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RESUMEN

El objetivo de esta tesis fue evaluar la relacion entre la reserva ovarica y longitud del
protocolo de superovulacién en ovejas, y su efecto sobre la tasa ovulatoria y la produccion
de embriones. El estudio se realizé en 63 ovejas de la raza Poll Dorset y cruza Poll Dorset x
Suffolk en las que se administrd un tratamiento de superestimulacion ovarica con FSH
durante la primera onda folicular (Protocolo Dia 0). Luego de la sincronizacion de la
ovulacion, durante la primera onda folicular y se administré un total de 240 mg de FSH junto
a la colocacién de un dispositivo intravaginal con progesterona (CIDR) desde la primera
dosis (dia 0) hasta la Gltima dosis de FSH. Las ovejas fueron asignadas a dos grupos
experimentales para recibir la dosis total de FSH distribuida en seis dosis decrecientes (grupo
de 6 dosis, n = 30) u ocho dosis decrecientes (grupo de 8 dosis, n= 33) dos veces al dia a
cada 12 horas. El conteo de foliculos antrales (AFC) y las concentraciones séricas de la
hormona antimulleriana (AMH) se determinaron al dia -9 y dia 0 del experimento. Luego
del tratamiento superovulatorio, las ovejas recibieron una dosis de GnRH (24 horas luego de
retirar el CIDR) y se realizé una inseminacion artificial (IA) por laparoscopia 16 horas mas
tarde. La determinacion de la respuesta ovarica por laparoscopia y colecta quirdrgica de
embriones en ovejas con > 2 cuerpos luteos (CL) fueron realizadas a los 6 dias posteriores a
la IA. El nimero de AFC y los niveles AMH tuvieron relaciones positivas con respuesta
ovarica, estructuras colectadas totales y estructuras fertilizadas. EI nimero de CL tendi6 (P<
0,10) a ser menor en las ovejas del grupo de 6 dosis que en el de 8 dosis de FSH. No se
encontraron diferencias significativas (P>0,05) en otras variables de produccion de
embriones entre ambos tratamientos (6 vs. 8 dosis). Para comparar la respuesta de ovejas
con baja y alta AMH, se analizaron los resultados del 35% de las ovejas con menores
concentraciones de esta hormona (n= 23) vs. el 35% de las ovejas con mayores
concentraciones (n= 22). En ovejas con AMH alta, el porcentaje de fertilizados tendi6 a ser
mayor para el tratamiento de 6 dosis (P< 0,10) que, para el tratamiento de 8 dosis, pero no
se encontraron diferencias significativas en ninguna otra variable (P= NS). Sin embargo, en
las ovejas con bajos niveles de AMH el nimero de embriones transferibles, embriones
congelables y el porcentaje de estructuras fertilizadas fueron mayores (P<0,05) para las
ovejas que recibieron el tratamiento con 8 dosis contra el tratamiento de 6 dosis. En
conclusion, la prolongacion de la duracion del tratamiento de superovulacion de 6 a 8 dosis
de FSH en ovejas con bajos niveles de AMH, puede favorecer la respuesta a la
superovulacién; y la determinacion de la reserva ovarica mediante AMH puede auxiliar a
predecir la respuesta de las hembras a los programas de produccion de embriones in vivo.

Palabras clave: MOET, fertilidad, reserva folicular, superovulacion, AMH, AFC, ovejas



SUMMARY

The objective of this thesis was to evaluate the relationship between ovarian reserve (at this
instance measured with antral follicle count and levels of anti-millerian hormone); and
length of the superovulation protocol of the first follicular wave in sheep on ovulatory rate
and embryo yield. The experiment was performed on 63 Poll Dorset and cross Poll Dorset x
Suffolk ewes. All ewes received an ovarian superstimulation treatment during the first
follicular wave (Day 0 Protocol). After the synchronization of ovulation, a total dose of 240
mg of FSH was used for superovulation treatment and a new CIDR was used from the first
to the last dose of FSH, as a source of progesterone. Sheep were randomized to receive the
total dose of FSH distributed in six decreasing doses (6-dose group, n = 30) or eight
decreasing doses (8-dose group, n = 33) twice daily every 12 hours. On days -9 and 0, ovarian
ultrasound was performed for antral follicle count (AFC) and blood samples were collected
for anti-mullerian hormone (AMH) measurement. Intrauterine artificial insemination (1A)
was performed by laparoscopy 16 hours after GnRH administration. Ovarian response was
determined by laparoscopy 6 days after Al and embryos/ova were surgically collected from
ewes with >2 corpora lutea (CL). The number of CLs tended (P < 0,10) to be lower in ewes
in the 6-dose group than in the 8-dose group. However, no significant differences (P = NS)
were found in other embryo yield variables when comparing only treatment length. AFC and
AMH levels had positive relationships with ovarian response, total collected structures, and
fertilized ova. Ewes were grouped into low and high AMH groups based on AMH levels. In
sheep with high AMH, the percentage of fertilized ova had a tendency for a higher value for
the 8-dose treatment (P < 0.10), but no significant differences were found in any other
variable (P = NS). For ewes with low AMH levels, the number of transferable and freezable
embryos and the percentage of fertilized structures were significantly higher for ewes
receiving the 8-dose. In conclusion, extending the length of the superovulation treatment
from 6 to 8 doses of FSH may be beneficial to those females with low ovarian reserve; and
the use of ovarian reserve markers such as AFC and AMH can help predict response in in
vivo embryo production programs.

Keywords: MOET, Fertility, ovarian reserve, superovulation, AMH, AFC.



1. INTRODUCCION

La superovulacion y produccién de embriones (por su sigla en inglés, Multiple Ovulation
and Embryo Transfer, MOET) hace parte de la segunda generacion de las biotecnologias de
la reproduccién y permite un salto en la multiplicacion de hembras con alta performance
productiva. En ovinos es una tecnologia que viene siendo utilizada en las ultimas décadas
pero que todavia presenta limitantes que dificultan su aplicacion en condiciones comerciales
y de investigacion. Uno de los principales factores limitantes es la alta variabilidad entre
hembras en la respuesta ovarica a tratamientos superovulatorios, la cual ha sido reportada en
ovinos, caprinos y bovinos (Cognié et al., 2003; Mapletoft & B6, 2013; Menchaca et al., 2010;
Monniaux et al., 2011). En pequefios rumiantes, el conocimiento sobre ondas y dominancia
folicular adquirido mediante ultrasonografia para estudiar la fisiologia ovarica (Evans, 2003;
Gonzalez-Bulnes et al., 2002; Rubianes & Menchaca, 2003) ha permitido el disefio de nuevos
protocolos hormonales para la superestimulacion ovéarica (Menchaca et al., 2009). Como la
induccioén de la ovulacién del foliculo dominante estimula la aparicion de la primera onda
folicular (Dia 0 del ciclo ovulatorio), se propuso en estas especies que la superestimulacion
de la primera onda folicular podria potenciar la respuesta ovarica y la produccion de
embriones (Menchaca et al., 2009). Esta estrategia, denominada «Protocolo Dia 0», en
comparacion con los protocolos tradicionales utilizados en los programas MOET en ovejas
(Menchaca et al., 2009) y cabras (Menchaca et al., 2007) resulté en mejor respuesta ovarica
y mayor produccion de embriones. En los tltimos avances del Protocolo Dia 0, Cuadro et
al., (2018) investigaron los beneficios de la exposicion a altas concentraciones de
progesterona durante el tratamiento de superovulacion mediante la adicion de una fuente
exogena de progesterona sobre la produccion in vivo de embriones, resultando en mayor tasa
de fertilizacion y calidad embrionaria superior. Con respecto a la produccion in vitro,
Menchaca et al., (2018) demostraron mayor tasa de clivaje y desarrollo embrionario en las
hembras que recibieron el agregado de una fuente de progesterona exdgena durante el
tratamiento superovulatorio. Sin embargo, aln con estas propuestas recientes al Protocolo
Dia 0, las cuales mejoraron el rendimiento embrionario in vivo e in vitro (Cuadro et al., 2018;
Menchaca et al., 2018), la variabilidad entre donantes ain no se ha resuelto por completo y
se requieren mas investigaciones.

La alta variacion en la reserva ovarica (cantidad de foliculos presentes en el ovario) entre
individuos es uno de los principales factores que contribuye a la alta variabilidad de la
respuesta ovarica a tratamientos de superovulacion (Mossa et al., 2017). Asi, la evaluacion
de la reserva ovarica puede explicar, al menos en parte, el éxito de las biotecnologias
reproductivas en diferentes especies (Baruselli et al., 2015).

