran considerados “mejores” segun los objetivos
y criterios utilizados en la seleccion, luego, mediante un tratamiento donde se
combinan diferentes hormonas reproductivas se induce la super o multiovulacion
en la hembra denominada como donadora. Se procede con la colecta de los
embriones y finalmente se realiza la criopreservacion y transferencia, o bien, la
criopreservacion en medio congelado (Fernandez Abella, 2006), segun cual sea el
destino final de dichos embriones. Esta biotecnologia se la ha utilizado para
hacer aumentar poblaciones de caprinos escasos y caros (Gordon, 2006).

La primer transferencia de embriones (TE) se remonta a la realizada por
Walter Heape en Inglaterra hace mas de un siglo; Tim Rowson y asociados,
trabajando en Cambridge con ovejas a mediados de la década de los 50,
mostraron la utilidad de la TE como herramienta de investigacién y ha sido
usada en muchos aspectos de la investigacion en reproduccion de la década
(Gordon, 2006), aunque segun Armstrong y Evans (1983) fue realizada por
Warwick y Berry en 1933 en ovejas y cabras.

En Uruguay, la primer transferencia de embriones ovinos la realizé Anibal
Duran del Campo en el afo 1969, posteriormente, en 1978, Cavestany,
Hughes, Cash y Duran del Campo realizan otros trabajos (Cavestany et al.,
1979).

Al presente, se conoce que la TE en los pequenos rumiantes tiene el
potencial de facilitar el movimiento seguro del plasma germinal por todo el
mundo siempre que se tomen medidas preventivas adecuadas contra las
enfermedades en el manejo de los embriones y animales, igualmente puede ser
un método para evitar la trasmision de enfermedades a la descendencia
(Gordon, 2006).

En Uruguay, recién en el 2001 se realizan comercialmente y por rutina
los primeros programas de multiovulacion y transferencia de embriones
(MOTE) en numero importante de dadoras o donantes de embriones ovinos
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SAMM vy Dorper por un equipo uruguayo (Fernandez Abella, 2006). Unos dos
anos antes, el equipo de Rubianes de la Facultad de Veterinaria, que desde la
década del 90’ investiga en el area, aplica un programa MOTE en el ambito
comercial en dadoras de la raza Corriedale. En el afio 1996, Boggio Devincenzi
realiza trabajos de recoleccién y congelacion (convencional y vitrificacion) de
embriones Corriedale en la cabana “Granja Roland” del Dr. Caorsi en Trinidad.
En el 2000, los doctores Lago y Perdigbn también realizan trabajos
experimentales de recoleccion de embriones ovinos (Fernandez Abella, 2006).

Segun Bonino et al. (1989) debe tenerse en cuenta la raza donante, tipo de
servicio, factores ambientales, nutricionales y sanitarios, asi como el numero de
progenies de la donadora, la edad de ésta y el caracter a seleccionar. Se logran
mayores éxitos con embriones de ovejas adultas que con jévenes (Smith, citado
por Fernandez Abella, 2006), aunque segun Bari et al. (2000), las mas jévenes
tienen mayor porcentaje de embriones de alta calidad (transferibles).

Dado que en la mayoria de los casos el objetivo es la mejora genética,
las dadoras deben tener un valor genético evaluado a través de su progenie
(Fernandez Abella, 2006), por ende, es deseable que sean multiparas, es decir
de al menos 1,5-2 afos de edad. No obstante, esta biotecnologia es utilizada
para introducir o multiplicar una raza exética, de alto valor o escasa (Fernandez
Abella 2006, Gordon 2006)

El costo de todo el proceso es muy alto (hormonas, recursos humanos,
otros) en términos relativos, lo que limita la aplicacién a gran escala en nuestro
pais (Bonino y Sienra, 1986). Cabe destacar que la alta variabilidad en la
respuesta, a los diferentes tratamientos de superovulacion es la principal causa de
fracaso y es comun para todos los protocolos conocidos hasta el momento
(Azzarini 1992, Gong y Webb 1996). Actualmente se practica casi
exclusivamente en establecimientos cabaferos, donde la mejora genética es el
principal objetivo de produccion, es decir, lograr reproductores genéticamente
mejores. Dado esto, la imposibilidad practica de canular el cuello uterino y la
heterogeneidad en la respuesta superovulatoria, en ovinos no se ha aplicado tanto
como en bovinos (Fernandez Abella, 2006).

2.4.1 Produccion mediante multi o superovulacion

Las primeras descripciones de superovulacion para la produccion de
embriones se remontan a Smith y Engle en 1927, que usaron preparados a
base de adenohipdfisis para inducir el incremento cuadruple en la ovulaciéon de
ratas y ratonas (Gordon, 2006).

Hasta la fecha se ha venido investigando en muchos paises la manera
de estimular al animal para provocar la super o multiovulacién, es decir la forma
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de producir la mayor cantidad de ovocitos, que éstos lleguen a madurar
adecuadamente de manera de ser expulsados (ovulacion) para finalmente ser
fertilizados y asi obtener un alto niumero de embriones viables, en otras
palabras, una tasa ovulatoria mayor a la esperada normalmente y una efectiva
fertilizacion, esto se logra mediante el uso de gonadotropinas (Azzarini 1992,
Fernandez Abella 2006). La variacion genética de la tasa ovulatoria evidenciada
en condiciones naturales de reproduccion, puede no estar controlada por los
mismos genes que determinan la respuesta a los métodos artificiales de
multiovulacion (Azzarini, 1992).

La superovulacion puede ser afectada por diversos factores, entre los
que se encuentran el tipo o fuente de gonadotropina (Azzarini 1992, Aké Lopez
et al. 2003), la dosis de gonadotropina empleada (Aké Loépez et al., 2003), la
relacion FSH/LH, la edad, la raza, la época y otros (Azzarini, 1992). La utilizacion
de FSH porcina (pFSH) genera la formacién de anticuerpos, lo que no ocurre
con la FSH ovina (oFSH). No obstante, la respuesta ovulatoria es muy variable
entre distintas partidas de oFSH (Fernandez Abella, 2006). Cuando se utiliza
FSH que contiene o esta contaminada con cierta proporcién de LH, la respuesta
disminuye (Chupin et al., Donaldson et al., citados por Aké Lépez et al., 2003),
sin embargo otros trabajos muestran que la aplicacion de FSH junto con una
cantidad conocida de LH pude incrementar la misma (Chupin et al., Wierzchos
et al., citados por Aké Lopez et al., 2003). Segun Joyce et al. (1998), la
estimulacion de foliculos con FSH reduce la concentracion de estrégenos y
testosterona, y tiene una baja incidencia en el fenomeno de atresia.

Diversos estudios demuestran que al utilizar FSH se obtiene mejor
respuesta a la superovulacion que cuando se utiliza la gonadotropina sérica de
yegua prefada (PMSG) (Armstrong y Evans 1983, Jabbour y Evans 1991).

La FSH, cuando es utilizada para inducir la mutiovulacion en cabras se
administra normalmente en dos veces al dia dado su corta vida (Armstrong,
1983), una sola inyeccion resulta en una menor tasa ovulatoria y un menor
numero de embriones colectados comparados con dos dosis diarias (Chupin y
Procureur, citados por Batt et al., 1993).

Extractos de la pituitaria del caballo y FSH pituitaria preparada
comercialmente (Armstrong y Evans 1983, Jabbour y Evans 1991), de origen
porcino, ambas han sido usadas como gonadotropinas alternativas a la PMSG y
se sugiere que producen ovocitos de mayor calidad que esta ultima. También
existe la posibilidad de usar la HMG (gonadotropina de menopausia humana)
pero ademas de ser cara, no es mas eficiente (Azzarini, 1992). Altas dosis de
PMSG pueden estimular el desarrollo de foliculos grandes y por ende su
persistencia y pueden afectar negativamente la fertilidad (Bindon y Piper 1982,
Robinson et al., Evans y Robinson, citados por Jabbour y Evans 1991). A su
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vez, podria no solo incrementar el niumero de foliculos, sino también la tasa de
crecimiento de cada foliculo individual (Turnbull et al., citados por Jabbour y
Evans, 1991), resultando en un mayor numero de células productoras de
esteroides dentro del foliculo, lo que Jabbour y Evans (1991), agregan que
existe un efecto negativo en el transporte de espermatozoides y en el ambiente
utero tubarico para los embriones, aunque segun Azzarini (1992), los resultados
pueden mejorarse con el uso de combinado de gonadoliberina (GnRH) o suero
anti-PMSG.

Desafortunadamente, la PMSG es también luteinizante (como la LH), lo
que puede causar efectos no deseados como la maduracién anormal de oocitos
(Kumar et al., citados por Batt et al., 1993) asociado con una alta frecuencia de
regresion temprana de CL (Armstrong, citado por Batt et al., 1993). Sin
embargo, los resultados de Jabbour y Evans (1991) demuestran que la PMSG
es mas esteroidogénica en ovejas y que utilizando ésta en combinacion con
dosis decrecientes de FSH resultan ser menos perturbadoras en términos de
los niveles y patrones pre-ovulatorios de secreciones de estrogenos y LH, y al
mismo tiempo, se logra un ambiente mas favorable para la fertilizacion vy
desarrollo embrionario temprano dentro del tracto reproductivo de la hembra.
Batt et al. (1993) sefala también que es posible la superovulacién utilizando
dosis decrecientes de FSH en combinacién con una sola inyeccién de PMSG,
dado que ésta tiene una vida media mas larga.

La cantidad de embriones de calidad (transferibles) esta afectada
negativamente por la presencia de foliculos grandes (>6mm) al inicio del
tratamiento superovulatorio (Gonzalez Bulnes et al. 2002, 2003a, Cognié et al.
2003). Segun Hafez et al. (2002), en ovejas, uno o dos foliculos grandes
secretan mas estrogenos y ligan mas gonadotropinas a las células de la
granulosa que todos los de menor tamafio. Para eliminar dichos foliculos se
utilizan antagonistas a GnRH, combinados con tratamientos de progestagenos
que suprimen a las gonadotropinas enddgenas y el desarrollo folicular superior
a 1-2 mm.

Se ha demostrado que, en ausencia de CL, se incrementa la secrecion
de LH, ese aumento de frecuencia promueve el crecimiento de foliculos
grandes (Evans et al., 2001).

El numero de foliculos presentes al momento de iniciar el tratamiento
hormonal, esta correlacionado con la respuesta obtenida (Gibbons y Cueto,
1995). Los efectos inhibitorios de foliculos grandes son mas fuertes en ausencia
de CL (progestagenos insertos hacia el final de la fase luteal o en la fase
folicular) que en presencia de CL (progestagenos insertos al comienzo de la
fase luteal). En ausencia de CL, seran reforzados los efectos dominantes de
foliculos mayores, los cuales inducen a la regresiéon de foliculos subordinados.
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El numero y calidad de los embriones colectados no solo es afectado por la
poblacion folicular presente en los ovarios al principio del tratamiento con FSH
sino que también es afectado por la presencia o ausencia de CL que es visible
mediante la ultrasonografia, a su vez, foliculos dominantes podrian ser
afectados por el efecto supresivo de la progesterona (Gonzalez Bulnes et al.,
2002) administrada antes y durante el tratamiento con gonadotropinas.

De acuerdo con otros estudios, la alta concentracién de progesterona al
inicio del tratamiento mejora la respuesta del ovario en ovejas y en el caso de
usar CIDER, sustituirlo antes de empezar el tratamiento con FSH es
recomendado en protocolos tradicionales (Thompson et al., citados por
Menchaca et al., 2009). Recientemente, se demostr6 que no cambian los
resultados respecto al numero de CL, ni la viabilidad de los embriones si en vez
de que el tratamiento con progestagenos fuese de 11-14 dias, éste sea mas
corto (5-7 dias) (Menchaca et al., 2009).

Por otro lado, Joyce et al. (1998), sefiala que utilizando la hormona de
crecimiento (rGH) junto con FSH en tratamientos de superovulacion, hace
incrementar el ritmo de maduracion y el numero de foliculos de tamafo medio,
pero no tiene efectos en la tasa ovulatoria.

Una inyeccion de GnRH 30-36 horas después de retirados los pesarios
mejora la sincronizacion de las ovulaciones, determinando que una
inseminacion intrauterina 48 horas después de retiradas las esponjas, sea
suficiente para obtener un buena tasa de fertilizacion (Cognié et al., 2003).
Después de la estimulacidon hormonal, las ovulaciones se producen en un
periodo de 6 horas (58 + 6h) (Cognié et al., citados por Fernéndez Abella,
2006).

El servicio directo por el carnero mejora las tasas de concepcion, pero el
uso de la laparoscopia asociada al servicio natural no modifica los resultados
(Bari et al., 2000). Como el objetivo es obtener embriones de alta calidad
muchas veces es necesario recurrir al semen congelado, lo cual determina el
uso de la inseminacioén intrauterina.

Una sola dosis de GnRH (8,0ug buserelina) administrada al final del
tratamiento super-estimulante induce un pico de LH en un plazo de 4h, y la
ovulacion ocurre entre 20 y 32h después, esto fue demostrado en cabras por
Rubianes y Menchaca (2003). Walker et al., citados por Menchaca (2010)
reporté que dicha dosis de GnRH al final del tratamiento con FSH incrementaba
la produccion de embriones. Sin embargo, otros autores no lo recomiendan
dado que puede existir un segundo aumento de LH que hace disminuir la
produccion de embriones (Cognié, 1999). Un estudio reciente mostré que la
administracion de GnRH 24h después de haber sido retirado el CIDER aumenta
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significativamente la tasa de fertilidad (de 84 a 93%) y el numero de embriones
transferibles por dadora (6 a 8 aproximadamente) comparado con aquellas
ovejas no tratadas con GnRH (Menchaca et al., 2009). Ademas, las tasas de
fertilizacion fueron mejoradas mediante la deposicion del semen dentro de los
cuernos uterinos utilizando la técnica de inseminacion por laparoscopia (IAIU)
(Robinson et al., Bari et al., citados por Menchaca et al., 2010).