La determinacion de la reserva ovérica de las donantes previo a la produccion de embriones
in vivo puede auxiliar en la prediccion de la respuesta a la superovulacion, eso puede lograrse
mediante el conteo de foliculos antrales (AFC, por su sigla en inglés) por ultrasonografia
transrectal, o mediante determinaciones en sangre de aquellas hormonas asociadas a la
reserva ovarica. Esta Ultima estrategia ha sido explorada en varios estudios y la hormona



antimulleriana (AMH, por su sigla en inglés) aparece como un indicador promisorio de la
reserva ovarica en diferentes especies, incluidos los ovinos (Lahoz et al., 2014; Monniaux et
al., 2011; Rico et al., 2009; Torres-Rovira et al., 2014). Se ha propuesto la determinacion de
las concentraciones de AMH circulante antes del tratamiento con FSH para identificar a
aquellas hembras con un mayor numero de foliculos sensibles a las gonadotrofinas (Lahoz
etal., 2012, 2014; Mossa et al., 2017; Rico et al., 2009; Visser et al., 2006). En mujeres, la
determinacion de AMH antes de la superestimulacion es utilizada de forma rutinaria para
predecir el estatus ovarico (Moolhuijsen & Visser, 2020). Sin embargo, la informacion
disponible sobre los niveles de AMH en ovejas y su relacién con AFC, asi como su uso como
herramienta predictora de la respuesta superovulatoria, es escasa.

En ovejas y cabras, el tratamiento con FSH se administra a través de un régimen de
inyecciones multiples durante tres o cuatro dias (es decir, 6 u 8 dosis administradas cada 12
horas). La duracion de este régimen se establecio para mantener niveles adecuados de FSH
durante un periodo determinado para que sea eficaz sobre el reclutamiento folicular (Bo et
al., 1994; Laster, 1972; Yamamoto et al., 1994). La conveniencia de administrar este
tratamiento con FSH en 6 u 8 dosis no esta suficientemente clara en pequefios rumiantes, y
debido a que los protocolos deben ser cada vez méas simples y de facil administracion la
posibilidad de reducir la duracion del tratamiento requiere mas investigacion. Por otro lado,
el periodo de exposicion a FSH exoOgena podria afectar la respuesta ovérica a la
superovulacién, principalmente en aquellas donantes que muestran una baja respuesta a los
tratamientos de superovulacion, resultado que puede estar relacionado a baja reserva ovarica.
Esto lleva a proponer que la baja respuesta ovulatoria de estos animales podria verse
beneficiada al tener mayor tiempo de exposicion a la FSH.

2. ANTECEDENTES ESPECIFICOS

Dominancia Folicular en Ovejas

El conocimiento sobre el patron de desarrollo de los foliculos antrales ovaricos es muy
importante para perfeccionar las técnicas reproductivas en ovinos. A partir del uso de la
ultrasonografia en modo B se ha logrado un mejor entendimiento de la fisiologia
reproductiva ovina para continuar hacia la busqueda de nuevas estrategias de manipulacion
del desarrollo folicular y la reproduccion en ovejas (Evans, 2003).

El patrén de desarrollo de los foliculos ovaricos en ondas foliculares fue propuesto por
primera vez en bovinos en los afios 1960s por Rajakoskia partir de un trabajo precursor para
la época. Ese concepto derivo en una serie de muchos trabajos en la basqueda de entender la
dindmica folicular ovarica que no llegaron a confirmar esta propuesta hasta los afios 1980s.
Recién en estos afios, mediante el uso de la ultrasonografia primero en vacas y luego en
ovejas (Ginther et al., 1995; C. J. H. Souza et al., 1997) fue posible realizar el seguimiento
del crecimiento folicular dia a dia (Evans et al., 2000). Asi fue posible demostrar de manera
inequivoca que las ovejas tienen un patron de crecimiento folicular en forma de ondas u
oleadas (Evans et al., 2000; Gibbons et al., 1999).



Una onda folicular empieza sobre la influencia de un aumento en las concentraciones de
FSH, esto ocurre por la desaparicion del efecto inhibitorio producido por el foliculo
dominante de la onda antecedente, esta desaparicion ocurre a partir de la ovulacion o atresia
de ese foliculo dominante (Scaramuzzi et al., 2011). A partir de ese mecanismo se inicia la
fase de emergencia folicular, la cual se caracteriza por un crecimiento sincronico de foliculos
pequefios (en la oveja menores a 4 mm de didmetro). Los foliculos que son reclutados en
una onda son dependientes de la hormona FSH. Luego de aproximadamente tres dias de la
emergencia folicular, se presenta una segunda fase de la onda folicular, en la cual uno o mas
foliculos son seleccionados y contindan creciendo hasta llegar a un estatus ovulatorio, en
ovejas el didmetro es de 5 a 8 mm. Esos foliculos desarrollan receptores de la hormona LH
en las células de la granulosa y se transforman en independientes a FSH. La dominancia de
un foliculo ovulatorio es producida por su propia secrecion de estradiol, inhibina A y
androstenediona, esto causa la atresia de los demas foliculos emergentes en la onda (Evans,
2003; Scaramuzzi et al., 2011).

A partir de diversos estudios también se pudo concluir que la dominancia folicular se expresa
en la habilidad de un foliculo en un ovario de inhibir el desarrollo de los demas foliculos en
ambos ovarios, mientras el foliculo dominante continla su desarrollo (Fortune, 1994). Este
fenomeno de dominancia folicular tiene un efecto importante sobre tratamientos de
superovulacién que perjudica la respuesta ovarica y por esa razon es muy importante tenerlo
en cuenta al momento de formular tratamientos a utilizar.

2.1. Tratamientos de superovulacion en ovejas

Los protocolos de superovulacién se basan en la administracion de una hormona que
estimule el crecimiento folicular en conjunto con otras hormonas necesarias para sincronizar
la ovulacion. La primera gonadotrofina utilizada en estos protocolos para estimular el
desarrollo folicular fue la gonadotrofina coriénica equina (eCG) (Cognie, 1999), siendo una
hormona que presenta una vida media en sangre bastante prolongada (alrededor de 40 horas,
y persiste 10 dias en la circulaciéon en bovinos) (Mapletoft & Bd, 2013). Su vida media
prolongada tiene la facilidad de requerir una Gnica dosis, pero también se asocia a efectos no
deseados como el aumento del numero de foliculos anovulatorios, la baja calidad
embrionaria, y la formacion de anticuerpos por utilizacién reiterada que puede disminuir su
efecto (Baril etal., 1996). Desde que las preparaciones en base a FSH estuvieron disponibles,
una serie de estudios demostraron su beneficio en comparacion a la eCG pasando a ser la
hormona de eleccion en los protocolos actuales de superovulacion (Elsden et al., 1978;
Monniaux et al., 1983). Los tratamientos con FSH en ovejas y cabras (y también en vacas)
se basan a un regimen de 6 a 8 dosis que deben ser administradas con un intervalo de 12
h(horas) debido a su vida media corta en sangre (5 h aproximadamente) (Demoustier et al.,
1988).

Si bien los tratamientos con FSH han mejorado la respuesta ovarica y la produccion de
embriones en varias especies, la busqueda de tratamientos méas eficaces que permitan una
menor variabilidad en la respuesta ha sido un tema de investigacion en las Gltimas décadas



(Cognié et al., 2003; Gonzélez-Bulnes et al., 2004). Los tratamientos tradicionales de
superovulacion en ovejas consisten en la colocacion de un dispositivo intravaginal liberador
de progesterona por 12 a 18 dias, iniciando el tratamiento con FSH 48 h antes de retirar el
dispositivo (Gonzalez-Bulnes et al., 2002). Estos tratamientos fueron disefiados en la década
de 1980 (Menchaca et al., 2007), por lo cual no consideran los conocimientos sobre la
fisiologia y dindmica ovarica generados luego de los afios 1990s.

Los conocimientos acerca de las ondas y la dominancia foliculares (Ginther et al., 1995;
Gonzalez de Bulnes et al., 1999; Savio et al., 1988), ayudaron a demostrar que el estatus
ovarico al inicio de los tratamientos de superovulacion afectaba la respuesta ovarica
(Guilbault et al., 1991; Nasser et al., 1993). Si bien este fendmeno esta mejor estudiado en
la vaca, también en la oveja hay evidencia que indica un efecto similar. La respuesta
ovulatoria esta relacionada con el numero de foliculos sensibles a la FSH presentes en los
ovarios al momento de la superovulacion (Gonzalez de Bulnes et al., 2000), y la presencia
de un foliculo dominante al comenzar el tratamiento estd relacionado con una menor
poblacion de estos foliculos pequefios (sensibles a la FSH por sus receptores a la hormona
en las células de la granulosa) resultando en un menor reclutamiento folicular y respuesta
ovarica (Menchaca et al., 2009; Rubianes et al., 1995). Esta informacion dio lugar a la
creacion de nuevos protocolos de superestimulacion ovarica, como el Protocolo Dia 0
(Menchaca et al., 2009). Este protocolo sincroniza la emergencia de la primera onda
folicular, sin la presencia de un foliculo dominante, para esto el tratamiento empieza
justamente luego de la ovulacion que es estimulada por una sincronizacion previa. Con esta
estrategia se mejord la respuesta ovarica y la producciéon de embriones en programas de
MOET cuando fue comparado con protocolos tradicionales que no consideran la dominancia
folicular (Cuadro et al., 2018). Este protocolo ha sido comparado con el protocolo
convencional mostrando mejores resultados tanto en cabras (Menchaca et al., 2007) como
en ovejas (Menchaca et al., 2009). EI altimo ajuste para este protocolo fue la implementacion
de una fuente exdgena de progesterona (mediante el uso de un CIDR) durante el tratamiento
con FSH, ya que habia evidencias de que altas concentraciones de progesterona durante el
desarrollo preovulatorio aumentaba la fertilidad (Nasser et al., 2011; Rivera et al., 2011).
Manteniendo concentraciones de progesterona altas en ese periodo, con este protocolo se
lograron mejores tasas de fertilizacion y calidad embrionaria (Cuadro et al., 2018).

Si bien este tratamiento de superovulacion de la primera onda folicular ya ha demostrado
claras ventajas que lo hacen favorable, la necesidad de administracion de varias dosis de
FSH cada 12 h sigue siendo una dificultad ya que se requiere un manejo repetido de los
animales. La administracién de dosis repetidas de FSH dos veces por dia y durante algunos
dias, puede generar cierto estrés para las donantes y requiere dedicacion de personal a cargo
de dicha tarea. Por este motivo, la posibilidad de simplificar los tratamientos de
superovulacion manteniendo una respuesta satisfactoria es de mucho interés para la
aplicacion de los programas MOET.

2.2. Reserva ovarica: correlacion con tasa ovulatoria y produccién de embriones



Si bien los protocolos de superovulacién han mejorado en los Gltimos afios, la aplicacion
comercial de la técnica transferencia de embriones en ovejas sigue siendo afectada por la
alta variabilidad en la respuesta ovulatoria (Bartlewski et al., 2016; Gonzélez-Bulnes et al.,
2004).

Maés alla de que la presencia de foliculos pequefios y sensibles a la FSH puede ser manipulada
y mejorada controlando la dindmica y la dominancia folicular, la poblacion total de foliculos
antrales (AFC) que posee cada hembra no son controlados por estas estrategias y requieren
particular atencion. Sucesivos trabajos fueron realizados demostrando que la poblacién
folicular es variable entre las hembras, y esto afecta la fertilidad y los resultados en técnicas
reproductivas, principalmente la superovulacion y produccién de embriones (Burns et al.,
2005; J. J. Ireland et al., 2007; J. L. H. Ireland et al., 2008; Jimenez-Krassel et al., 2009). En
los primeros trabajos realizados en bovinos asociando numero de foliculos antrales con
resultados en produccion de embriones in vivo e in vitro, se agruparon los animales en dos
grupos de comparacion, bajo y alto numero de foliculos antrales; los resultados demostraron
que los animales de alta reserva ovéarica (mayor nimero de foliculos antrales) obtuvieron
mayor numero de estructuras colectadas y embriones transferibles producidos in vivo, y
mayor numero de ovocitos cultivados in vitro que llegaron al estadio de blastocistos (Ireland
et al., 2007).

Estos resultados inspiraron una serie de investigaciones (Bartlewski et al., 2016; Ireland et
al., 2011; Lahoz et al., 2014; Monniaux et al., 2011; Pinto et al., 2018; Rico et al., 2009) con
el propdsito de acceder a la reserva ovarica a través de marcadores que posibilitarian la
seleccion de las mejores donantes para programas de produccién de embriones. La medicién
de hormonas circulantes y estructuras ovaricas antes y durante la superovulacion en ovejas
son un ejemplo de marcadores de la reserva ovérica a utilizar, estos pueden proveer una
indicacion anticipada de la respuesta a un tratamiento hormonal de superovulacion
(Bartlewski et al., 2016).

2.3. Marcadores de la reserva ovarica

En las Gltimas décadas varios estudios han relacionado la cantidad y calidad de los foliculos
en el ovario a caracteristicas reproductivas (Torres-Rovira et al., 2014), y la variacion en la
respuesta ovarica a los tratamientos de superovulacion en base a FSH esta afectada, al menos
en parte, por la poblacion folicular entre individuos al inicio de los tratamientos (Lahoz et al.,
2014). Debido a la busqueda de marcadores apropiados de la reserva ovarica se llevaron a
cabo una gran cantidad de estudios, tanto en mujeres como en hembras de especies de
produccion (Burns et al., 2005; Ireland et al., 2008; Rico et al., 2009). Una de las primeras
técnicas para estimar la reserva ovarica fue a través del conteo de foliculos antrales directo
mediante ultrasonografia ovarica. Como fue indicado anteriormente, debido al fendmeno de
las ondas foliculares y las diferentes fases de cada onda, este examen puede variar mucho
segun el estatus ovarico o el momento del ciclo de la hembra (Burns et al., 2005). Como
alternativa a la estimacion de la AFC, la determinacion de las concentraciones de AMH



aparecié como una herramienta apta ya que esta muestra menor variacion durante el ciclo
estral (Rico etal., 2009; Souza et al., 2015). La AMH es una glicoproteina dimérica miembro
de la familia del factor de crecimiento transformante B (Rico et al., 2009), esta fue
primeramente identificada por el papel que cumple en la diferenciacion sexual durante el
desarrollo embrionario promoviendo la regresion de los conductos de Miller en el embrion
masculino, ya que estos conductos dan origen a los 6rganos sexuales femeninos (la Marca &
Volpe, 2006). Luego fue comprobado que ejerce un efecto inhibitorio en el desarrollo y la
funcionalidad de los 6rganos sexuales en ambos sexos (Teixeira et al., 2001), en hembras la
expresion hormonal es restricta a las células de la granulosa de los foliculos ovéricos y la
mayor expresion se encuentra en la categoria de foliculos preantrales y antrales pequefios,
esta expresion cae con el avance del desarrollo folicular (Baarends et al., 1995). Sobre su
funcién en individuos adultos, estd la hipdtesis de que disminuye la sensibilidad de los
foliculos antrales a la FSH (Torres-Rovira et al., 2014), inhibiendo el reclutamiento de los
foliculos primordiales al pool foliculos en crecimiento (Rico et al., 2011), y de esa forma se
evitaria el agotamiento prematuro de la reserva ovarica (Durlinger et al., 1999; Gigli et al.,
2005). Debido a las caracteristicas mencionadas, fue considerada como un confiable
marcador de la reserva ovérica, porque a través de su concentracion se puede estimar la
poblacion de pequefios foliculos antrales sensibles a gonadotrofinas (Lahoz et al., 2014).
Ha sido propuesta la medicién de los niveles de AMH previo a un tratamiento con FSH
(Lahoz et al., 2014) para asi detectar las ovejas con mayor pool de foliculos sensibles a
gonadotrofinas. Asimismo, se ha reportado una correlacion positiva entre el nimero de
foliculos antrales pequefios al inicio de un tratamiento superovulatorio y el porcentaje de
embriones producidos en ovejas (Bartlewski et al., 2016). Estos datos abren el espacio para
seguir perfeccionando la técnica de seleccion de donantes y refinamiento de los tratamientos
de superovulacion, a partir de la estimacion de la reserva ovérica de cada hembra y su
potencial uso para predecir la respuesta o seleccionar las donantes. Aunque ya haya avances
reportados en la tematica, la informacion sobre los niveles de AMH vy su relacion con AFC,
asi como su utilizacion como un predictor de la respuesta a tratamientos con FSH en ovinos,
es escasa en la literatura.