En muchos programas usando GnRH 24h después de retirar el CIDER e
inseminando por via laparoscopica, se obtuvieron tasas de fertilizaciéon del
91,9% (3917/4262) y 86,4% (3048/3528), usando semen fresco (16h después
de la GnRH) y congelado (16 y 24h después de la GnRH) respectivamente
(Menchaca, citado por Menchaca et al., 2010).

Es comun que se realice una sincronizacion del estro y ovulacién previo
al tratamiento de multiovulacién, con el uso de progesterona, prostagrandina y/o
GnRH o sus respectivos analogos, como es el caso de algunos estudios
realizados por Menchaca et al., donde se postula el denominado “Protocolo dia
07, donde se sincroniza la ovulacion y se comienza con el tratamiento de
superovulacion enseguida luego de ese dia (tomado como dia 0). En dicho “pre-
tratamiento” también se administran las mismas hormonas de muchos
tratamientos tradicionales (Pg, PMSG y GnRH) y supone que poco después de
la ovulacion no hay foliculos grandes y si existe la presencia de un grupo
homogéneo de foliculos pequefios en crecimiento en todas las hembras
(Menchaca et al., 2010).

Una alternativa para sincronizar la emergencia de la primer onda folicular
es administrando un antagonista de la GnRH durante 10 dias para suprimir la
secrecion de LH, prevenir la presencia de foliculos grandes y aumentar el
numero de foliculos pequefios (Cognié et al., Gonzales Bulnes et al., citados por
Menchaca, 2010). Esto ha dado como resultado mayores tasas ovulatorias en
cabras y ovejas, mayor numero de embriones colectados en ovejas (Cognié,
1999), pero también un menor numero de o6vulos sin fertilizar, embriones
degenerados y menor numero de embriones transferibles en cabras (Cognié et
al., 2003). Se examinaron tratamientos con 3 dosis cada 5 dias (Cognié et al.,
2003) y una dosis unica de accion prolongada (Lopez Alonso et al., citados por
Mechaca et al.,, 2010) en ovinos, los cuales fueron efectivos en suprimir la
secrecion de gonadotropinas y la presencia de grandes foliculos al momento de
iniciar el tratamiento con FSH, pero al mismo tiempo fue afectada
negativamente la produccion de embriones (Menchaca et al., 2010).

Los tratamientos multiovulatorios pueden repetirse teéricamente cada 6
semanas o dos meses, segun Azzarini (1992), Fernandez Abella (2006)
respectivamente. Si bien la mayoria de los animales mantienen una respuesta
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elevada durante 2 anos, el nivel de la misma decae con el numero de
tratamientos (Chemineau et al., 1991).

2.4.1.1 Antecedentes de protocolos de multi o superovulacion

A continuacién se presenta el cuadro No. 4 con los protocolos de multi o
superovulacion mas utilizados principalmente en ovejas, aunque también se
sefalan algunos en cabras.



Cuadro No. 4. Protocolos de multi o superovulacion.

MEDIA (N°CL o
AUTOR/RES METODO SINCRONIZACION FSH PMSG GnRH *embriones
colectados)
Esponjas con 40mg acetato de | 8 dosis decrecientes cada 12h. (1,5mL*3;
fluorogestona (dia 0), cambio por 1,25mL*2; 1mL*3) comenzando enla 114 (12,7-
Gonzalez Bulnes et al. ; , . ; : ;
(2002, Raza: Manchega) otra nueva (dia 7) hasta dia 14. mafana del dia 12. El retiro de laesponja 10,0)
" ’ g Una dosis de PGF2a coincide con la 6 dosis yel estro se detecta (*7,241,25)
(Cloprostenol) el dia 12. 24h despues.
6 dosis de 4mg cada 12h comenzando 48h 1000010 1500L ) S
. antes de sacar 8,0 (2-15)
antes de sacar esponjas. .
esponjas.
6 dosis decrecientes cada 12h de 4-4-3-3-1-
Bonino et al. (1989 Raza: Esponjas con 60mg 1mg comenzando 48hs. antes de sacar 2,0(0-2)
Corriedale) medroxprogesterona durante 14 esponjas.
dias. 1000U1: 400Ul junto
: : con la 1er dosis y
3d da 24h:4-3-3mg, | 48h ,
0sis C:n t:S . sacar:sg ; ,p;smera 300Ul junto con las 86 (4-12)
REVIES: demés (de 3mgde
FSH).
. 6 dosis decrecientes cada 12h de FSH S0ug20h
Esponjas con 60 mg acetato de ina de 4-3-3-3.2-1 do 48h despues de 12 (12
Batt et al. (1993,Cabras medroxiprogesterona. poreina de &-no-c-c- Mg comenzando sacar F12)
Raza: Cruza Cashmore x antes de sacer esponjas. esponias
Angora) : :
Esponjas con 60 mg acetato de |8 dosis cada 12h de 1,25mL de FSH Ovagen ; ; i
: ) idem anterior | 11,9 (*10,2)
medroxiprogesterona. comenzando 72h antes de sacar esponjas.
6 dosis cada 12h de FSH ina (40-40-40- 12,0£0,5
O'Callaghan et al. (2000, | Esponjas con 45mg de acetato de EAliN 2 porcn"la ( ,
- ) 40-20-20mg) comenzando 2 dias antes de (foliculos
Raza: no indica) fluorogestona durante 8 dias . .
retirar esponjas ?73mm)

S€



MEDIA(N°CL o

AUTOR/RES METODO SINCRONIZACION FSH PMSG GnRH *embriones
colectados)
Esponjas coln 60 mgacetatode | 4mg de FSH porcina 4.8h antes de retirar | 200Ul 48h antt?s de idem anterior | 3.2 (*16)
medroxiprogesterona. esponjas sacar esponjas
Esponjas coln 60 mg acetatode | 4mg de FSH porcina 4.8h antes de retirar | 400Ul 48h antgs de idem anterior | 6.3 ('6.0)
medroxiprogesterona. esponjas sacar esponjas
Esponjas coln 60 mg acetatode | 12mg de FSH porcina /Il8h antes de retirar | 200U148h al'ltl?S de idem anterior | 8.7 (“7,1)
medroxiprogesterona. esponjas sacar esponjas
Esponjas con 60 mg acetato de | 12mg de FSH porcina 48h antes de retirar | 400U148h antes de dem anterior | 9.9 (*36)
:ﬁ e(t: al. (1g93ifabras medroxiprogesterona. esponjas sacar esponjas T
za:Liliza Lashmere X Esponjas con 60 mg acetato de 2,5mL de Ovagen 48h antes de retirar 200U148h antes de |, , ”
Angora) : : : idem anterior | 13,6 (*12,4)
medroxiprogesterona. esponjas sacar esponjas
Esponjas coln 60 mg acetato de 2,5mL de Ovagen 48.h antes de retirar 400U148h antt?s de idem anterior | 15.2(12.2)
medroxiprogesterona. esponjas sacar esponjas
Esponjas cop 60 mg acetato de 7.5mL de Ovagen 48.h antes de retirar 200U148h antt?s de idem anterior | 14.2 (9,8
medroxiprogesterona esponjas sacar esponjas
Esponjas con 60 mg acetato de 7,5mL de Ovagen 48h antes de retirar 400U148h antes de |, , N
, , , idem anterior | 14 (*9.4)
medroxiprogesterona esponjas sacar esponjas
Esponjas con 40mg de acetato de
fluorogestona (dia 0) cambiandose
Gonzalez Bulnes et al. | porotra nueva el dia 7 yretiradose | 8 dosis decrecientes cada 12h (1,5mL*3; 114411
(2003b, Raza: el dia 14. Ademas, una dosis de | 1,26mL*2; 1mL*3) comenzando 60h antes i o
. ; (*4,314)
Manchega) 125ug de cloprostenol en el de cambiar esponja

mismo momento de la 1% inyeccion
de FSH

9¢



MEDIA (N°CL o

AUTOR/RES METODO SINCRONIZACION FSH PMSG GnRH *embriones
colectados)
7,5 (media
CIDER con 0,3g de progesterona entr'e il 4
de 5 a14 dias, siestan mas de 7 S;ggr::cl)\lr: 2:3
dias se cambian poruno nuevo 1 | 8 dosis decrecientes de FSH porcina cada
dia antes de empezarcon la FSHy| 12h (2,56-2,5-1,8-1,8-1,2-1,2-0,5-0, 5mL) 20(::&;':2;’8;?; ik 13'%%}%?:9)5;
160p de delprosnato (analogo de |comenzando al momento de retirar el CIDER )
; g no habian
PGF2a) al momento de retirar el diferencias
CIDER S
significativas
(*4.0)
CIDER con 0,3g de progesterona id e 300Ul al momento de 84 (7,7-9,1)
durante 14 dias eem A retirar el CIDER (*3,240,5)
CIDER con 0,3g de progesterona Brdosis dacrecieninsde Eoh parinaicada 200Ul al momento de 7,0(7,7-6,3)
durante 14 dias Bl L e e A L e retirar el CIDER (*3,6£0,6)
comenzando 60h antes de retirar el CIDER T
Menchaca et al. (2009, CIDER con 0,3g de progesterona idem anterior 7.9(8,4-74)
Raza: Merino) durante 14 dias (*5,3£0,5)

8 dosis decrecientes de FSH porcina cada

8,0ug acetato
de buserelina

momento de retirar el CIDER.

PGE

CIDER con 0,3g de progesterona anélogode | 10,3 (9,6-11,0)
durante 14 dias 120112,6-221,6-1.8-1.2-1,2:0,5-0,3mL ) (GnRHE)] 24h | (*7,620,6)
comenzando 60h antes de retirar el CIDER
antes de
retirarCIDER
CIDER con 0,3g de progesterona 8 dosis decrecientes de FSH porcina cada 8,7 (8.0-9.4)
drants 14 dias 12h (2,5-2,5-1,8-1,8-1,2-1,2-0,5-0,5mL) (*5,8+0,7)
comenzando 60h antes de retirarel CIDER
PROTOCOLO 0 (el comienzo del 8,0ug acetato
tratamiento con FSH debe coincidir| 8 dosis decrecientes de FSH porcina cada de buserelina
con la "primer ola folicular”, por lo 12h (2,5-2,5-1,8-1,8-1,2-1,2-0,5-0,5mL) (andlogode | 4 (12.1-
que se sincroniza previamente con | comenzando 60hs antes de retirar el CIDER. GnRH) 24h |, 9)'(,,7 9;_1 a)
CIDER durante 6 dias, 300Ul de | Enla7°y8°dosis se aplica PGF (80ug de despues dela| il
PMSG yuna dosis de PGF al delprostenato) 1°dosis de

LE



MEDIA (N°CL o

AUTOR/RES METODQ SINCRONIZACION FSH PMSG GnRH *embriones
colectados)
Esponja (dia 0) con 45mg de
acetato de fluorogestona durante .
Gonzalez Bulnes et al. TR, S TS DT 8 dosis cada 12 h de 1,25mL (Ovagen) 143 (13-

(2003a, Cabras, Raza:
Murciano-Granadina)

de cloprostenol (analogo de
PGF2a) simultanec con la 1°dosis
de FSH

comenzando en la mafiana del dia 14 (60h
antes de retirar esponja)

14,8) (*6,8£0 4)

Jabbour y Evans. (1991,
Raza: Merino)

Esponjas impregnadas con
progestagenos durante 12 dias

1200U148h antes de

refirar esponjas

114 (9,6-13,2)

6 dosis decrecientes cada 12h de FSH
porcina (3,5-3,5-2,5-2,5-1,5-1,5mg)
comenzando 48h antes de retirar esponjas

72(4797)

6 dosis decrecientes cada 12h de FSH
porcina (2,5-2,5-2,0-2,0-1,0-1,0mg)
comenzando 48h antes de retirar esponjas

700Ul 48h antes de

refirar esponjas

11,1(9,0-13.2)

Rexroady Powell. (1990,
Raza: no indica)

Esponjas con 60mg de 6-metil-17-
acetoxyprogesterona durante 16
dias

1 dosis de 5mg a las 16:00h (72h antes de

retirar esponjas) seguido de ofras 6 dosis

de 2,5mg cada 12h de FSH porcina, siendo

la Ultima inyeccion conicidente con el retiro
de esponjas

12,1(9,8-14,4)
(+6,741,1)

Esponjas con 60mg de 6-metil-17-
acetoxyprogesterona durante 16
dias

3 dosis de 5mg seguido por 2 de 2,5mg y
las esponjas son retiradas 24h antes de la
ultima dosis

115 (9,9-13,1)
(*5,0¢1,1)

Idem anterior pero ademas, se
agregan 2 inyecciones de PGF de
7,5mg cada una con un intervalo

de 1,5h entre ambas, 24h antes de
ultima inyeccion FSH

idem anterior

12,4 (10,2-
14,6) (*6,9¢1 5)

8¢



AUTOR/RES

METODO SINCRONIZACION

MEDIA (N°CL o

Una mitad del grupo: 2 inyecciones
de 100pg de cloprostenol con un
intervalo de 10 dias. En la otra
mitad, esponjas con 40mg de
acetato de fluorogestona el dia
despues de la owlacion

Gonzalez Bulnes et al.
(2005, Raza: Manchega)

esponjas con 40mg de acetato de
fluorogestona el dia despues de la
owlacién (dia 0) yson
reemplazadas por nuevas el dia 7
hasta el dia 14, ademas al
momento de la 1°dosis de FSH se
aplica una dosis de 125ug de
cloprostenol

Aké Lopez et al. (2003,
Raza: Pelibuey)

Previamente, sincronizacion con
implante Norgestomet durante 9
dias yal retirarlo se aplica 150Ul
de PMSG. Al tercer dia del
tratamiento con FSH, 7,5mg de
PGF2a en la mafiana y ofra dosis
igual en la tarde

Armstrong y Evans
(1983, Raza: Suffolk)

Esponjas con progestagenos
insertas 10-12 dias antes de
comenzar el tratamiento, retiro de
pesarios en la 5° dosis de FSH (14

dias)

idem anterior

FSH PMSG GnRH *embriones
colectados)
8 dosis decrecientes cada 12hs. (26,4
unidades de NIH-FSH-S1*3-22,0*2 y17,6*3) -
Ovagen- comenzando en la manana del dia 12,2 (*9,1)
12 (dia0: ovulacion segun sincronizacion
previa)
8 dosis decrecientes cada 12hs. (26,4
unidades de NIH-FSH-S1*3-22,0°2 y17,6*3) - .
< . 10,5 (*8,2)
Ovagen- comenzando en la mafiana del dia
12
500Uly 500Ul de LH, en 8 dosis
decrecientes (200U1*2-150U1*2-100UI*2- 12,4118,10
50UI*2) comenzando el dia 9-10 del ciclo (*6,2515,69)
(dia 0: estro)
25mgen 8 dosis decrecientes cac?a 12h (5-41 8284778
4-3-3-2-2-2mg) comenzando el dia 9-10 del 5
. : (*7,75£5,86)
ciclo (dfa 0: estro)
8 dosis de 2,5-3mg cada 12h (%‘;%%)
7.7
1500-2000U1 Yo o
(*3,5¢16)

6€
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2.4.2 Eleccidn de donantes

Boggio Devincenzi (2001) indica que las donadoras de embriones deben
estar en perfectas condiciones de salud, no solo desde el punto de vista general
sino que fundamentalmente debe tener en perfectas condiciones de "salud" su
tracto genital. Ademas, deben presentar ciclos estrales normales (por lo menos
dos deben ser observados).

Al tratarse de un animal genéticamente superior a los de su generacion
(para la mayoria de los casos en que se realiza transferencia de embriones),
debe estar libre de enfermedades de transmisidén genética (hipoplasias genitales,
braquignatismo y muchas mas) e infectocontagiosas (aunque hay trabajos que
indican que el embridn no transmite ciertas enfermedades infecciosas).

Segun Aké Lopez et al. (2003) las hembras se seleccionan en base de
los siguientes criterios: que no estén amamantando, que tengan entre dos vy
seis partos, que no tengan problemas reproductivos en su ultimo parto, y que
tengan una condicion corporal entre 3 y 4, de acuerdo con la escala de 1 al 5.
Ademas, Bonino et al. (1989) sefiala la preferencia de trabajar con ovejas mas
jovenes con el fin de reducir el intervalo generacional (1G).

Se la debe manejar con todo el "carifio" posible a los efectos de que el
estrés al que pueda estar sometida sea el minimo posible, ya que cualquier
estrés al que se la someta tendra influencia negativa; o en la respuesta a la
superovulacidon o en los indices de recoleccibn de embriones transferibles
(Boggio Devincenzi, 2001).

2.4.3 Eleccion de receptoras

La hembra receptora es un factor determinante en el buen éxito de un
programa de transferencia de embriones.

Una vez seleccionada por su genotipo, edad, facilidad de parto, estado
fisiolégico, condicidn corporal y salud, tanto general como reproductiva; debe
tener "habilidad" para demostrar estro y la mucosa del utero debe estar en
excelentes condiciones (Broadbent et al., 1991).

Turner et al., Graines et al., citados por Broadbent et al. (1991) indican que
las cruzas son mejores receptoras que razas puras, al igual que Moore (1982),
Bonino et al. (1989), quienes afirman que la raza de la receptora debe ser distinta
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de la donadora.

Se debe tener en cuenta entre otros factores, el precio de la receptora y la
adaptacion al medio en términos de nutricion, enfermedades y cambios climaticos
(Broadbent et al., 1991).

Toda hembra seleccionada como receptora debe de haber parido por lo
menos una vez y se debe conocer su tipo de parto y su habilidad materna
(Boggio Devincenzi, 2001).

Broadbent et al. (1991) sefalan que los requerimientos de agua,
minerales, vitaminas y niveles de energia, proteina y fibra deben estar acordes
con el estado fisiolégico de la receptora y que la oferta de forraje y cambios
bruscos de clima inciden en la fertilidad, por lo que los animales deben presentar
un buen estado alimentario y en un ambiente favorable que aseguren una buena
salud. El stress influye en la demostracion de celo, en el ciclo estral, en la
ovulacién, desarrollo e implantacion del embrién, y en la prefiez.

Debe haber una sincronia lo mas pareja posible entre el celo de la
receptora y la dadora de los embriones. Esta sincronia es fundamental para una
correcta implantacion y desarrollo del embridn; el utero de la receptora deberia
estar en las mismas condiciones hormonales y anatdmicas que el de la dadora.
De una correcta y exacta deteccion de celo depende el grado de sincronia entre
dadora y receptora (Boggio Devincenzi, 2001).

Se ha comprobado que con mas de 12h de asincronia entre el celo de la
receptora y dadora, el porcentaje de prefiez post transplante decrece
abruptamente (Aké Lépez et al, 2003), aunque Armstrong y Evans (1983)
realizaron estudios con 1 dia de asincronia, obteniendo buenos resultados.

Bonino et al. (1989) senala ademas que la receptora esté en buenas
condiciones, sin problemas mamarios y con un estricto control sanitario, que la
relacion respecto a la cantidad de donantes sea de 10 a 1 respectivamente, lo
cual permite cubrir fallas comunes en la sincronizacion.

2.4.4 Colecta
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La colecta se realiza a los 5-7 dias luego de la fertilizacion (embriones en
estado de morula o blastocisto) a través de un lavado o flushing de los cuernos
uterinos por via quirurgica, semi-laparoscopica (Bari et al. 2000, Evans et al.
2001, Fernandez Abella 2003, Gonzalez Bulnes et al. 2002, 2003a, 2003b,
2005, Aké Lopez et al. 2003, Menchaca et al. 2009) y también no quirurgica
(Ramén Ugalde, s.f.).

La oveja donante es anestesiada, via anestesia general (Garcia Garcia
et al. 2002, Gonzalez Bulnes et al. 2002, Menchaca et al. 2009) y/o
tranquilizante local (Jabbour y Evans, 1991). Posteriormente, se la coloca en
una pequefia camilla donde mediante un laparoscopio se observan los ovarios
para ver la respuesta al tratamiento superovulatorio a través de la observacién
de los cuerpos luteos.

La obtencibn de embriones mediante cirugia esta limitada por las
adherencias post-operatorias que se producen (Hafez y Hafez, 2002), las
cuales reducen el numero de intervenciones que se pueden practicar a una
misma oveja y disminuyen la tasa de recuperacion por problemas de tipo
mecanico. Pese a esto, la técnica quirdrgica es la mas utilizada, ya que permite
recuperar mayor cantidad de embriones, asi como realizar mas numero de
animales por dia, se pueden recuperar embriones a través del oviducto (Hunter,
Ramédn et al. (sin publicar), o a nivel del cuerno uterino, que es la técnica de
mayor uso y desarrollo actual (Ramoén et al., Tervit et al., citados por Ramén
Ugalde, s.f.).

Segun Fernandez Abella (2006), las técnicas de colecta mas utilizadas
actualmente en el mundo son:

1. la técnica australiana, usando una sonda Foley en la bifurcacién de los
cuernos uterinos; lavando desde la unién utero tubal hacia la parte basal
de cada cuerno. Esta técnica es de las mas comunes, varios trabajos
espanoles realizados por Gonzalez Bulnes et al. (2002, 2003a, 2003b,
2005) utilizan dicha técnica, aunque variando los medios de colecta (ver
figura No. 8, izquierda).

2. la técnica europea, realizando un flushing desde el cuerno al oviducto
(ver figura No. 8, derecha).

Figura No. 8. Técnicas quirurgicas utilizadas para colectar embriones. Izquierda:
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Flushing o lavado desde el cuerno al oviducto. Derecha: Técnica antigrado de
lavado desde la union uterotubal hasta la parte basal del cuerno.
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Fuente: extraido de Fernandez Abella (2006).

Este mismo autor sehala que la técnica australiana es mucho mas rapida
que la europea (10 minutos vs 20 minutos), colectandose un 40% mas de
embriones y reduciéndose la formacién de adherencias, y que la técnica por
laparoscopia es muy lenta (30-40 minutos) y se recuperan el 60% de los
embriones colectados por la técnica quirurgica.

Entre los métodos no quirurgicos el mas usual es el que se realiza por
endoscopia (Mc Kelvey et al., 1986). Con este método, se evitan los problemas
de adherencias pero la tasa de recuperacion es inferior a la que se logra
mediante la perfusién quirurgica (Tervit et al.,, 1991). Hafez y Hafez (2002)
clasifican y explican dichos métodos como método transcervical y por via
laparoscopica con anestesia general, citando a Mc Kelvey et al., donde la
diferencia fundamental de esta ultima con la técnica quirurgica es que los
instrumentos para el lavado se introducen a través de heridas tipo pufalada en
lugar de por incisidon ventral media.

Existe también la posibilidad de recuperar los embriones mediante la
perfusién via cervical, sin embargo, este sistema es normalmente utilizado en el
vacuno y caprino, resulta dificil de aplicar en el ovino debido a la propia
morfologia del cérvix. Ha sido desarrollada una forma mixta o semiquirurgica
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que modifica la técnica quirurgica tradicional de Hunter; ésta técnica se apoya
en el uso del endoscopio y permite alcanzar altas tasas de recuperacion de los
embriones. Los resultados obtenidos por Ramoén Ugalde (s.f.) mostraron que
existe una correlacion positiva entre la tasa de recuperacion embrionaria y la
tasa ovulatoria (r= +0.7718; p<0.001), asi como entre el numero de embriones
recuperados y la tasa ovulatoria (r= +0.9744; p<0.001).

Los medios de colecta que se utilizan son variados, siendo el mas comun
la solucion fosfato buffer salina (PBS) o el suero albumino bovino (BSA)
(Gonzalez Bulnes et al., 2002), el cual habitualmente se le complementa con
suero fetal bovino y antibiético (Aké Loépez et al., 2003) o simplemente con
suero (10%) (Evans et al., 2001).

Finalizada la colecta, es conveniente administrar prostaglandina F2a,
para evitar que la oveja dadora quede prefiada (Fernandez Abella, 2006).

2.5 CRIOPRESERVACION

La criopreservacion de embriones determina que las ventajas que ofrece la
tecnologia de la transferencia de embriones aumenten significativamente, al
economizar y aumentar el rendimiento del uso de receptoras. Ademas, permite el
comercio internacional de material genético de gran valor, pudiéndose transportar
embriones por mucho menor costo que el de animales en pie y con mucho menor
riesgo de accidentes y transmisién de enfermedades. El embrién es la forma mas
segura de mover material genético internacionalmente (Boggio Devincenzi, 2001).
Ventajas adicionales al comercio internacional son la adaptacién de la cria al
medio ambiente de la receptora, no solo en términos agroclimaticos, sino también
debido al aporte de anticuerpos maternos durante la gestacién y lactancia (Seidel,
1991). También permite introducir nuevas razas en una region o pais. Desde el
punto de vista practico, la ventaja mas importante es la reduccién de receptoras,
haciendo mas eficiente su uso, ya que representan la mayor inversion en la
industria de la transferencia de embriones, aumentando la eficiencia del proceso.
Los primeros corderos producidos a partir de embriones criopreservados nacieron
en 1976 (Willadsen et al., citados por Cocero et al., 2002).

En el proceso de criopreservacion es esencial eliminar la mayor parte del
agua intracelular antes de que el congelamiento tenga lugar, de lo contrario se
formaran grandes cristales intracelulares que causan dafo mecanico v,
frecuentemente, la muerte celular (Mazur, 1977). Respecto a la supervivencia
embrionaria, ésta resulta diferente segun el método de obtencién de los
embriones sea In vivo o In vitro, el tipo de crioprotector, asi como del estado de
desarrollo del embrién (Cocero et al., 2002).
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Existen basicamente dos técnicas de criopreservacion: la
criopreservacion convencional o congelacién (por enfriamiento lento), y la
vitrificacion (por enfriamiento brusco). Ambos tienen efectos lesivos sobre el
material bioldgico, por un lado el "efecto de solucion", que es el dafo que puede
producir la solucion en las células (alteraciones en la composicion vy
propiedades de las soluciones intra y extracelulares) debido a las diferencias
osmoéticas a que éstas son expuestas y por otro, el "efecto de congelacién”, que
es el dano celular debido a las bajas temperaturas que se alcanzan y a la
formacion de cristales de hielo (Boggio Devincenzi 2001, Martinez 2001). En
ambas técnicas se requiere del uso de crioprotectores para optimizar la
supervivencia del embrién. Los envases utilizados comunmente en la
criopreservacion embrionaria, son las pajuelas plasticas francesas de 0,25 6
0,50 mL o bien las denominadas open-pulled straws (OPS).

Hasta la fecha, la criopreservacion convencional ha dado mejores
resultados en la mayoria de tipos celulares (ya sean células independientes o
embriones y tejidos). Por otro lado Martinez et al. (2006), Green et al. (2009)
afirman que independientemente del sistema utilizado, la tasa de sobrevivencia
de los embriones congelados o vitrificados, obtenidos por colecta (In vivo) o por
cultivo (In vitro), son por lo general similares.

Segun Baril et al. (2001), Papadopoulus et al. (2002), Guignot et al.
(2006), Martinez et al. (2006), Bettencourt et al. (2009), Green et al. (2009) no
habria diferencias significativas en la tasa de prefiez cuando los embriones son
congelados (38 al 73%), vitrificados (52 al 79%) o transferidos en fresco (50 al
90%). Green et al. (2009) afirman que la tasa de prefiez de embriones ovinos
congelados segun el estadio embrionario (moérula o blastocisto) seria similar,
mientras que Garcia Garcia et al. (2006) sostienen que seria superior para los
estadios de mayor desarrollo; Baril et al. (2001) sefiala que puede variar segun
la edad de la donante de embriones.