3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA, HIPOTESIS Y OBJETIVOS

La superovulacién y produccion de embriones permite un gran aumento en la multiplicacion
de hembras de alto desempefio productivo y auxilia en programas de mantenimiento de
especies en riesgo de extincion. En ovinos es una biotecnologia que viene siendo utilizada
en las ultimas décadas, pero todavia presenta limitantes que dificultan su aplicacion a nivel
comercial. Algunas limitantes como la alta variabilidad de respuesta individual o la
necesidad de administracion de FSH en multiples dosis (por ejemplo, dos veces por dia
durante cuatro dias), hacen dificil su adopcién. Seria de gran utilidad encontrar alternativas
que garanticen una buena respuesta ovulatoria y produccion embrionaria, asi como
estrategias que simplifiquen los protocolos de administracion hormonal.

El Protocolo Dia 0 surgio a partir de los nuevos conocimientos acerca de la dinamica y
dominancia folicular, mejorando los resultados obtenidos anteriormente con protocolos
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tradicionales. Este protocolo ha mostrado ventajas interesantes mejorando la respuesta
ovarica y la produccion de embriones, sin embargo, la variabilidad individual sigue siendo
una realidad que no ha logrado resolverse por completo. Asimismo, aun sigue siendo
necesaria la administracion de FSH dos veces al dia y por varios dias, requiriendo un manejo
repetido de los animales.

En los ultimos afios se ha avanzado con el estudio de la reserva ovérica, proponiendo que
pueda ser estimada en cada individuo a través de ciertos marcadores que quizas permitan
encontrar formas de reducir la variabilidad de la respuesta individual. Ademas, con esta
informacidn acerca de la estimacion de la poblacion folicular individual, quizas podria
plantearse el ajuste de la dosis o duracién del tratamiento con FSH para cada individuo
mejorando asi la respuesta por ejemplo en aquellas hembras con menor nimero de foliculos.
En este trabajo se buscé estimar la reserva ovarica individual y asociarlo con la variacion de
la longitud de tratamiento con FSH utilizando el Protocolo dia 0, evaluando el efecto sobre
la respuesta ovérica y la produccion de embriones. Esta tesis propone un nuevo abordaje
hacia la busqueda de optimizar el uso de esta tecnologia, facilitar su aplicacion a nivel
comercial, y de esa forma seguir avanzando para mejorar la eficiencia reproductiva y el
avance genético que las biotecnologias de la reproduccién permiten.

Hipotesis
La reserva folicular esta asociada con la produccion de embriones y la respuesta a la
superovulacién puede ser manipulada por el largo del tratamiento con FSH.

Objetivo General

Evaluar la relacion entre el conteo de foliculos antrales y los niveles séricos de la hormona
antimulleriana y como estimacion de la reserva folicular, y comparar el efecto de dos
protocolos de superovulacion de 6 vs. 8 dosis de FSH sobre la tasa ovulatoria y la produccion
de embriones.

Objetivos especificos

1. Evaluar la utilizacion de AFC y los niveles séricos de AMH como marcadores de la
reserva ovarica y de la respuesta a la superovulacion.

2. Evaluar el efecto de la longitud del tratamiento superovulatorio (6 vs 8 dosis) en la
respuesta ovulatoria, en el nimero de embriones y en la calidad embrionaria.

3. Evaluar el efecto de la longitud de tratamiento en animales con diferentes niveles de
reserva ovarica y sericos de AMH.



4. ESTRATEGIA DE LA INVESTIGACION

Para evaluar y relacionar AFC y concentraciones séricas de AMH con los resultados de un
tratamiento superovulatorio con FSH se trabajo en la superovulacion de la primera onda
folicular (Protocolo Dia 0) con dos longitudes de tratamiento de 6 y 8 dosis de FSH.

Las donantes recibieron el tratamiento con FSH en 6 u 8 dosis decrecientes, administradas
por via intramuscular cada 12 h, con una dosis total de 240 mg de FSH en ambos
tratamientos. El dia 0 del experimento fue definido como el dia en que se administré la
primera dosis de FSH. En el dia — 9 y en el dia 0 del experimento se colectaron muestras
sanguineas para analisis de AMH y se realiz6 una ultrasonografia ovarica con el objetivo de
estimar la poblacién folicular y clasificar las donantes en alta o baja reserva ovérica. Esos
momentos de analisis fueron estratégicamente organizados para que la poblacién folicular
fuera estudiada en un momento desconocido del estadio ovéarico del animal (Dia — 9), e
inmediatamente luego de la ovulacién coincidiendo con la fase de reclutamiento folicular al
inicio de una nueva onda (primera onda folicular).

Luego del tratamiento de superovulacién se realizé la inseminacion artificial, y seis dias mas
tarde se evaluo la respuesta ovarica mediante el nimero de cuerpos luteos por laparoscopia,
asi como la produccién de embriones mediante el nimero de estructuras colectadas,
estructuras fertilizadas, embriones transferibles y congelables por donante. Se realiz6 una
colecta embrionaria quirdrgica y la evaluacion morfoldgica de los embriones fue realizada
de acuerdo con las normas recomendadas por la International Embryo Transfer Society
(IETS; Stringfellow & Givens 2010).

Para acceder a los valores de AMH sérica, se realizaron evaluaciones de los niveles séricos
en laboratorio con la técnica ELISA para la medicion hormonal. Para el AFC, fue elaborado
un mapa ovarico al momento de las ultrasonografias ovaricas, el cual fue corroborado
nuevamente a partir de grabaciones de los exdmenes ultrasonogréficos por el mismo
operador.

Se evaluaron la correlacion entre respuesta ovulatoria y produccién de embriones con los
valores de AFC y AMH; los resultados de respuesta ovulatoria y produccion de embriones
segun la longitud del tratamiento de FSH y por ultimo fueron comparados los resultados de
las dos longitudes de tratamiento de FSH luego de agrupar los animales segun sus niveles de
AMH, bajos o altos (utilizando estos valores como marcadores del tamafio de la reserva
ovarica individual).



5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Animales y manejo

Este estudio fue realizado en la estacion experimental Eastern Agricultural Research Station
(The Ohio Sate University, Caldwell, Ohio, EE. UU., 39°N) durante enero y febrero en la
transicion de la estacion reproductiva a la estacion de anestro en el hemisferio norte. Todos
los procedimientos fueron conducidos bajo la aprobacion de Institutional Animal Care Use
Committee of the Office of Research at The Ohio State University (protocolo
2019A00000096; Ohio, EE. UU.). Se utilizaron 63 ovejas multiparas Poll Dorset y cruza
Poll Dorset x Suffolk con una condicion corporal (media + SEM) de 2,7+0,1 (escala: 0
emaciado; 5 obesa), 58,5+1,5 kg de peso vivo, y 3,2+0,2 afios. Los animales se mantuvieron
en un galpon y fueron alimentados diariamente con concentrado (media 0,45 kg/oveja), heno
y agua ad libitum.

5.2. Tratamiento hormonal e inseminacién artificial

Todas las ovejas recibieron un tratamiento de superestimulacién ovarica durante la primera
onda folicular, Protocolo Dia 0 (Menchaca et al., 2010). Durante el protocolo, la FSH fue
administrada luego de estimada la ovulacidn, lo que requiere una sincronizacion previa
usando un protocolo que consiste en 0,3 g de progesterona administrada en un dispositivo
intravaginal (Eazi-Breed CIDR, Zoetis, Auckland, New Zealand) por 6 dias. Este protocolo
incluye una dosis de eCG y otra de prostaglandina (PG) F2a administradas por via
intramuscular (i.m.) al momento del retiro del dispositivo con progesterona. Debido a que la
eCG no esta disponible comercialmente en EE. UU. y la Unica presentacion es combinada
con hCG (gonadotrofina coridnica humana), la administracion de eCG en este caso fue
asociada con hCG (200/100 IU, respectivamente, P.G. 600, Merck, Darmstadt, Alemania).
La administracion de PGF2o consistid en el uso de 125 ug de cloprostenol sodico
(EstroPLAN, Parnell, Alexandria, Australia) en el momento del retiro del CIDR, al dia -3
del experimento. Para sincronizar la ovulacion se realizé la administracion 1.m. de 100 pg de
acetato de gonadorelina (GnRH; GONAbreed, Parnell, Sydney, Australia) 36 h después de
la remocion del CIDR. De acuerdo con reportes anteriores, con este protocolo la ovulacion
ocurre 72-84 h luego de la remocion del dispositivo en aproximadamente el 80 a 90% de las
ovejas (Vilarifio et al., 2013) o cabras tratadas (Menchaca et al., 2007).