2.5.1 Crioprotectores

Se trata de solutos organicos que protegen la membrana celular, nucleo
y organulos citoplasmaticos durante el almacenamiento de larga duracién en
nitrégeno liquido. Son esenciales para mantener la viabilidad de la mayoria de
las células criopreservadas (Schneider et al., 1984). Disminuyen el punto de
fusion de las soluciones, reducen la concentracion intra y extracelular de
electrolitos y la excesiva deshidratacion celular a temperaturas bajo cero (Ciba,
1977), reducen el hielo durante la congelacion e influyen en su forma (Mazur,
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1966). También inhiben la actividad de muchas enzimas disminuyendo o
eliminando la actividad de radicales libres responsables de lisis celular, antes,
durante y luego de la congelacién y descongelacién (Carpenter y Crowe, 1988),
estabilizan proteinas celulares (Fahy et al., 1987), mantienen en equilibrio el
potencial quimico del agua intra y extracelular (Ciba, 1977), reemplazan las
moléculas de agua removidas durante la congelacion (Meryman, 1966) vy
bloquean la toxicidad de otros crioprotectores (Fahy et al., 1987).

Reducen el dano celular dado por el efecto solucién y congelacion pero
se debe considerar que tienen caracteristicas toxicas para las células (directa o
bioquimica y osmoética). Existen 2 grupos de crioprotectores: intracelulares,
permeables o penetrantes de bajo peso molecular (glicerol y etilenglicol entre
otros), y extracelulares, no permeables o no penetrantes, de bajo (sucrosa y
trehalosa entre otros) o de alto (ficoll, polivinilpirrolidona y otros) peso molecular.
Un buen crioprotector debe tener alta solubilidad y baja toxicidad a altas
concentraciones y si es penetrante bajo peso molecular para entrar facil y
rapidamente a la célula y obtener el maximo efecto protector.

El tiempo de exposicion de las células al crioprotector depende del
crioprotector utilizado, su concentracion, la temperatura, el tamafio y el tipo de
célula o grupo celular que se va a criopreservar, por ende es que de dichos
parametros que depende la velocidad a la que un crioprotector intracelular
penetra en una célula (Schneider et al., 1984).

El etilenglicol, comparado con otros crioprotectores penetrantes, tiene
ventajas por su alta velocidad de penetracidn y muy baja toxicidad a las células
embrionarias. Cocero et al. (1996) comprueba que la supervivencia lograda con
etilenglicol (45,5%) es similar a la obtenida por embriones frescos (56,5%) y a la
vez, significativamente mayor que para aquellos tratados con glicerol (Cocero et
al., 2002), ademas, se logran mayores valores en términos de tasa de prefiez y
del numero de corderos nacidos. Por otro lado, en la vitrificacion el etilenglicol
también ha demostrado ser el mejor crioprotector, la sucrosa permite
deshidratacion celular favoreciendo la vitrificacién, la asociacion de ambos
posibilitaria obtener buenos porcentajes de sobrevivencia.

Para remover el crioprotector se utilizan crioprotectores no penetrantes y
los embriones son colocados en PBS para que recuperen la isotonicidad y ser
transferidos o llevados a cultivo (Schiewe et al., 1991).
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2.5.2 Criopreservacion convencional o tradicional (congelacién por
enfriamiento lento)

El proceso de congelacién comienza en el espacio extracelular, con la
formacion de cristales de agua pura (hielo). Esto causa un aumento en la
concentracion (hipertonicidad) de la solucidn liquida extracelular restante
respecto al medio intracelular, lo que perturba el equilibrio osmoético atrayendo
agua intracelular al exterior quedando la célula parcialmente deshidratada. La
tasa de enfriamiento (velocidad a la que disminuye la temperatura), debe ser
suficientemente lenta para dar tiempo a que el agua intracelular salga al exterior
de la célula y prevenir formacion de cristales de hielo intracelular, y
suficientemente rapida para minimizar la exposiciéon de la célula al efecto solucion.
Debido a la alta concentracién del liquido extracelular y a la adicion del
crioprotector, tiene lugar un fendbmeno denominado "sobreenfriamiento", por el
que el punto de congelacion de la solucion puede descender mas de 10°C por
debajo del original, (normalmente situado a -3°C). Para prevenir este
sobreenfriamiento se lleva a cabo la induccion de la formacién de hielo a
temperaturas ligeramente sobreenfriadas (-6, -7°C), denominado seeding. De
no realizar el seeding, la solucion seguiria enfriandose hasta temperaturas del
orden de -20°C, donde las células ya no son capaces de sufrir mas
deshidratacion, por lo que se formarian grandes cristales de hielo en el interior y
exterior celular, o que seria altamente nocivo. Este método ha resultado ser el
mas efectivo y con mayores niveles de viabilidad y supervivencia en la produccion
de embriones In vivo (Cocero et al., 2002).

Dentro de las principales desventajas, la pérdida de viabilidad puede ser
definida como la mas importante, embriones que luego de ser descongelados
parecen ser morfologicamente viables pueden producir prefieces fallidas una vez
que son transplantados (Cocero et al., 1996).

Existen diferentes protocolos de congelacion, a continuacién se
describiran los mas utilizados (Cuadro No. 5), segun la obtencion de los
embriones sea In vivo o In vitro y, el tipo y concentracién de crioprotector
utilizado. Cabe destacar que cada protocolo esta acompafiado de una curva de
enfriamiento (gradual) hasta llegar a los -35°C aproximadamente y asi luego
introducir las pajuelas o los OPS en nitrogeno liquido (-196°C).

Cuadro No. 5. Protocolos de congelacion tradicional.

‘AUTOR/ES‘ RAZA ‘OBTENCION‘ CRIOPROTECTOR- ‘%SOBREVIVENCIA‘ %
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DE LOS CONCENTRACION (N° corderos PRENEZ
EMBRIONES nacidos/embriones
transferidos)
Etilenglicol (ETG) en 3 pasos
. (temperatura ambiente): 0,5y
Cocero ot INVIVo | fimolar (M) por 10 min. Y luego 45,5 62,2
al. (1996, | Manchega a 1,5M por 20 min.
Espafia). ]
Glicerol (GLY) en 2 pasos
In vivo (temperatura ambiente): 0,7 y 27,7 47,2
1,4M por 10 min. en cada paso
Ga?g;‘;':t'al 32°C: 0,75M ETG 10 min.,
(2005 " | Manchega In vivo 1,5M ETG 10 min. (solucién 36/43 (83,7) s.d.
’ 0,
Espafia). PBSS(PBS plus 20% FCS))
. GLY en 2 pasos: 0,7M (20
Cocero et s.d. In vivo min.) y 1,4M (20 min.) 18,5 s.d.
al. (2002,
Espafia). ETG en 3 pasos: 0,5M (10
s.d. In vivo min.), 1M (10 min.) y 1,5M (10 43,5 s.d.
min.)
Martines of Invivo ETG en 3 pasos (0,5;1y 1,5M) s.d. 46,4
artinez e cruza o :
al. (2006, | Merino- en PBSS é’aL:Ap':‘;JO min. en
Argentina). | Corriedale In vitro sd. 276

Fuente: elaboracién propia.

Figura No. 9. Supervivencia de embriones ovinos segun el estado de desarrollo
luego de su congelacién y descongelcion.
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Fuente: Garcia Garcia et al. (2006).

2.5.3 Vitrificacion (enfriamiento brusco)

En Uruguay, la primera comunicacion de la aplicacion del método de
vitrificacion en embriones ovinos fue realizada por Boggio Devincenzi en 2002,
aunque los resultados obtenidos (13,3 % de sobrevivencia In vitro) deben y
pueden ser mejorados.

Los embriones son sumergidos directamente en nitrégeno liquido luego
de un corto periodo de equilibrio del material biolégico en los medios de
vitrificacion, ya sea a temperatura ambiente o no, segun sea el protocolo
utilizado, sin dar tiempo a la deshidratacion celular. Se fundamenta en que
estos medios poseen concentraciones muy altas de crioprotectores (4-6 molar),
que hace imposible la formacién de cristales de hielo. Se produce una
sobresaturacién, y el paso a un estado altamente viscoso similar al vidrio que
sin llegar a sélido reduce el movimiento molecular casi totalmente impidiendo la
formacion de cristales, lo que previene el dano causado por éstos (Dobrinsky
1996, Seidel 1996). Pese a esto, los dafios producidos por la toxicidad del
crioprotector se ven incrementados y para evitarlos o reducirlos, se recurre a:
reducir los tiempos de exposicion, disminuir la temperatura a la que se afiade el
crioprotector, reducir la concentracion del crioprotector, a la utilizacion de
crioprotectores poco téxicos, asi como al uso de mezclas de crioprotectores (Rall,
1987).

El tiempo de exposicion al crioprotector y la temperatura, son los
parametros mas importantes a tener en cuenta para el logro de una
supervivencia aceptable tras la vitrificacion, por lo que deben ser muy bien
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controlados. La descongelacion debe ser rapida (pocos segundos) para que no
se formen cristales de hielo (devitrificacidn) letales para la célula (Rall, 1987).

En el cuadro siguiente se detallan algunos protocolos de vitrificacion tanto
para embriones obtenidos In vivo como In vitro.

Cuadro No. 6. Protocolos de vitrificacion.

%

NOC?I-IC-)IIE\I SOBREVIVE
NCIA (N° %PRE
DE CRIOPROTECTOR- (0 -
AUTOR/ES RAZA LOS CONCENTRACION corderos NEZ
EVBRI nam_dos/emb
riones
ONES transferidos)
EFS40 (40% etilenglicol (ETG)+18%
ficoll+0,5M sacarosa) 1 min. 39/50 (78)
Romney,cru EFS40 2 min. 26/52 (50)
Zas'jf?gl“;ey' Invitro | 10% ETG 5 min., EFS40 30 seg. 70/75 (93,3) 35,7
Zhu et al Dorsety EFS20 2 min., EFS40 30 seg. 46/48 (92)
(2001 ' 10% GLY 5 min., GFS40 (40%
China)’ glicerol+18% ficoll+0,5M 34/50 (68)
' sacarosa)30 seg.
o, 0, 1
EFS40 (40% ETG+18 /o' ficoll+0,5M 72176 (94,7)
Dorset y In vivo sacarosa) 1 min. 58.3
Suffolk EFS40 2 min. 45/60 (75) ’
10% ETG 5 min., EFS40 30 seg. 54/55 (96,4)
10%GLY (5min.),
Viadimi 10%GLY+20%ETG (5min.) y s.d. 25
adirir 25%GLY+25%ETG (30seg.)
Isachenko et | Aragonesa
al. (2003, (Espafa)y | Invivo
Espafia e | Sarda (ltalia) 10%ETG+10%DMSO (3min.),
Italia). 20%ETG+20%DMS0+0,3Mtrehalos s.d. 60
a (30seg.). ULTRA-RAPIDA.
=) | ; medio
apadopou NVIVO | Holding+20%ETG+20%DSMO % 50
' cruza Suffolk
(2002, . medio
Ilanda). VIO | o1ding+20%ETG+20%DSMO 2.5 5
Martinez et cruza o) o . .
al. (2006, Merino- | In vitro 2?,[;’8538""6:‘3/';\2: /gg“s’g"eggﬁoz';,g” 31,1 s.d.
Argentina). | Corriedale y T7AA, 9-
40%ETG+18%ficoll70+0,3Msacaros
a (EFS) en PBSS y 1%AA, 30 seg. a 51,1 s.d.
temp. ambiente
25% ETG+25%glicerol, en PBSS y 87,3 s.d.
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1%AA, 30 seg. a temp. ambiente

Gibbons y MCS (Medio comercial (Bovi- 41,2 (morula) 471

Cueto Merino In vivo pro®)+20% suero fetal éO 0 (bl.) (morula)

(2010). bovino)+25%GLY+25%ETG, 30 seg. ’ ) 50,0 (bl.)
Baril et al. o o

(2001, Lacaune-lle In Vivo 25%GLY+25%ETG, en PBS-NBCS 50 72

. de France (30 seg.)

Francia).

Fuente: elaboracién propia.

Esta técnica parece ser mejor aprovechada en la congelacion de ovocitos y
embriones producidos In vitro, ya que debido a sus diferencias morfoldgicas y
fisiolégicas con los embriones producidos In vivo, los porcentajes de
sobrevivencia logrados con la congelacion tradicional y/o convencional no son
muy buenos con respecto a los logrados con la vitrificacion en embriones
producidos In vitro. Por otro lado, si la produccion de embriones fue realizada In
vivo, resulta que la congelacion supera a la vitrificacion en cuanto a la
sobrevivencia de los mismos.

La vitrificaciéon no se ha utilizado masivamente, debido a la falta de una
estandarizacion de los protocolos, para cada especie de interés zootécnico
(Gibbons y Cueto, 2010).
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 LOCALIZACION

Los ensayos se realizaron en el Centro de Investigacion vy
Experimentacion “Dr. Alejandro Gallinal” (CIEDAG) el cual pertenece al
Secretariado Uruguayo de la Lana (SUL), ubicado en la ruta 7, Km 140, Cerro
Colorado, en el departamento de Florida, Uruguay, (33°52" latitud sur, 55°34°
longitud oeste).

3.2 SUELOS

El establecimiento comprende un total de 1114 ha distribuidas en dos
padrones de 314 y 800ha respectivamente. Los suelos predominantes se
incluyen en la unidad San Gabriel Guaycuru en la carta a escala 1:1.000.000
(D.S.F.), existiendo principalmente Brunosoles Subéutricos Haplicos. El indice
Coneat promedio es de 96, siendo los grupos de suelos principales el 5.02b con
un 43,3% del area, el grupo 5.4 abarcando un 37,6%. La superficie restante
comprende los grupos 2.11a y 2.13 en un 19,1%. Predominan suelos de uso
pastoril aunque en suelos del grupo 5.4 existe algun area bajo cultivo
(URUGUAY. MGAP. PRENADER, 2010).

El grupo de suelo 5.02b es el que predomina en el predio, asi como en
los departamentos de Florida y Flores (Puntas del San José). Presenta relieve
ondulado y ondulado fuerte, con pendientes que varian y llegan hastaun 5a 7
%. Los suelos de dicho grupo son Brunosoles Subéutricos Haplicos
moderadamente profundos y superficiales, a éstos se le asocian Inceptisoles
(Litosoloes) a veces muy superficiales. La textura es franca, franco gravillosa o
arenoso franca con gravillas abundantes. La fertilidad es media, ocasionalmente
bajas, la rocosidad es moderada y varia entre un 2 al 10% del area con
afloramientos. (URUGUAY. MGAP. PRENADER, 2010).

El suelo que le sigue en orden de importancia es el del grupo 5.4. Este
ocurre en posiciones de interfluvios donde existen pequefas antiplanicies, a
veces con ojos de agua. Las pendientes llegan al 3 y 5%. Los suelos se
desarrollaron de materiales cristalinos, y en parte, de sedimentos limo-arcillosos
poco potentes y discontinuos que los recubren. Son moderadamente profundos
y superficiales, de textura franca. La fertilidad es media, a veces baja y son
moderadamente bien a bien drenados. También existen suelos de color negro o
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pardo muy oscuro, de textura franca a franco arcillosa, de fertilidad alta y
moderadamente bien drenados. Se asocian a este grupo, suelos de
diferenciacion minima, de colores muy oscuros, pesados, con drenaje
imperfecto y de fertilidad alta, su uso es en general pastoril aunque existen
areas bajo cultivo. (URUGUAY. MGAP. PRENADER, 2010).

3.3 CONDICIONES CLIMATICAS

Durante el ensayo, las condiciones climaticas imperantes fueron
registradas en la estacion agrometeorologica del CIEDAG. La temperatura
promedio y las precipitaciones se presentan los graficos No. 10 y No. 11,
respectivamente.

Figura No. 10. Temperatura media mensual segun el afio e histérica nacional
(°C).
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Fuente: Estacion meteorologica CIEDAG?.

2 SUL. Centro de Investigacion y Experimentacion Doctor Alejandro Gallinal. s.f.
Datos agroclimaticos (2008, 2009, 2010) (sin publicar)
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Figura No. 11. Precipitaciones acumuladas mensualmente segun el afio e
histérica nacional.
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Fuente: Estacién meteorolégica CIEDAG?.

Pese a que en general las temperaturas registradas durante el
experimento no difieren en forma importante, se puede afirmar que en los
meses de Junio, Julio y Octubre del aino 2009 fueron mas frios que el promedio
histérico nacional. Al mismo tiempo, durante casi todo el 2008 y comienzos del
2009 se registraron precipitaciones por debajo de la media histérica, por ende,
durante los ensayos de dicho afio las condiciones climaticas no fueron las mas
apropiadas, lo que podria haber afectado parcialmente los resultados finales.

3.4 ANIMALES

Se trabajo con un total de 32 hembras y 5 Machos de la raza Corriedale
Booroola. Los animales que poseen el gen “Booroola” en forma homocigota
(dos copias del mismo gen) son la totalidad de los machos y dos de las
hembras utilizadas. Las hembras pesaron en el promedio de todo el periodo
43,1 Kg, con un rango de 28 a 62 Kg, mientras que la condicion corporal
promedio de hembras y machos fue de 2,5 + y 3 + respectivamente.

3.4.1 Hembras dadoras

Las hembras dadoras promedian los 3 afios de edad (de 2 a 5 afios), son
multiparas y sin antecedentes de enfermedades reproductivas como prolapsos,
distocias. Se asegurod la no existencia de problemas de ubres ni la presencia de
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endo o exoparasitosis previo al experimento. Respecto a esto ultimo, al tratarse
de animales propios del SUL, éstos mantienen el control sanitario segun el
cronograma propio de sanidad.

Las ovejas fueron seleccionadas para cada ensayo segun los
antecedentes en términos del numero de cuerpos luteos observados por
laparoscopia. Se eligieron aquellas que presentaran por lo menos dos cuerpos
luteos en los dias previos al comienzo de cada tratamiento, excepto en los dos
ultimos ensayos donde no fue posible realizar laparoscopia.

3.5 ALIMENTACION

Los animales estuvieron sobre pasturas naturales y campo natural
mejorado con Lutus Maku. La vegetacion dominante sobre estos suelos de
Basamento Cristalino son las gramineas estivales, siendo las mas abundantes:
Andropogon ternatus, Paspalum plicatulum, Coelorachis selloana, Panicum
milioides, Axonopus affinis, Eragrostis neesii, Paspalum notatum y Sporobolus
platensis; mientras que las gramineas invernales son escasas; Piptochaetium
montevidensis, Piptochaetium stipoides, Calotheca fragilis, Vulpia australis y
Briza minor. La Stipa charruana (graminea invernal) de fruto agresivo y
punzante, puede tornarse un problema para el pastoreo, sobre todo para el
ganado ovino (Formoso et al., 2001).

Segun Formoso et al. (2001), la disponibilidad de forraje estimada
mediante la produccién primaria neta aérea es en promedio 4218 Kg MS/ha/afio
(1984-2001), con un maximo de 6061 y un minimo de 2314 Kg MS/ha/afo
respectivamente para el campo natural. Durante el periodo en el que se llevo a
cabo el experimento la disponibilidad estuvo mas cerca del minimo, incluso
inferior durante el periodo invierno 2008 a otofio 2009 explicado por el severo
déficit hidrico. La carga en promedio fue de 9,33 animales/ha. Dicho valor de
carga estuvo sujeto a las variaciones importantes de la oferta de forraje, dado
que en estos suelos existe gran variabilidad productiva, mas acentuada en las
estaciones de invierno y verano.

Cabe aclarar que debido a las condiciones de extrema sequia que
devenia desde el invierno del afo 2008, la alimentacion de los animales no
llegéb a cumplir los requerimientos necesarios para ganar peso, por lo que
existio una disminucion del mismo (desnutricién), recuperandose lentamente a
partir del otofo-invierno de 2009.
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3.6 TRATAMIENTOS

Se realizaron en total seis colectas de embriones, en cada una de ellas
se aplicaron tratamientos de superovulacion diferentes. Los dos primeros
ensayos fueron en el afio 2008, en las estaciones de invierno y primavera (junio
y octubre). Luego, durante el 2009, se realizaron tres ensayos en las mismas
estaciones, en los meses de julio, agosto y octubre; finalmente en el 2010, se
culmina el trabajo de campo con una ultima colecta en otofio (abril). La duracion
de cada uno de los ensayos fue de 22-24 dias, comprendidos desde la
colocacién de los pesarios vaginales impregnados con progestagenos hasta la
colecta de embriones propiamente dicha y su posterior criopreservacion.

Se evaluaron un total de 8 tratamientos combinando diferentes dosis y
momentos de administracion de FSH (NIH-FSH-P1; Folltropin; Bioniche,
Belleville, ON, Canada), eCG (eCG, PMSG; Inducel 5000; Universal Lab,
Uruguay), manteniéndose constante la dosis de GnRH (buserelina; Receptal;
Intervet International GmbH, Alemania) y progestagenos (acetato de
medroxiprogesterona, Synthex). Se clasificaron en tratamientos con dosis
decrecientes de FSH al 100, 86 y 30% de la dosis tomada como base (156mg),
con dosis unica de FSH (75%-117mg-) aplicada de una sola vez y otro donde
no se aplicé FSH. En el cuadro No. 7 se detalla cada uno de los tratamientos
respecto a las hormonas, dosis y numero de animales (n):

Cuadro No. 7. Descripcion de los tratamientos segun tipo y cantidad de
hormona.

No. Nombre FSH eCG | GnRH Py n
Dosis 60

T1 | decreciente 156 mg 200 Ul | 30ug m 14
(100% dosis) 9
Dosis 60

T2 | decreciente 134,2 mg 200Ul | 30ug m 5
(86% dosis) 9
Dosis 60

T3 | decreciente 46,8 mg 200 Ul | 30ug m 6
(30% dosis) 9
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Dosis Unica
(75% dosis) 60
T4 | 36h antes de 117 mg 400Ul | 30ug mg 3
eCG
Dosis Unica
(75% dosis) 80
T8 | 24h antes de 117 mg 400U1 | 30ug mg 10
eCG
Dosis unica
(75% dosis) 60
T6 | 12h antes de 117 mg 400U1 | 30ug | | 4
eCG
Dosis unica
o )
T7 | ) 117 mg a00ul | 30ug | %0 |3
simultaneo mg
con eCG
T8 | sinFsH 1400U1 | 30ug | 60mg | 4

Fuente: elaboracion propia.

A su vez, también se realizaron dos tratamientos a forma de prueba,
utilizando un animal para cada uno de ellos, denominandose T9 y T10.
Consistieron en la aplicacion de una dosis unica de FSH, similares a los
tratamientos T6 y T7 pero sin la administracion de eCG, es decir a las 12h y
simultaneo con respecto al retiro de los pesarios vaginales, respectivamente.

Cada uno de los tratamientos se llevd a cabo respetando el protocolo en
donde se tenia en comun la duracion del mismo (23-24 dias), el inicio de la
sincronizacion con la colocacién de los pesarios vaginales impregnados con
60mg de acetato de medroxiprogesterona, el momento y dosis de la
administracion de la hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH), el periodo
de ayuno previo a la colecta de embriones, el momento del servicio y la colecta
de los embriones propiamente dicha (metodologia utilizada). En todos los casos
las hormonas fueron administradas por via intramuscular.

El momento de la colocacion de los pesarios vaginales se considerd
como el “dia cero” para cada protocolo. Se sustituyeron los pesarios por otros



58

nuevos en la manana del dia 9 y se retiraron definitivamente el dia 15. La GnRH
fue administrada el dia 16 (18:00h) pasadas 35h luego de haber retirado los
pesarios.

El servicio a las ovejas dadoras comenzo siempre en la mafiana del dia
16 y consistidé en una monta dirigida o a corral y, luego de asegurar el coito, se
mantuvieron en un potrero apartado con alimento y agua ad-libitum durante
aproximadamente 6 dias. Hubo un periodo de ayuno completo previo a la
colecta de embriones con una duracion de 1,5 dias. En los ensayos de invierno
del afio 2009, ademas de realizar el servicio mediante monta natural, se hizo
también inseminacion artificial por via cervical con semen fresco a aquellas
ovejas en las cuales no se tenia la certeza de que habian sido efectivamente
fertilizadas. La colecta de embriones se realizé pasados 6-7 dias del servicio.

3.6.1 Tratamientos con dosis decrecientes de FSH

Consistieron en administrar 4 dosis de FSH (cada una dos veces en el
dia con un intervalo de 12h) en forma decreciente comenzando en la mafana
(8:00 a.m.) del dia 12. La eCG se aplicod el dia 15 luego de ser retirados los
pesarios vaginales con una dosis de 200Ul. Siguiendo el procedimiento del
tratamiento T1, con dosis decrecientes de FSH, el cual contenia un total de
156mg de FSH, se realizaron dos sub-dosis de FSH del 86% (T2) y 30% (T3)
de la cantidad administrada en el mismo, es decir 134,2 y 46,8mg
respectivamente. La secuencia de las dosis fue cada 12h de la siguiente
manera: 30-30, 20-20, 16-16 y 12-12mg (T1), 25,8-25,8; 17,2-17,2; 13,8-13,8 y
10,3-10,3mg (T2), y 9-9; 6-6; 4,8-4,8 y 3,6-3,6mg (T3). Para estos ensayos se
utilizaron 14, 5 y 6 ovejas para cada uno de ellos respectivamente. En el cuadro
No. 8 se presenta el protocolo a seguir segun los dias y horarios.

Cuadro No. 8. Protocolo de tratamientos con dosis decrecientes de FSH.

1mL oxitetraciclina (20%) por

DIAQ | 8.00 a.m. | Colocacion de pesarios pesario
DIA9 | 8.00 a.m. Cambio de pesarios
DIA12 | 8.00 a.m. FSH 30/25,8/9mg

8.00 p.m. FSH 30/25,8/9mg
DIA 13 | 8.00 a.m. FSH 20/17,2/6mg

8.00 p.m. FSH 20/17,2/6mg
DIA 14 | 8.00 a.m. FSH 16/13,8/4,8mg
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8.00 p.m. FSH 16/13,8/4,8mg
DIA 15 | 8.00 a.m. Retiro pesarios
eCG 200 Ul
FSH 12/10,3/3,6mg
8.00 p.m. FSH 12/10,3/3,6mg
DIA 16 | 6.00 p.m. GnRH Buserelina (30ug)
10.00
a.m. Servicio por carneros
DIA 22 Ayuno
8.30 a.m.
-1.30
DIA 23 p.m. Colecta de embriones

Fuente: elaboracién propia.

3.6.2 Tratamientos de Unica dosis de FSH

En estos tratamientos se aplicé una unica dosis concentrada de FSH
(117mgq) variando el momento de su administracion. En el cuadro No. 9 se
detalla el protocolo a seguir segun el tratamiento, identificandolos como: T4, T5,
T6 y T7 respectivamente, segun el momento de la administracion de la FSH.

Cuadro No. 9. Protocolo de tratamientos de Unica dosis de FSH.

DIAO 8.00 a.m. Colocacion de pesarios | 1mL oxitetraciclina (20%) por pesario
DIA 9 8.00 a.m. Cambio de pesarios
DIA 13 8.00 p.m. FSH Dosis unica (T4) -117 mg-
DIA 14 8.00 a.m. FSH Dosis Unica (T5) -117 mg-
8.00 p.m. FSH Dosis Unica (T6) -117 mg-
DIA 15 8.00 a.m. Retiro pesarios
eCG 400 Ul
FSH Dosis unica (T7) -117 mg-
DIA 16 7.00 p.m. GnRH Buserelina (30ug)
10.00 a.m. Servicio por carneros
DIA 22 Ayuno
DIA 23 |8.30 a.m.- 1.30 p.m. | Colecta de embriones

Fuente: elaboracion propia.