Luego de este tratamiento de sincronizacion de la ovulacion, se administré el tratamiento
superestimulatorio. Este fue iniciado 84 h luego de la remocidn del dispositivo intravaginal
y consistié en la administracién de 240 mg de FSH (12 ml de Folltropin, Vetoquinol,
Lavaltrie, Canada). La dosis total de FSH fue administrada en 6 dosis decrecientes (grupo 6-
dosis, n=30) o en 8 dosis decrecientes (grupo 8-dosis, n=33), siendo inyectada en ambos
grupos con una frecuencia de dos veces al dia (7:00 y 19:00) de acuerdo con el siguiente
esquema. Grupo de 6 dosis: 3, 3, 2, 2, 1, 1 mL; Grupo de 8 dosis: 2,5, 2,5,1,8,1,8, 1,2, 1,2,
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0,5, 0,5mL. Con el objetivo de mantener niveles altos de progesterona durante el tratamiento
de FSH, las ovejas recibieron un CIDR desde la primera dosis de FSH hasta la sexta y octava
dosis de FSH, en los grupos de 6-dosis y 8-dosis, respectivamente (Cuadro et al., 2018). Dos
dosis de PGF2a. (125 pg cloprostenol sodico) fueron administradas con las dos Ultimas dosis
de FSH para inducir la lutedlisis. Una dosis de 100 pg de GnRH fue administrada 12 h
después de la ultima dosis de FSH con el proposito de sincronizar el pico preovulatorio de
LH y la ovulacién aumentando la tasa de fertilizacion y produccion de embriones (Menchaca
et al., 2009). La inseminacion intrauterina por laparoscopia fue realizada 16 h luego de la
administracion de GnRH utilizando semen fresco (100x10° espermatozoides por oveja).
Previo al procedimiento se administrd un sedante (0,1 mg/kg xilacina, i.m., AnaSed, Akorn,
Lake Forest, EE. UU.) y un agente analgésico (0,05 mg/kg butorfanol, Torbugesic, Zoetis,
Alcobendas, Espafia) i.m., y al finalizar el procedimiento las ovejas recibieron un antibidtico
(5 mg/kg ceftiofur, Excede, Zoetis, Kalamazoo, EE. UU.). El protocolo de superestimulacion
y el disefio experimental se muestran en la Figura 1.
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Figura 1. Disefio experimental para evaluar el uso de AFC y AMH como marcadores de la
reserva ovarica, y el efecto de la longitud del tratamiento superovulatorio sobre la produccion
de embriones. La FSH fue administrada en 6 dosis (cuadro superior) u 8 dosis (cuadro
inferior) decrecientes, con una dosis total de 240 mg. El Dia 0 fue definido a las 84 h de la
remocion del dispositivo de progesterona intravaginal (tipo CIDR) que se utiliz6é durante el
protocolo previo de sincronizacion.

5.3. Conteo de foliculos antrales

Fueron realizadas examinaciones ovaricas luego de la extraccion sanguinea en los dias -9 y
0 del experimento. Los ovarios fueron examinados por ultrasonografia transrectal con una
sonda lineal de 9.6 MHz (MyLab-DeltaVET, Esaote, Genova, Italia) acoplada a un soporte

11



de plastico ligeramente arqueado para facilitar la manipulacion externa. En los dos
momentos ambos ovarios fueron examinados, y el didmetro y la posicion de todos los
foliculos antrales >1,5 mm fueron registrados en un mapa ovarico y grabados en formato de
video que luego fue chequeado por el mismo operador para confirmar dichos registros.

5.4. Muestras de sangre para analisis de AMH

El muestreo sanguineo fue realizado en la mafiana del dia de la colocacion del dispositivo
intravaginal de progesterona para la presincronizacion (ej. 9 dias antes de la administracion
de FSH, Dia -9) y en el dia de la primera dosis de FSH (Dia 0). Las muestras fueron
colectadas por puncion de la vena yugular utilizando tubos con vacio (BD Vacutainer Serum
Tubes, Becton Dickison, Franklin Lakes, EE. UU.), luego mantenidas por dos horas a
temperatura ambiente y posteriormente, refrigeradas en heladera. Luego, las muestras fueron
centrifugadas en 3500 RPM durante trece minutos a 5 °C, el suero fue separado de la fraccion
celular y conservado a -20 °C hasta el dia del andlisis. La determinacién de las
concentraciones séricas de AMH fue realizada con un kit ELISA de AMH especifico para
ovinos (AnshLabs, Webster, Texas, EE. UU.), tipo ELISA sandwich cuantitativo de tres
pasos. Una curva de calibracion fue determinada desde 0,0 ng/mL a 24 ng/mL. Las muestras
de suero fueron descongeladas a temperatura ambiente, procesadas en un vortex y
centrifugadas para remover cualquier fragmento celular que pudiera interferir con los
resultados del ensayo. El control de calidad se realiz6 en un pool de muestras para cada placa
de analisis hormonal. En la primera incubacion se agregaron 50 pl de muestras de suero y
calibradores diluidos en serie a los pocillos de micro titulacion de AMH recubiertos de
anticuerpos, incubandose durante 120 minutos. La segunda incubacion fue de 60 minutos con
el conjugado de anticuerpo-biotina. Como tercera incubacion se agregd la enzima
Streptavidina conjugada a cada pocillo por 30 minutos. Como altimo paso se hizo la adicion
de la solucion cromégena de TMB por 10 minutos e inmediatamente luego de esta Gltima
incubacidn se utilizé una solucion de finalizacion de reaccion. Entre cada incubacion la placa
fue lavada en una lavadora de microplacas con una solucién de lavado especifica. Entre 20
minutos fue leida la absorbancia de la solucion a 450 nm usando una lectora de placas
(SpectraMax Plus384, Molecular Devices LLC, San Jose, CA, EE. UU.). El limite de
deteccidn de la muestra fue de 0,025 ng/mL, los coeficientes de variacion intraensayo e
interensayo fueron 2,6% y 5,8%, respectivamente.

5.5. Respuesta ovarica y colecta embrionaria
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La respuesta ovérica fue determinada por laparoscopia 6 dias luego de la inseminacion, y en
ese momento se realizo la recuperacion embrionaria en aquellas hembras que respondieron
al tratamiento (i.e., ovejas con mas de dos CL). Para evitar una cirugia innecesaria a aquellas
donantes que no respondieron al tratamiento, el lavado uterino no se realizo en los animales
con dos 0 menos CL o con un cuerpo luteo de regresion temprana (ERCL, por su sigla en
inglés). Previo a la cirugia los animales recibieron una sedacion/analgesia con xilacina (0,15
mg/kg, AnaSed, Akorn, Lake Forest, EE. UU.), mientras que la anestesia general fue
inducida con ketamina (2 mg/kg, i.v., Ketathesia, Henry Schein, Dublin, Irlanda) y
midazolam (0.2 mg/kg, USP, North Bethesda, EE. UU.), y mantenida con una mezcla de
isoflurano (2-3%, Fluriso, VetOne, Chennai, India) y oxigeno administrado por via
inhalatoria. Luego del procedimiento, fueron administrados antibiético (5 mg/kg ceftiofur,
Excede, Zoetis, Kalamazoo, EE. UU.) y antiinflamatorio (1,2 mg/kg flunixin meglumine,
Prevail, VetOne, Boise, EE. UU.).

La colecta embrionaria se realiz6 mediante via quirdrgica de acuerdo con las
recomendaciones de IETS (Menchaca and Hunton, 2020), a través de una incision
paramediana (5 cm de longitud) craneal a la ubre para acceder al tracto reproductivo. Cada
cuerno uterino fue lavado con 35 mL de medio de lavado (Complete Flush, VIGRO,
Vetoquinol, Lavaltrie, Canadd) utilizando un catéter intravenoso de 18 G insertado cerca de
la unién utero-tubarica y el contenido del lavado fue recuperado en una placa de Petri de 90
mm con un catéter 8 F Foley colocado en la bifurcacion externa de los cuernos uterinos. Las
estructuras colectadas fueron evaluadas bajo microscopia estereoscopica y clasificadas de
acuerdo con las recomendaciones de la IETS (Stringfellow & Givens, 2010). La calidad de
los embriones fue evaluada de acuerdo con el siguiente criterio: grado 1 (excelente o bueno),
grado 2 (medio), grado 3 (pobre), y grado 4 (muerto o degenerado). Grados 1 a 3 fueron
considerados como embriones transferibles, y grados 1 y 2 fueron considerados como
embriones adecuados para la criopreservacion (embriones congelables).

5.6. Analisis estadistico

El analisis estadistico fue realizado utilizando el programa SAS, version 9.4 (SAS Institute
Inc., Cary, NC, E.E.U.U). Para cada animal se recopil6 la siguiente informacion: AFC y
AMH en etapa desconocida de ciclo estral (Dia -9), AFC y AMH en la emergencia de la
onda (Dia 0), numero de CL y embriones producidos al dia de la colecta embrionaria, nUmero
de CL en la colecta de embriones. La evaluacion de las correlaciones entre AFC, AMH, la
respuesta ovarica y la produccion de embriones se realizd con el coeficiente de correlacion
de Pearson. El analisis de las posibles diferencias entre los grupos de tratamientos se realizd
utilizando Modelos Lineales Generalizados y Mixtos con el procedimiento GLIMMIX. El
modelo incluy6 el tratamiento (6 vs 8 dosis) como efecto fijo, mientras que el corral en que
se encontraban las ovejas (7 corrales) se incluy6 como efecto aleatorio. En una primera etapa
del andlisis (ver Tabla 1), se incluyeron todos los animales para evaluar la respuesta a los
tratamientos (6 vs 8 dosis). Un segundo analisis fue realizado para evaluar el efecto de la
duracion del tratamiento segun los niveles de las concentraciones séricas de AMH. En esta
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segunda etapa del analisis se dividié a la poblacion de donantes en terciles segln la
concentracion de AMH, seleccionando finalmente los dos grupos contrastantes (Baja AMH;
con <7 ng/mL, n = 23; 0 Alta AMH; > 10 ng/mL, n = 22). Las diferencias estadisticas fueron
definidas para un nivel de significancia de P< 0,05, y se considerd como tendencia estadistica
cuando P> 0,05 y P< 0,10. Los datos se presentan como medias + SEM.

6. RESULTADOS

6.1. Conteo de foliculos antrales

El nimero de foliculos totales al Dia -9 del tratamiento fue 4,1 + 0,2, mientras que al Dia 0
fue 5,7 £ 0,3 (P< 0,05). Similarmente, el nimero de foliculos antrales pequefios (<4 mm)
fue significativamente inferior (P<0,05) al Dia -9 (3,5 + 0,2) que al Dia 0 (5,3 £ 0,3). Los
valores de correlacion entre el nimero de foliculos <4 mm al Dia -9 y diferentes variables
al momento de la colecta de embriones fueron: nimero de cuerpos luteos (r= 0,22, P< 0,10),
estructuras totales (r= 0,27, P< 0,05) y nimero de embriones fertilizados (r= 0,27, P< 0,05,
Figura 3). Una tendencia a una correlacion positiva entre el nimero de foliculos <4 mm 'y
AMH al Dia

-9 fue detectada (r=0,23; P< 0,10, Figura 2), mientras que para el nimero de foliculos totales
y la AMH la correlacién no fue significativa.
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Figura 2. Correlacion entre AFC y las concentraciones séricas de AMH en un momento
desconocido del estatus ovarico (Dia -9 del experimento). Las graficas representan los
valores de correlacion para: foliculos <4mm de diametro (cuadro A) y numero de foliculos
totales (cuadro B) con los valores séricos de AMH (ng/mL). Cada punto en las gréficas
representa una donante, todas las donantes fueron consideradas en el andlisis, pero una
donante que presentd valores de AMH de 53,4 ng/ml no figura en las graficas a modo de
facilitar la visualizacion de la gréafica.
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Figura 3. Correlacion entre el nimero de foliculos antrales <4mm o los niveles séricos de la
hormona antimulleriana en un momento desconocido del estatus ovarico y diferentes
variables determinadas al dia de la colecta de embriones: (A-B) nimero de cuerpos liteos,
(C-D) estructuras totales colectadas y (E-F) numero de fertilizados. Cada punto en las
gréaficas representa a una donante, todas las donantes fueron consideradas en el analisis, pero
para facilitar la visualizacién una donante que presento valores de AMH de 53,4 ng/ml no

figura en las graficas.

NuUmero de CL

10 15
AMH (ng/mL)

25

Estructuras totales

Numero de fertilizados

10 15
AMH (ng/mL)

15



6.2. Concentraciones séricas de AMH

Los valores séricos de AMH en un momento desconocido del estatus ovarico y a la primera
dosis de FSH fueron de 9,4 £ 0,9y 6,8 + 0,7 ng/ml (P< 0.05), respectivamente. Los valores
individuales entre los dos muestreos fueron altamente correlacionados (r = 0,96; P< 0,0001,
Figura 4). Con respecto a la correlacion entre los niveles séricos de AMH al Dia -9 y las
variables de respuesta al tratamiento y produccion de embriones, se encontré una correlacion
positiva con el nimero de cuerpos lUteos totales y tendencias para nimero de estructuras
totales y numero de fertilizados (r = 0,25, P = 0,05; r = 0,22, P <0,10; r = 0,22, P <0,10;
respectivamente, Figura 3).
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Figura 4. Correlacion por coeficiente de Pearson de los niveles séricos de AMH en los dos
momentos de muestreo (P< 0,0001); el Dia 0 corresponde al dia de la primera dosis del
tratamiento de FSH (al inicio de la primera onda folicular) y el Dia -9 a un momento
desconocido del estatus ovarico de las ovejas. Cada punto en la grafica representa una
donante, todas las donantes fueron consideradas en el analisis, pero para facilitar la
visualizacion una donante que presenté valores de AMH de 53,4 ng/ml no figura en las
graficas.

6.3. Respuesta ovarica y produccion de embriones en ovejas tratadas con 6 vs 8 dosis de
FSH

El analisis inicial evalud el efecto de la duracidn del tratamiento con FSH en todas las ovejas.
El porcentaje de donantes que respondieron al tratamiento (ej., animales con méas de 2 CL/
donantes totales) no fue diferente entre tratamientos (P= NS). Se observo una tendencia (P<
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0,10) a una respuesta ovulatoria menor en las ovejas tratadas con un régimen de 6 dosis
contra el régimen de 8 dosis (14,2 + 1,7; 20,3 £ 2,8, respectivamente). Ninguna diferencia
significativa fue detectada entre tratamientos para las variables: estructuras totales, nimero
de fertilizados, embriones transferibles y congelables (P= NS; Tabla I).

Tabla I. Respuesta ovulatoria y produccién de embriones en ovejas que recibieron un
tratamiento de superovulacion con 6 vs 8 dosis de FSH. Los datos se presentan como medias
+ SEM.

Tratamiento

6 dosis 8 dosis
Valor P
(n = 30) (n=133) alor
Respuesta ovarica
Respuesta de donantes (%) * 93,3% (28/30) 78,8% (26/33) 0,54
Numero de CL por donante 142 +17 20,3+28 0,06
Foliculos anovulatorios por donante 0,3x0,1 0,3+0,1 0,96
Produccion embrionaria**

Numero de estructuras colectadas 90+13 109+18 0,38
Estructuras no fertilizadas 09+04 0,7+0,3 0,39
Numero de fertilizados 8,1+x14 102+19 0,34

Porcentaje  de fertilizados/ 90,4% 93,7% 017

embriones colectados (227/251) (266/284) ’
Degenerados 1,3£04 2,0+0,8 0,89
Embriones transferibles 6,8+ 12 82+18 0,52

Porcentaje de  transferibles/ 84,1% 80,5% 0.29

fertilizados (191/227) (214/266) '
NUmero de embriones

+11 2+1 4

congelables*** 06+l 5 8 043
Porcentaje de congelables/ 81,1% 80,5% 0.86
fertilizados (184/227) (214/266) ’

*Porcentaje de donantes con mas de dos cuerpos luteos (CL). Donantes con <2 CL o cuerpo
luteo de regresion temprana no fueron incluidas para los analisis de las demas variables.
**|as variables de produccion de embriones fueron calculadas por donante

***Los embriones congelables son los de grado 1y 2 segun la clasificacion utilizada.
Todas las variables de produccion de embriones fueron calculadas por donante.
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6.4. Longitud de tratamiento de FSH en grupos de Baja y Alta AMH

Para evaluar el efecto de la duracion del tratamiento de superovulacién en ovejas con
diferentes niveles de AMH al Dia -9 (al tomar la AMH como un marcador de la reserva
ovarica), se realizo un segundo analisis para contrastar ovejas con baja (< 7 ng/mL) o alta
AMH seérica (> 10 ng/mL) y los resultados se presentan en la Tabla 2.