3.6.3 Tratamiento sin FSH

De igual forma que los demas tratamientos, es decir respetando el mismo
protocolo en términos de su duracion, administracion de progestagenos,



60

aplicacion de GnRH vy servicio, se realizé un ensayo en invierno y otofio, con 4
ovejas sin la utilizacion de la hormona foliculo estimulante. Este tratamiento
consistié en aplicar una sola dosis concentrada de eCG (1400Ul) al momento
de retirar los pesarios vaginales (mismo momento que el resto de los demas
tratamientos) y fue identificado como T8.

3.7 SERVICIOS

Los servicios se realizaron mediante monta dirigida o a corral desde las
9:00 a.m. a 20:00 p.m., verificando la copula a través de observacion se semen
en la vagina de la hembra donante. En aquellos casos en los que la monta no
se pudo concretar de forma efectiva, se procedid a la extracciéon de semen de
un carnero y se realizé inseminacion artificial por via cervical con semen fresco
(en los dos primeros ensayos del 2009) o bien, no se logré realizar el servicio
(ultimo ensayo) debido a que algunas de las hembras presentaron celo silente.

3.8 COLECTA

Como ya se menciono, ésta se realizoé a los 6-7 dias, de manera que el
estado de desarrollo de los embriones sea entre moérula y blastocisto. La técnica
que se utilizd es del tipo australiana y consistié en hacer un lavado o flushing de
los cuernos uterinos por via quirdrgica o semi-laparoscoépica. La operativa de
colecta se realizdé con la oveja colocada en decubito dorsal, sujeta en una
camilla a 45° aproximadamente. Como ya se menciono, las ovejas dadoras
permanecieron en ayuno absoluto previo a la colecta, con el fin especifico para
la realizacién de la cirugia.

3.8.1 Metodologia de colecta y materiales utilizados

En primer lugar se anestesié con 2cc de sedante (Acedan, Holliday Scott
S. A.) y se le administré 4mL de antibiético (Calimicina, 1mL contiene 200mg de
oxitetraciclina en solucién con polivinil-pirrolidona, Calier S. A.) a cada animal,
se lavo con esponja la zona inguinal con agua y yodo, colocando un filtro
poroso (0,20um) no pirogénico con un orifico cuadrado (10x10cm) utilizado
como campo de trabajo.

Luego de afeitar la zona de incision, se procedio a realizar el corte de 3-
4cm aproximadamente en la linea blanca o media con un bisturi, manteniendo
libre de sangre la herida con una gasa limpia. Se observaron los ovarios
cuantificando el numero de cuerpos luteos haciéndose el lavaje o flushing al
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cuerno que poseia 3 o0 mas de éstos, extrayendo hacia el exterior cada cuerno
uterino y oviducto correspondiente con ayuda de un abre panzas. A partir de
este momento se rocié paulatinamente con una piceta de suero fisioldgico
heparinizado (20000UI/L) para evitar la posible formacién de adherencias. Con
una aguja suplente o secundaria de croché se penetrd el cuerno en la base, en
ese orificio se introdujo una sonda Foley N°8 (pediatrica) haciendo llenar el
balén con suero, heparina (20000Ul/L) y aire de manera que no retorne el
liquido de colecta (solucién buffer ringer lactato, Lab. Farmaco Uruguayo). Se
introdujo un catéter retractil de G18 en la union utero tubal mediante el cual se
conectaba una jeringa de 20mL conteniendo la solucion buffer lactato a 40°C y
se procedio al lavado del cuerno uterino desde dicha unién hasta la parte basal
del mismo recogiendo dicha solucién junto con los embriones, ovocitos no
fertilizados y otra materia en una caja de Petri estéril. En la figura No. 12 se
muestra en forma esquematica la metodologia de colecta (flecha roja) mediante
la inyecciéon continua anterégrada.

Figura No. 12. Esquema de la técnica de colecta.

Fuente: CURSO MULTIOVULACION Y TRANSFERENCIA DE EMBRIONES®.
La cantidad de liquido introducido no fue nunca menor de 40mL, variando

* CURSO MULTIOVULACION Y TRANSFERENCIA DE EMBRIONES (2009,
Cerro Colorado, Florida) Material de apoyo (sin publicar).
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el volumen segun la cantidad esperada de embriones a colectar (cuerpos luteos
observados en el ovario previamente). Finalmente, se introdujo en la cavidad
pélvica 250mL de suero fisioldgico heparinizado (20000Ul/It) para luego realizar
una sutura doble (peritoneo y cuero) con aguja e hilo de lino. Por ultimo, se
rocié la herida con cura-bichera. La duracién aproximada de cada cirugia fue de
5 a 15 minutos, dependiendo de la cantidad de cuerpos luteos observados al
inicio de la operacion.

Todo el instrumental utilizado en la cirugia fue previamente esterilizado
con cloruro de benzalconio al 1%. Antes de dejar en libertad a la oveja, se le
administré 2mL de antibidtico, 1mL de prostaglandina (Clopostenol, 1mL
contiene 250ug de D-L coprostenol) con el fin de lisar el o los cuerpos luteos
que sobrevivieran por la presencia de un embridon no colectado y cura-bichera
(Cibeles, Uruguay).

3.9 CRIOPRESERVACION

Inmediatamente después de ser recogido el liquido de colecta, se
observd bajo lupa (Olympus SZ60) utilizando 10-20 aumentos para la
busqueda, identificacion y manipulacion de embriones y aumentos mas grandes
(40 a 60X) para la evaluacion y clasificacion de los mismos. Posteriormente, se
trasladaron al medio de mantenimiento “Holding” (Minitub, USA) compuesto por
una solucion isotonica de PBS (fosfato buffer salina) con albumina bovina y
antibidtico (0,4%) y se determind el estado de desarrollo y calidad de cada
embridn. La evaluacién de calidad fue realizada segun la IETS (International
Embryo Transfer Society)', la cual supone cuatro grados: grado 1: excelente o
buena, grado 2: regular, grado 3: pobre y grado 4: degenerado o muerto.
Solamente fueron congelados aquellos embriones que presentaban la calidad
referente a los grados 1y 2, en un estado de desarrollo de moérula y blastocisto.

El crioprotector utilizado fue etilenglicol (ETG) en una concentracién final
de 1,5 molar (M) siguiendo la metodologia de M? Jesus Cocero (Garcia Garcia
et al., 2005, 2006). Se procedié a trasladar los embriones desde el medio de
mantenimiento (Holding) al crioprotector en dos pasos, a temperatura ambiente:
1) ETG en una concentracién de 0,75 molar (M) durante 10 minutos y 2) ETG
en una concentracion de 1,5M durante 10 minutos. Luego de esto, los
embriones fueron cargados en pajuelas plasticas de 0,25mL (dos embriones por
pajuela) dentro de una columna ubicada en el centro con el crioprotector (1,5M)
y medio PBSS (PBS mas 20% de suero fetal bovino), separada hacia ambos
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lados (por burbujas de aire) de otras dos columnas conteniendo la misma
solucion (PBSS). En la figura No. 13 se presenta a modo de esquema la
metodologia utilizada y en qué forma queda la pajuela para ser llevada a la
maquina congeladora programable (Cryocell 1200, Minitub), la cual utiliza como
refrigerante nitrogeno liquido.

Figura No. 13. Pasos a seguir previo a colocar los embriones en la pajuela.

30-32 25

Madia da EmangBcal .75 Elanglicodl 1.54

mamarimiania 10 minuias 10 miinuias

== Embrion
mmm Solucion de Etilenglicol {1,5M) con 20% SFB

mmm Columna de aire
Algodan
mm Alcohol polivinilico

Fuente: CURSO MULTIOVULACION Y TRANSFERENCIA DE EMBRIONES®,

El sistema de enfriamiento lento utilizado fue el descripto por Cocero et
al. (1996, 2005, 2006), el cual consistié en disminuir la temperatura (1°C por
minuto) hasta -7°C, posteriormente realizar el seeding, continuar bajando la
temperatura (0,3°C por minuto) hasta -30°C y luego hasta -35°C a 0,1°C por
minuto, para finalmente sumergir las pajuelas en nitrégeno liquido (-196°C).

3.10 DISENO EXPERIMENTAL

El disefio experimental fue completamente aleatorio ya que se origina por
la asignacion aleatoria de tratamientos a un conjunto de unidades
experimentales previamente determinado. Este disefio puede constituir la
disposicion mas factible para verificar ciertos tipos de tratamientos en animales
(Little y Hills, 1976).
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Se compararon tratamientos diferentes en cuanto a la aplicacién de FSH,
su forma de administracion (dosis decrecientes y dosis unica) y cantidad de
eCG. Por otro lado se compararon tratamientos que diferian Uunicamente en el
momento de la administracion de eCG, respecto al retiro de los pesarios
vaginales en 36, 24 y 12h antes, y también aplicando la eCG al mismo
momento del retiro.

3.11 ANALISIS ESTADISTICO

La variable analizada fue tasa ovulatoria, medida como el numero de
curpos luteos y se estudio utilizando la distribucién Poisson mediante el uso de
modelos lineales generalizados, incluyendo los efectos fijos de tratamiento y
época del ano.

El analisis estadistico fue realizado mediante el procedimiento GENMOD
del programa SAS, publicado en 2002. Fueron obtenidas las medias de
minimos cuadrados ajustadas por el método de Tukey utilizando un nivel de
significancia del 5 y 10%.

Respecto al numero de embriones colectados y congelados, el analisis
estadistico utilizado fue el de prueba no paramétrica de porcentajes (Dagnielle,
1971).

En cuanto al porcentaje de respuesta y eficiencia, el analisis estadistico
fue el de prueba no paramétrica (Chi cuadrado).
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4 RESULTADOS Y DISCUSION

En el presente trabajo se utilizaron ovejas portadoras del gen Booroola,
mas alla de que se trate de un genotipo prolifico, Azzarini (1992) afirma que la
variacion genética de la tasa ovulatoria evidenciada en condiciones naturales de
reproduccion, puede no estar controlada por los mismos genes que determinan
la respuesta a los métodos artificiales de multiovulacion. Es por esto que la
discusioén se centra en la respuesta a distintos tratamientos de superovulacion y
sus efectos sobre la actividad ovarica y produccion embrionaria.

Existen factores como la raza, edad y cantidad de partos previos de la
oveja donante, lugar geografico (fotoperiodo, temperatura, régimen de
precipitaciones, condiciones alimenticias y de manejo), que podrian explicar la
alta variablilidad respecto a las respuestas diferenciales de tratamientos de
superovulacion.

Globalmente y tomando en cuenta con lo revisado en la bibliografia,
existen diferencias en los distintos tratamientos que pueden explicar las
posibles causas de por qué difieren los resultados a veces tan notablemente
con los obtenidos en este trabajo. Entre ellos se pueden citar: dosis parciales y
totales de FSH, dosis de GnRH y/o eCG, como también el tipo de hormona
foliculo estimulante (origen, pureza, otros) o bien el protocolo de sincronizacion
y tipo de progesterona utilizada (CIDER vs pesarios vaginales).

4.1 TRATAMIENTOS CON DOSIS DECRECIENTES DE FSH

4.1.1 Respuesta ovarica

Cuadro No. 10. Actividad ovarica de cada animal segun tratamiento e indicacién
de casos donde se realizo la colecta de embriones.

Dosis decrecientes de FSH
TRATAMIENTO| n Cuerpos luteos Colecta
T1 14 o.l 0.D T.0.
1fol 2fol 0 NO
8 9 17 SI
5 1 6 Sl
11 7 18 SI
5 5 10 Sl




19 15 34 S|
1+1fol | 3+1fol | 4 S|
6 7 13 S|
2 2 4 S|
0 0 0 NO
4 5 9 S|
0 0 0 NO
3+ 3(1%) 6 NO
3fol 4fol 0 NO
TOTAL 14| 64 47 121 64,3%
5 1 6 S|
0 0 0 NO
T2 5 [ 3+1fol 7 10 S|
1fol 2 2 NO
9 8 17 S|
TOTAL 5 17 18 35 60%
0 3 3 S|
0 0 0 NO
4 6 10 S|
T3 6 0 0 0 NO
3 3 6 S|
0 0 0 NO
TOTAL 6 7 12 19 50%

*en regresion o de mala calidad.

Fuente: elaboracién propia.
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Como se puede observar en el cuadro No. 10, hubo en todos los casos
una actividad ovarica significativa, realizandose colecta unicamente en aquellos
casos donde la tasa ovulatoria fue mayor a 3, excepto para un animal donde
igualmente se le sometio a cirugia con 3 CL en el ovario derecho con el fin de
observar la calidad de los embriones. El porcentaje de animales a los cuales se
les realizd colecta para los tres casos fue similar, con un valor promedio del

58% aproximadamente.

Respecto al numero de animales que respondieron a los diferentes
tratamientos con dosis decrecientes de FSH, es decir que presentaron 3 0 mas
cuerpos luteos, el porcentaje de respuesta fue de 71,4 (10/14); 60 (3/5) y 50
(3/6) para T1, T2 y T3, respectivamente, no habiendo diferencias significativas.
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Esta magnitud de respuesta es similar a las alcanzadas por Jabbour y Evans
(1991) con un rango de 70-100%, Rexroad y Powell (1991) con 75%, Aké Lopez
et al. (2003) con 70% y Menchaca et al. (2009) con un 85,9% (ovejas con 2 o
mas cuerpos luteos). La falta de respuesta de algunas ovejas podria ser debido
a las variaciones individuales al efecto inhibitorio de las altas concentraciones
de FSH utilizadas, lo cual Jabbour y Evans (1991) sugieren que actué a través
de factores de regulacioén intra-ovaricos del crecimiento folicular.