En aquellas ovejas con niveles bajos de AMH, el porcentaje de donantes que respondieron
al tratamiento no fue diferente (P = NS) entre los animales tratados con 6 u 8 dosis. De
manera similar, en estas ovejas con bajos niveles de AMH no hubo diferencia significativa
(P = NS) en el numero de CL ni en el nimero de estructuras colectadas por donante entre un
régimen de 6 u 8 dosis de FSH. EI nimero de estructuras no fertilizadas tendié (P < 0,1) a
ser mayor con el tratamiento de 6 dosis que con el tratamiento de 8 dosis. Para estas ovejas
con bajos niveles de AMH, el numero de estructuras fertilizadas, porcentaje de
fertilizados/estructuras colectadas, el numero de embriones transferibles (calidad grado 1 a
3) y congelables (calidad grado 1 y 2) por donante fueron menores (P < 0.05) para ovejas a
las que se les administr6 FSH en 6 dosis en comparacion con un régimen de 8 dosis. El
namero de donantes que produjeron més de 2 embriones transferibles present6 una tendencia
a ser mayor para el tratamiento de 8 dosis (P <0,1). No se observaron diferencias (P = NS)
entre los grupos de tratamiento para el nimero de embriones degenerados ni el porcentaje
de embriones congelables en ovejas de baja AMH.

En aquellas ovejas que mostraron altos niveles de AMH, no se detectaron diferencias
significativas (P = NS) en el nimero de CL ni en la produccion de embriones entre las ovejas
del tratamiento de 6 dosis o de 8 dosis.
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Tabla Il Respuesta ovulatoria y produccion de embriones en ovejas con baja (<7 ng/mL) o
alta (>10 ng/mL) AMH sérica con tratamientos de superovulacién de 6 vs 8 dosis de FSH.
Los datos se presentan como medias £ SEM.

Baja AMH Alta AMH

6 dosis 8 dosis  Valor 6 dosis 8 dosis Valor

(n=10) (n=13) P (n=10) (n=12) P
AMH (ng/mL) 57+04 46+05 0,09 145+12 122+07 0,07
Respuesta de donantes (%) 90,0% 84,6% 0,07 90,0% 83,3% 0,65
* (9/10) (11/13) (9/10) (10/12)
Numero de CL por donante 10,4+2,0 13,3+238 0,48 152+38 251+54 0,16
Produccién embrionaria**
Numero —de —estructuras .. 15 1904128 010  98+28 117426 0,69
colectadas
NUmero de estructuras no 1,1+10 0,1+0,1 0,09 0,3+0,2 1,1+06 0,33
fertilizadas
NUimero de estructuras 3,6+11 99+28 0,05 95+29 10,7+28 0,82
fertilizadas
Porcentaje de 76,6% 09,2% 0,001 96,9% 90,8% 0,07
fertilizados/estructuras (36/47)  (129/130) (95/98) (128/141)
colectadas
Embriones degenerados 09+05 15+£12 057 1,7+0,9 24+11 0,71
Nimero de embriones 2,7+09 84+28 0,05 78+24 8,325 0,92
transferibles***
Porcentaje de 75,0% 84,5% 0.19 82,1% 77,3% 0.39
transferibles/fertilizados (27/36) (109/129) ™ (78/95) (99/128) '
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Donantes con > 2 embriones  30% 69.2% 0.08 60% 58.3% 0.94
transferibles (3/10) (9/13) ’ (6/10) (7/12) ’

NUimero de embriones 2,7+09 84+28 0,05 73+22 83+x25 0,82
congelables ****

Porcentaje de 75% 845% 019 782%% 77,3% 0,87
congelables/fertilizados (27/36)  (109/129) (79/101)  (99/128)

* Porcentaje de donantes con mas de dos cuerpos luteos (CL). Donantes con <2 CL o cuerpo
luteo de regresion temprana no fueron incluidas para los analisis de las demas variables.

** Las variables de produccion embrionaria fueron calculadas por donante
***|_os embriones transferibles son los de grado 1 a 3 segun clasificacion utilizada

**** |_os embriones congelables son los de grado 1y 2 segln clasificacion utilizada

7. DISCUSION

Una de las preguntas que aborda esta tesis de mayor interés para aquellos veterinarios que aplican
la tecnologia MOET, es acerca de la conveniencia de aplicar en las donantes un régimen de 6 dosis
0 de 8 dosis de FSH. En un primer andlisis que surge de la comparacién de todas las donantes
tratadas con el régimen de 6 u 8 dosis, no se encontraron diferencias importantes en la produccién
de embriones. La Unica variable en la que hubo una tendencia a un valor superior para el tratamiento
de 8 dosis fue el numero de CL. Considerando estos resultados, parece apropiado el uso de
protocolos con menor cantidad de dosis tal como ha sido reportado por varios grupos de
investigacion en reproduccion ovina que utilizan 6 dosis decrecientes de FSH dos veces al dia en
tratamientos convencionales de 14 dias de progesterona (Bruno-Galarraga et al., 2014; Forcada et
al., 2011; Gibbons et al. 2010). Diversos trabajos han tenido como objetivo la simplificacion del
numero de dosis de FSH, como, por ejemplo, la reduccion a una sola dosis por medio de vehiculos
de liberacion lenta como el hialuronano o el vehiculo de polivinilpolipirrolidona (Dattena et al.,
1994; Simonetti et al., 2008; Tribulo et al., 2012). Sin embargo, la administracién de 8 dosis, la
frecuencia de dos dosis por dia, y la administracion en dosis decrecientes de FSH siguen siendo las
mas utilizadas. Esto se debe a que existe un concepto bastante extendido de que se requiere una
exposicion a la FSH de una duracién determinada, a que la FSH tiene una vida media en sangre
relativamente corta, y que se pretende simular un perfil de exposicion natural a la hormona FSH
durante la fase folicular de un ciclo estral no estimulado (Gonzalez de Bulnes et al., 2004; Menchaca
et al., 2010). Considerando los resultados obtenidos en esta tesis, estos conceptos podrian ser
cuestionados, o al menos podemos sugerir que no todas las donantes responden de la misma manera
y requieren un solo régimen de tratamiento con FSH. Para llegar a esta sugerencia, fue necesario
profundizar primero en la relacion entre AFC y AMH con la repuesta superovulatoria y la
produccién de embriones, y en un segundo analisis
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avanzar sobre el efecto de la duracién del tratamiento con FSH en hembras con distinta reserva
ovérica.