Figura No. 14. Tasa ovulatoria promedio (numero de cuerpos luteos) segun el
tratamiento con dosis decrecientes de FSH y sus respectivos desvios estandar.
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Fuente: elaboracion propia.

Tal como se observa en el grafico anterior, los tratamientos T1 y T2
presentaron mayor actividad ovarica reflejada en una tasa ovulatoria de
10,93+1,08 y 12,45+£2,57 respectivamente y no difieren significativamente entre
ellos, pero si del tratamiento T3, del cual se obtuvo un nivel ovulatorio de
4,98+1,23 (P1J0,05). Al compararlos con lo reportado en la bibliografia (ver
cuadro No. 4), si bien no se han encontrado protocolos de superovulacién que
coincidan exactamente con los realizados, éstos resultados son similares a los
trabajos realizados por Bonino et al. (1989) en ovejas Corriedale con 8,0 y 8,6
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CL (con rangos muy amplios, de 2-15 y 4-12, respectivamente), Jabbour vy
Evans (1991) en Merino (11,1£2,1 y 11,441,8 CL), Gonzalez Bulnes et al.
(2002, 2003b, 2005) en la raza Manchega, obteniendo para cada caso segun el
afo, 11,4+1,4; 11,1+1,1; 12,2 y 10,5 CL respectivamente, Aké Lopez et al.
(2003) en Pelibuey (12,41+8,10 y 8,28+7,78 CL), Menchaca et al. (2009) en
Merino (10,3+0,7 y 13,5+1,4 CL).

Las diferencias mas relevantes a destacar con respecto a los
antecedentes encontrados, son el uso de FSH combinado con eCG
administrado al momento de retirar los pesarios vaginales y la aplicacion y/o
dosis de GnRH, asi como también, la dosis total de FSH, la cual fue siempre
marcadamente superior en este trabajo (todos los tratamientos).

Cabe aclarar que tampoco se han encontrado en la bibliografia
antecedentes de este tipo de tratamientos en ovejas portadoras del gen
Booroola. Pese a esto, se puede afirmar que existio respuesta a los
tratamientos ya que las tasas ovulatorias fueron muy superiores a las
observadas en condiciones normales (sin tratamiento) 4,3 y 5,0 (Fernandez
Abella, 1995).

No se observaron diferencias segun época del afo, en la respuesta
ovulatoria ni en el porcentaje de ovejas que responden.

En términos de evaluar los efectos de aplicar la FSH en forma
decreciente, se corrobora para esta variedad lo enunciado por Jabbour y Evans
(1991), Batt (1993). Estos autores sefialan la mayor eficiencia en cuanto a
resultados en el nivel ovulatorio cuando se utilizan en forma combinada dosis
decrecientes de FSH y una sola aplicacion de eCG (dado su vida media mas
larga), logrando una menor perturbacion en los niveles y patrones pre-
ovulatorios de secreciones de estrogenos y LH, al mismo tiempo se logra un
ambiente mas favorable para la fertilizacién y desarrollo embrionario temprano
dentro del tracto reproductivo de la hembra. Si llegara a interrumpirse la
secrecion de estrogenos en cualquier etapa, provocaria atresia de foliculos
(Hafez y Hafez, 2002), lo cual es muy indeseable para lograr una adecuada
multiovulacion.

La utilizacion de GnRH mejora la respuesta al tratamiento
superovulatorio (Azzarini, 1992), estimulando la liberacion de la descarga
preovulatoria de LH (Godinsky et al., Scaramuzzi et al., Karsh y Foster, citados
por Gordon 1989, Evans y Maxwell 1990, Cavestany y Duran del Campo 1993).
La administracion de GnRH 35h luego de haber retirado los pesarios vaginales



69

supone hacer coincidir una descarga brusca de LH con el pico preovulatorio de
LH provocado por la alta concentracion de estrégenos lograda por los foliculos
reclutados y seleccionados (de mayor tamafo) que estimulan al hipotalamo a
liberar GnRH en forma natural. Eppleston et al. (1991) verific6 mediante su
aplicacion, 36 y 44h luego de retirar los pesarios, el rapido aumento de LH
luego de las 4h del tratamiento, al mismo tiempo concluyé que el momento de la
ovulacion se adelanta aplicando eCG 24h antes de retirar los pesarios y que el
uso de GnRH acorta el periodo durante el cual ocurre la ovulacion. Al mismo
tiempo Wolff et al. (1994) administrando también un analogo de GnRH a las 36h
del retiro de pesarios, obtuvieron una tasa de fertilizacion del 70-80% al realizar
la inseminacién artificial indistintamente a las 42 o 55h post retiro de las
esponjas. Pese a que en trabajos anteriores se haya utilizado esta hormona con
el fin de asegurar y sincronizar la ovualcion, Eppleston et al. (1991), Batt et al.
(1993), Menchaca et al. (2009), lo hicieron con una dosis diferente a la utilizada
en este trabajo (30ug de buserelina), de 40 y 50ug de gonadorelina y 8ug de
acetato de buserelina, respectivamente, siendo ambos compuestos analogos
sintéticos de GnRH.

4.1.2 Colectade embriones

Cuadro No. 11. Clasificacion y evaluacion de calidad de los embriones segun
tratamiento, y cantidad de embriones colectados y congelados por oveja.

TRATAMIENTO T1 T2 T3
2 Células
4 Células
Mérula 1((511(231§§52) 3(G1) | 8(G1)
Blastocisto Temprano
Blastocisto 2(G1) 11(G1) 1(G1)
Blastocisto Expandido | 24(G1)2(G2) 1(G1) 1(G1)
Blastocisto Colapsado 6
Formas Inmaduras 4
No Fertilizados 8 4
Formas Totales 45 19 14
No. Embriones
colectados . . 3,33
congeladosloveja | 411G | 5(SY | o
colectada
No. Embriones 167
colectados_y 2,64 (37/14)* | 3 (15/5)* 16/6)*
congelados/oveja total (

*Sin diferencias significativas.



70

Fuente: elaboracion propia.

Como puede apreciarse en el cuadro No. 11, no es posible determinar
cual de los tratamientos fue el mejor en términos estadisticos respecto al
numero de embriones colectados, ya sea por oveja colectada como por oveja
total, dado que no se encontraron diferencias significativas.

Si se toma el total de cuerpos luteos observados previo al momento de la
colecta (de animales colectados) como posibles embriones congelados para
cada tratamiento, se podria hablar de la eficiencia del método de colecta y
recurso humano utilizado en cada uno de ellos. De esta manera, para el
tratamiento T1 fue de 37 embriones congelados en 115 cuerpos luteos
observados (32,17%), para el T2 fue de 15 en 33 (45,45%) y para el T3 fue de
10 en 19 (52,63%), para un total de ovejas colectadas de 9, 3 y 3,
respectivamente, sin presentar diferencias significativas. El numero de
embriones transferibles por oveja colectada segun los tratamientos (ver cuadro
No. 4) es similar al alcanzado por Rexroad y Powell (1991) con 5,0t£1,1; Aké
Lopez et al. (2003) en la raza Pelibuey con 4,00+4,86; Gonzalez Bulnes et al.
(2003b) en Manchega con 4,3+1,4 y por Menchaca et al. (2009) en Merino con
3,6£0,5 o 3,21+0,5 segun si aplicaba 200 o 300Ul de eCG, respectivamente,
siempre para tratamientos con dosis decrecientes de FSH.

Respecto a la evaluacion de calidad de los embriones, éstos fueron de
muy buena calidad (grados 1 y 2 segun la IETS) excepto por uno (mérula)
obtenida en el tratamiento T1, la cual presenté calidad pobre (grado 3).

Para los tratamientos T1 y T2 se obtuvo mayor numero de embriones en
general, pese a que no se hayan encontrado diferencias significativas en
términos estadisticos, pero se podria suponer que existen mayores chances de
que haya habido una menor fertilizacion (8 y 4 ovocitos no fertilizados,
respectivamente) y por ende mas ovocitos reabsorvidos, de ahi que no
aparezcan ni siquiera en el liquido de colecta. Lo anterior podria suponerse a
que concentraciones muy elevadas de FSH podrian tener un efecto negativo
respecto al grado de fertilizacion y desarrollo embrionario temprano o bien por
las condiciones imperantes al momento del servicio (estrés) dado que se
implementé la monta a corral y/o dirigida y a situaciones climaticas
desfavorables (bajas temperaturas, lluvia y viento).
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4.2 TRATAMIENTOS DE UNICA DOSIS DE FSH

4.2.1 Respuesta ovarica

Cuadro No. 12. Actividad ovarica de cada animal segun tratamiento e indicacion
de casos donde se realizo la colecta de embriones.

TRATAMIENTO | n Cuerpos luteos Colecta
0.l 0.D T.0O.

0 0 0 NO

T4 3 | 2fol 0 0 NO

0 1 1 NO

TOTAL 3| 2 1 1 0%

1 7 8 Sl

2 2 4 NO

5 9 14 SI

3 2 5 Si

0 2fol 0 NO

™ 10 2 5 7 Sl

5 | 4(2%) 9 Sl

5 7 12 SI

2 8 10 Si

8 2+1fol 10 SI

TOTAL 10| 33 46 79 80%

5 5 10 Sl

4 4 8 Si

Te 4 2 1 3 SI

0 0 0 NO

TOTAL 4 | 11 10 21 75%

6 7 13 Sl

T7 3| 3 3* 6 Sl

4 2 6 Sl

TOTAL 3|13 12 25 100%

*en regresion o de mala calidad.
Fuente: elaboracion propia.

Respecto al tratamiento T4, éste no amerita a ser incluido en la presente
discusidn ni en el analisis estadistico ya que hubo solamente un animal que
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efectivamente ovul6 y lo hizo mostrando un unico cuerpo luteo, por ende se
descarta como posible tratamiento superovulatorio. Podria suponerse que la
FSH aplicada 36h antes de retirar los pesarios y administrar eCG es demasiado
tiempo, dado su corta vida media.

Los niveles de respuesta, es decir, la proporcibn de ovejas que
mostraron 3 o mas cuerpos luteos fue de 90, 75 y 100% para T5, T6 y T7,
respectivamente, no siendo significativas las diferencias, siendo estos valores
similares o bien superiores a los encontrados en la bibliografia (ver item
anterior).

Figura No. 15. Tasa ovulatoria promedio (numero de cuerpos luteos) segun el
tratamiento con dosis Unica de FSH y sus respectivos desvios estandar.
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Fuente: elaboracién propia.

Tal como se observa en la figura No. 15, existen dos tratamientos (T5 y
T7) que se destacan en su nivel ovulatorio logrado, con 8,88+0,99 y 8,33+£1,68
cuerpos luteos, respectivamente, aunque no sea correcto afirmar que son
mejores ya que no difieren significativamente del tratamiento T6, el cual resultd
en 6,33+1,47.

En lo que refiere a lo revisado en la bibliografia, no se encontraron
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resultados de ninguno de estos tratamientos o similares, es decir que consistan
en la administracion de FSH en forma de una unica dosis concentrada en
ovinos, por lo que no es posible elaborar una discusion concreta. Existe, sin
embargo, un estudio realizado por Batt et al. (1993) en cabras, donde se evalu6
la respuesta de tratamientos con la utilizacion de dos tipos de FSH de diferente
origen (porcino y ovino (Ovagen)) aplicando una sola dosis en combinacién con
eCG, obteniendo un numero variable de cuerpos luteos y embriones (ver cuadro
No. 4). Dentro de los tratamientos realizados por Batt et al. (1993) los
resultados que mas se asemejan a los evaluados aqui son los que combinan
una dosis unica de 12mg de FSH porcina aplicada 48h antes de retirar los
pesarios vaginales, con 200 o 400Ul de eCG al mismo momento, obteniendo
tasas ovulatorias de 8,7 y 9,9, respectivamente.

4.2.2 Colectade embriones

Cuadro No. 13. Clasificacion y evaluacion de calidad de los embriones segun
tratamiento, y cantidad de embriones colectados y congelados por oveja.

T4 T5 T6 T7
TRATAMIENTO (36h antes | (24h antes de | (12h antes de | (simultaneo
de eCQG) eCQG) eCQG) eCQG)
2 Células 0 0 1 1
4 Células 0 0 0 1
Moérula 0 1(G2) 2(G1) 4(G1)
Blastocisto Temprano 0 4(G1)+1(G2) 0 1(G1)
Blastocisto 0 2(G1)+1(G2) 1(G1) 0
Blastocisto Expandido 0 10(G1)+2(G2) 3(G1) 0
Blastocisto
Colapsado 0 2 3 0
Formas Inmaduras 0 3 3 0
No Fertilizados 0 3 0 0
Formas Totales 0 29 13 7
No. Embriones
colectados * * .
congelados/oyeja 0 (0/0) 2,88 (23/8) 4,5 (9/2)* 1,67 (5/3)
colectada
No. Embriones
colectados * * *
congelados/osleja 0 (0/3) 2,3 (23/10)* | 2,25 (9/4)* | 1,67 (5/3)
total
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*Sin diferencias significativas.
Fuente: elaboracién propia.

Segun los resultados del cuadro No. 13, dentro de los tratamientos que
produjeron embriones (T5, T6 y T7) no existen diferencias significativas en
términos estadisticos respecto a la cantidad obtenida por oveja colectada ni por
oveja total. Pese a esto, parece ser que el tratamiento T6 fue el mas efectivo en
producir embriones en términos del numero alcanzado por oveja colectada, sin
embargo, si se toma en cuenta el numero total de ovejas tratadas, es el
tratamiento T5 el que logra mejores resultados ya que se colectan un mayor
numero de animales. En términos de contabilizar los embriones congelados (por
su estado y calidad que corresponde) respecto a los cuerpos luteos observados
previo a la colecta, se demostré una mayor eficiencia en el método y recurso
humano en el tratamiento T6 con un 42,9% (9 embriones congelados de 21
cuerpos luteos), respecto a un 30,7% (23/75) y 20% (5/25) obtenidos en los
tratamientos TS5 y T7, respectivamente, pese a que no existan diferencias
significativas entre estos tres tratamientos.

Cabe destacar que no se encontraron similitudes en cuanto a estos
tratamientos con lo reportado en la bibliografia para ovinos, por lo que quedara
en manos de futuras investigaciones validar o no la eficacia de los mismos.

4.3 TRATAMIENTO SIN FSH

Cuadro No. 14. Actividad ovarica segun tratamiento de dosis unica de eCG.

T8 (Sin FSH)
FECHA N Cuerpos luteos Colecta
0.l 0.D. T.0.

2fol 2fol 0 NO
INVIERNO | 2 1 5 3 NO
< 2+2fol 1 3 NO
OTONO 2+1fol 1+1fol 3 NO
TOTAL 4 5 4 9 0%

Fuente: elaboracion propia.

Pese a que se evidencia actividad ovarica, este tratamiento no se
considera efectivo ya que las tasas ovulatorias registradas son normales para la
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raza en cuestion. Esto coincide con lo revisado en la bibliografia, donde Evans
et al. (2001) con cruzas Suffolk, obtuvo valores similares de tasas ovulatorias
(2,5+0,3 y 2,0£0,3) variando los dias con progestagenos, aunque utilizando una
dosis menor de eCG (500Ul). Por otro lado, Armstrong y Evans en 1983
aplicaron este tratamiento utilizando una dosis de 1500-2000Ul y obtuvieron
tasas ovulatorias e incluso de recoleccién de embriones superiores, de 7,7t1,4
y 3,5%1,6, respectivamente para la raza Suffolk.

Los mejores resultados fueron los de Jabbour y Evans en 1991 en la raza
Merino, quienes aplicaron la unica dosis (1200Ul) 48h antes de retirar los
pesarios vaginales, con 11,4+1,8 cuerpos luteos promedio por animal. Es decir,
administrando una dosis similar como la del ensayo en estudio, podrian
obtenerse mejores respuestas adelantando el momento de aplicacion, aunque
esto estara sujeto a posterior investigacion.

4.4 OTROS TRATAMIENTOS

4.4.1 Dosis concentrada de FSH sin aplicacion de eCG

Cuadro No. 15. Actividad ovarica segun tratamientos de dosis unica de FSH sin
la administracion de eCG.

FECHA T9 (Unica 12h antes de retirar | T10 (Unica simultaneo al retiro

pesarios) de pesarios
n qurpos Colecta|n qurpos Colecta
INVIERNG lGteos lGteos
O.1.|O0.D.|T.O. O.1.|O0.D.|T.O.
1] 2 1 3 Sl 11 0 2 2 Sl

Fuente: elaboracién propia.

Pese a que las tasas ovulatorias de estos tratamientos no son lo
suficientemente elevadas como para catalogarlos como “efectivos”, igualmente
se decidid a realizar la colecta con el fin de observar la calidad de los
embriones.

La respuesta observada puede agregar evidencia de que es necesario
utilizar en forma conjunta las dos hormonas (FSH y eCG) en tratamientos de
superovulacion.

Respecto al numero y evaluacion de la calidad de los embriones
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colectados, se obtuvieron 2 embriones en estado de blastocisto y blastocisto
expandido, ambos de calidad excelente (G1) en el tratamiento T9, y 2
embriones en estado de moérula en el tratamiento T10.

4.5 COMPARACION ENTRE TRATAMIENTOS

Si comparamos los tratamientos que difieren en forma importante
respecto a la FSH, es decir, si se administra o no dicha hormona, y en qué
forma (dosis decrecientes vs. unica), se podria determinar cual de ellos es mas
efectivo en términos generales. De esta manera, en el siguiente grafico se
muestran los resultados de tasa ovulatoria, con sus respectivos desvios
estandar.

Figura No. 16. Tasa ovulatoria promedio (numero de cuerpos luteos) segun el
tratamiento y sus respectivos desvios estandar.
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Fuente: elaboracién propia.

Tal como se observa en la figura No. 15, la respuesta es diferente segun
los tratamientos, siendo mayor la del tratamiento T2 (P10,05), cuando se aplicé
un total de 134,2mg de FSH en forma decreciente, con un total de 11,19+2,31
cuerpos luteos promedio y una tasa ovulatoria de 12,45+2,57. El supuesto
inicial podria haber sido que la mayor respuesta iba a ser del tratamiento T1 con
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una dosis total de 156mg de FSH también en forma decreciente, dado por una
mayor estimulacion de foliculos pequefios en cuanto a su crecimiento vy
desarrollo, y en consecuencia, una mayor produccion de estrogenos, pero esto
no resulté asi, ya que el numero promedio de cuerpos luteos de este ultimo fue
de 7,45+0,73 y su tasa ovulatoria de 10,93+1,08.

Cuadro No. 16. Resultados de actividad ovarica y produccién de embriones
segun el tratamiento de superovulacién.

T1 T2 T3 D. dnica Sin FSH

No.
donantes
No.
donantes 10 (71,4) 3 (60) 3 (50) 15 (75) 3 (75)
c/23CL (%)
CL/donante
(Pr10,10)
Tasa
ovulatoria 10,93+1,082 12,45+2,57a | 4,98+1,23bc | 7,10+0,70b | 2,56+0,89¢c
(P[10,05)
No.
embriones/ 2,64 3,00 1,67 1,85 0

ov. total*
No.
emb./ov. 4,11 5,00 3,33 2,85 0
colectada*
Emb.
congelados/
CL ov.
colectada
(%)*
*No se encontraron diferencias significativas.

14 5 6 20 4

7,4520,73b 11,19+2,31a | 2,14+0,53d | 5,57+0,55¢c | 1,76+0,61d

4,11/12,78 5,00/11 3,33/6,33 2,85/8,64

(32,17) (45,5) (52,6) (33,0) 0

Fuente: elaboracién propia.

En cuanto al nivel de respuesta, si hubo diferencias significativas entre
los tratamientos de dosis decrecientes de FSH (T1, T2 y T3) y aquellos de unica
dosis (P<0,07) presentando 64 y 88%, respectivamente. Por el contrario, en lo
que respecta al porcentaje de eficiencia, no hubieron diferencias significativas
entre los tratamientos (todos).

Respecto al numero y calidad de embriones colectados y congelados,



78

fueron en general de muy buena calidad (grados 1 y 2 segun la IETS) excepto
por uno (moérula) del tratamiento T1, el cual mostré segun la evaluacién un
grado 3 (calidad pobre). Al mismo tiempo no se determiné una interaccion
definida entre el estado de desarrollo de los embriones y tratamiento.

En el siguiente grafico se muestran los resultados en términos del
numero de embriones colectados y congelados segun el tratamiento.

Figura No. 17. Numero de embriones colectados y posteriormente congelados
segun el tratamiento de superovulacién.
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Fuente: elaboracion propia.

Pese a que no es posible afirmar diferencias significativas en términos
estadisticos entre los distintos tratamientos, puede observarse una superioridad
en la produccion de embriones por parte del tratamiento T2, seguido por el T6,
asi como una menor eficiencia por parte del tratamiento T7.

Segun los resultados obtenidos en este trabajo, se deberia profundizar a
nivel experimental aquellos tratamientos de dosis unica de FSH dado que por
un lado no existen reportes en la bibliografia para la especie ovina y por otro,
implicaria hacer mas practica la implementacién de un programa MOTE.
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5 CONCLUSIONES

Combinando diferentes hormonas como FSH, eCG y GnRH junto con
una adecuada sincronizacion utilizando progestagenos en un tratamiento de
superovulacion para la produccion de embriones, se logra una respuesta
efectiva. La variabilidad en la respuesta a los diferentes tratamientos de este
tipo aparece como un aspecto comun en la mayor parte de los estudios
relacionados al tema.

Los tratamientos de superovulacion mas eficientes ya sea en términos de
tasa ovulatoria como en el numero y calidad de embriones colectados y
congelados, son aquellos en los que se utiliza FSH en forma de dosis
decreciente. En segundo lugar, en los que se la administra en forma de una
unica dosis a 24, 12h antes y simultaneo al momento de retirar los pesarios
vaginales, aunque se podria sugerir posterior investigacion en este tipo de
tratamiento a los efectos de simplificar protocolos de programas MOTE.

En términos generales se puede afirmar que ovejas portadoras del gen
Booroola se comportan como animales no prolificos respecto a la respuesta
ovulatoria.

Respecto a los embriones producidos, se puede afirmar que fueron de
muy buena calidad, lograndose colectar y posteriormente congelar en forma
eficiente gran proporcion de los mismos y en los estados de desarrollo
cronoldgicamente correctos.

Este trabajo utiliza la técnica de multiovulaciéon y transferencia de
embriones con la excepcion de la ultima fase (transferencia propiamente dicha
a la oveja receptora), por lo que quedara en manos de futuras investigaciones
validar el grado de viabilidad y/o degeneracion de embriones trasplantados (%
prefiez y supervivencia, entre otros aspectos) que hayan sido originados a partir
de este tipo de tratamiento y su posterior criopreservacion.
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6 RESUMEN

El experimento se llevo a cabo en el Centro de Investigacion y Experimentacion
“Dr. Alejandro Gallinal” (CIEDAG), en el departamento de Florida, en los afios
2008, 2009 y 2010, utilizando 32 hembras de 3 afios de edad promedio y 5
machos Corriedale Booroola, con una condicién corporal media de 2,5 y 3,
respectivamente, alimentados a base de campo natural y campo natural
mejorado. Se evaluaron 8 tratamientos de superovulacion para la produccion de
embriones (midiendo el nivel ovulatorio, y nimero y calidad de embriones)
combinando diferentes dosis y momentos de aplicacion de FSH (aplicada en
forma decreciente y en una Unica dosis), y eCG, manteniendo constante el
protocolo en términos de la duraciéon del mismo, del método de sincronizacién
(pesarios vaginales con 60mg de medroxiprogesterona durante 14 dias,
sustituyendo por nuevos el dia 9), aplicacion de GnRH, servicio, colecta y
criopreservacion de los embriones. Tres tratamientos denominados T1, T2y T3
consistieron en administrar 156, 134,2 y 46,8mg de FSH en forma decreciente
(4 dosis decrecientes aplicadas cada una de ellas, dos veces al dia con un
intervalo de 12h), respectivamente. Se obtuvieron diferencias significativas
(P0O0,05) en términos de la tasa ovulatoria entre los tratamientos T1 y T2
respecto a T3, con 10,93+x1,08 vy 12/45+257 versus 4,98+1,23,
respectivamente. Respecto a los tratamientos de una Unica dosis de FSH, se
realizaron cuatro, variando el momento de aplicacion de la misma, sea 36, 24,
12h antes y simultaneo con el retiro de los pesarios, correspondientemente a
T4, T5, T6 y T7. No se encontraron diferencias significativas entre T5, T6y T7
en cuanto a tasa ovulatoria, obteniendo 8,88+0,99, 6,33+1,47 y 8,33+1,68
cuerpos luteos, respectivamente. El tratamiento T4 resulto ser inviable dado que
solamente ovul6 una oveja mostrando un sélo cuerpo liteo, de ahi que se
excluya del analisis. En lo que refiere a la colecta y criopreservacion de
embriones, se logré colectar y congelar buena parte de ellos (79,5% para
tratamientos con dosis decrecientes y 75,5% con dosis Unica de FSH), lo que
significa que la calidad y estados de desarrollo embrionario alcanzados
cronolégicamente correctos, obteniendo en general mérulas y blastocitos de
calidad excelente y buena (grados 1y 2).

Palabras clave: Booroola; Superovulacién; FSH; eCG; Embriones.
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7 SUMMARY

The experiment was conducted at the “Dr. Alejandro Gallinal” Centre of
Experimentation and Research (CIEDAG), in the department of Florida, between
2008 and 2010. The group of animals used for the investigation consisted in 32
three year old average female sheep, and five male Corriedale Booroola, with a
physical condition mean of 2,5 and 3 respectively, the animals diet was based
on natural grass and natural improved pasture. Eight different treatments of
superovulation were evaluated for embryo production (measuring ovulatory
levels, number and quality of embryo) combining diverse doses and application
timing of FSH (applied decreasingly and in a single dose) and eCG, maintaining
constant the protocol in terms of its duration, the synchronization method
(intravaginal progestagen pessaries containing 60 mg of medroxiprogesterone
acetate during 14 days, replacing them for new ones the ninth day), application
of GnRH, service, collection and cryopreservation of the embryo. Three
treatments called T1, T2 and T3 consisted in the administration of 156, 134,2 y
46,8mg of FSH applied in a decreasing way (4 doses applied decreasingly, each
of them twice a day, 12 hours apart), respectively. There were significant
differences (P00,05) in terms of the ovulatory rate, between T1 and T2
compared to T3, with 10,93+1,08 y 12,45+2,57 versus 4,98+1,23, respectively.
In relation to the FSH single dose treatments, four of them were performed,
varying its application timing, from 36, 24, or 12 hours before the the removal of
the pessaries, and the forth simultaneously with the removal, namely T4, T5, T6,
and T7. No significant differences were found between T5, T6 and T7 regarding
ovulatory rate, obtaining 8.88 + 0.99, 6.33 + 1.47 and 8.33 + 1.68 corpora lutea,
respectively. T4 treatment was found to be unworkable as a sheep ovulated only
showing a single corpus luteum, hence its exclusion from the analysis.
Regarding the collection and cryopreservation of embryo most of them were
successfully frozen (79,5% for treatments with decreasing doses and 75,5% with
a single FSH dose), which means that the quality and embryonic development
stages reached chronologically correct, obtaining in general morulae and
blastocysts with excellent and good quality (grade 1 and 2).

Key words: Booroola; Superovulation; FSH; eCG; Embryos.
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