El analisis realizado de AFC y los niveles hormonales de AMH como posibles marcadores
de la reserva ovarica y de la respuesta a la superovulacion, permitio encontrar asociaciones
de interés para la comprension de la respuesta en los programas MOET. Las concentraciones
séricas de AMH estuvieron altamente correlacionadas entre los dos momentos de muestreo:
tanto en un momento desconocido del ciclo estral (Dia -9 del experimento), como al
momento de la emergencia de una nueva onda folicular al iniciar el tratamiento con FSH
(Dia 0 del experimento). Los resultados indican que los valores son muy variables entre los
individuos, tal como fue reportado previamente en mujeres y en otras hembras de especies
de produccién incluidas las ovejas (Cook et al., 2000; Lahoz et al., 2014; Monniaux et al.,
2011; Mossa et al., 2017; Rico et al., 2009). De acuerdo con estos reportes anteriores, las
concentraciones hormonales siguen un patron de alta variabilidad entre individuos y esta
diferencia se mantiene en diferentes momentos de la actividad ovarica. En este estudio, las
concentraciones de AMH luego de la sincronizacion estral fueron significativamente
inferiores en comparacion con el andlisis realizado antes de la intervencion hormonal al Dia
-9 del experimento. En un estudio que evaluo la regulacion de la produccién de la AMH en
vacas en diferentes niveles (enddcrino, ovarico y folicular), se monitorearon los animales
durante un ciclo estral completo (Rico et al., 2011) y fue reportado que luego del estro ocurre
una disminucion en las concentraciones plasmaticas de AMH. Esto podria estar relacionado
con un posible efecto inhibitorio de la hormona FSH, considerando que sus concentraciones
se elevan alrededor de la ovulacion justo previo al inicio de la primera onda folicular del
ciclo estral. Esto coincide con lo descrito en ratones (Baarends et al., 1995) donde se
demostrd el efecto inhibitorio de la FSH en la expresion de la AMH en las células de la
granulosa de foliculos preantrales y antrales pequefios. Estos investigadores demostraron el
efecto inhibitorio de la FSH sobre la secrecién de la AMH al tratar células de la granulosa
de foliculos secretores cultivadas in vitro con FSH. En las hembras, la expresion de AMH se
limita a las células de la granulosa de los foliculos en el ovario, los foliculos preantrales y
antrales pequefios tienen la expresién mas alta que luego desciende a medida que avanza el
desarrollo folicular (Baarends et al., 1995; Rico et al., 2009). Los valores de AFC y AMH
fueron considerados como marcadores de la reserva ovarica, primero para mujeres y ratones
(Kevenaar et al., 2006; Visser et al., 2006), y posteriormente para especies productivas
(Lahoz et al., 2014; Monniaux et al., 2011; Mossa et al., 2017; Rico et al., 2009). Los
resultados encontrados en esta tesis son de interés para la comprension de los perfiles de
AMH en la oveja: a) para una misma hembra existe una correlacion positiva en los niveles
de AMH en diferentes momentos del ciclo (repetibilidad), y b) los niveles son algo mas
bajos al inicio de la primera onda folicular que cuando se determinan en un momento no
conocido del ciclo estral.

Los resultados de esta tesis demuestran que existe una relacion positiva entre el nimero de
foliculos antrales <4 mm de didmetro y las concentraciones séricas de AMH. Esta relacion
positiva fue demostrada en diferentes especies. En las cabras el nimero de foliculosde 1a 5
mm de diametro se correlaciond altamente con los valores de AMH (r=0,89; P< 0.001;
Monniaux et al., 2011); en vacas, el nimero de foliculos de 3 a 5 mm de diametro se
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correlacion6 con las concentraciones de AMH (r = 0,71; P< 0.002; Rico et al., 2011); y en
ovejas, se demostro que los foliculos de 1 a 3 mm contienen una mayor concentracion de
AMH que los foliculos mas grandes (Monniaux et al., 2013). Los estudios en ovejas que han
reportado la relacion entre AFC y la AMH son bastante escasos, y los niveles de esa relacion
parecen ser bastante variables segun lo publicado hasta la actualidad. En corderas de
aproximadamente 40 dias de edad, la correlacion entre la AMH y los foliculos > 2mm fue
de 0,94 (P< 0.01) (Torres-Rovira et al., 2014). En ovejas adultas esta correlacion fue
relativamente més baja (r=0,3; P< 0.01) (Lahoz et al., 2014). En el experimento de esta tesis,
la correlacion entre AMH y el numero de foliculos totales no fue significativa, lo que sostiene
la idea de que la fuente primaria de AMH son los foliculos antrales pequefios. En el presente
estudio preferimos utilizar los valores hormonales y ecograficos tomados en un momento
aleatorio del ciclo estral (en este caso al Dia — 9 del tratamiento), previo al tratamiento
hormonal. Aunque otros investigadores se han enfocado en utilizar resultados obtenidos en
un momento predefinido del ciclo estral para analizar los marcadores de la reserva ovarica
(Pinto et al., 2018; Rico et al., 2011), en esta tesis se prefirié hacerlo en un momento aleatorio
del ciclo estral dado que esto tendria una mayor facilidad para aplicarlo en la préctica en
futuras donantes para realizarlo en cualquier momento sin necesidad de sincronizar el celo.

Con respecto a la diferencia entre los valores de las concentraciones séricas de AMH
encontrados en esta tesis y lo reportado en la bibliografia disponible actualmente, sabemos
que las concentraciones de esta hormona pueden variar bastante entre especies y entre razas
(Monniaux et al., 2013; Mossa et al., 2017), pero es poco probable que estas diferencias tan
marcadas sean Unicamente atribuibles a estos dos factores. Hasta la actualidad se han
desarrollado multiples ensayos para determinar las concentraciones de AMH, y la mayoria
utiliza un formato de ELISA tipo sandwich con dos anticuerpos que identifican epitopos
distintos. Curiosamente, la mayoria de los estudios que informan sobre la AMH en ovejas
han utilizado una de las dos iteraciones del ensayo humano AMH Gen de Beckman, mientras
que el presente estudio empled un ensayo especifico para AMH ovina. La AMH es una
glicoproteina secretada como un homodimero covalentemente unido (proAMH), que
posteriormente se divide en la forma bioactiva compuesta por el dominio proterminal N-
terminal y el dominio maduro C-terminal que permanecen como un complejo no
covalentemente unido (Cate, 2022; Moolhuijsen & Visser, 2020). Ademas, parece que
existen maltiples sitios de escision que podrian dar lugar a diferentes isoformas (Moolhuijsen
& Visser, 2020). El ensayo AMH Gen comunmente utilizado detecta tanto el proAMH como
el complejo no covalente de AMH bioactivo en el suero humano (Pankhurst et al., 2014), y
las referencias indican que la forma proAMH es la mas prevalente (~62%) que se encuentra
en circulacion (Pankhurst et al., 2014). La ubicacion de los sitios de union de los anticuerpos
utilizados en los ensayos comerciales y la composicion de las formas de AMH en circulacion
en las especies ganaderas siguen siendo en gran parte desconocidas. Por lo tanto, es plausible
que las diferencias en los sitios de union entre los ensayos y la prevalencia de las formas de
AMH puedan llevar a una gran variacion en las concentraciones de AMH al utilizar ensayos
desarrollados para diferentes especies. Ademas, incluso dentro de una misma especie las
comparaciones de los valores de AMH obtenidos con diferentes ensayos o protocolos pueden
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ser problematicas, ya que se han informado diferencias cercanas a un 70% en la
concentracion de AMH en muestras humanas analizadas con diferentes ensayos (Bonifacio et
al., 2015; Moolhuijsen & Visser, 2020). Ademas, las variaciones en la cinética de unién de los
anticuerpos utilizados en diferentes ensayos pueden dar lugar a diferencias en la
recuperacion y, por lo tanto, en los valores de AMH informados. No podemos determinar la
razon precisa de las diferentes concentraciones de AMH obtenidas en este experimento
comparadas con la de otros reportes, lo que deberia ser motivo de estudio en futuros trabajos.
Mientras tanto, es importante tener en cuenta que se debe ser cuidadoso con la utilizacion de
valores de AMH como punto de corte para la seleccion de ovejas como futuras donantes de
embriones.

Al evaluar la relacién entre los niveles séricos de AMH vy los resultados al tratamiento de
superovulacién, se reflejé una correlacién positiva entre los valores de AMH y el nimero
total de cuerpos luteos (respuesta ovulatoria) al dia de la colecta embrionaria; y tendencias
positivas con estructuras totales colectadas y numero de fertilizados. Un estudio previo
(Lahoz et al., 2015) reporto resultados similares en ovejas adultas de la raza aragonesa, con
una relacion fuerte entre la tasa de ovulacion y las concentraciones plasmaticas de AMH (r=
0.70; P< 0.001). Con respecto a las demés variables medidas no se encontraron valores
significativos. AFC se correlaciond positivamente con las estructuras totales y nimero de
fertilizados. Se obtuvo una tendencia positiva con el nimero de cuerpos luteos, confirmando
y respaldando la relacién entre AFC y AMH ya que estos marcadores presentaron resultados
similares a cerca de sus correlaciones con variables determinantes para evaluar el
rendimiento de un tratamiento de superovulacion (Figura 3).

Los datos presentados contribuyen para los avances hacia la busqueda de marcadores de la
reserva ovarica, y tanto las concentraciones de AMH como de AFC representan herramientas
que podran ser de utilidad (Fleming et al., 2015). Aunque se ha demostrado que el recuento
de la poblacion folicular o AFC es eficaz para predecir la respuesta ovarica y el rendimiento
embrionario en ovejas (Bartlewski et al., 2016; Cognié et al., 2003; Gonzalez de Bulnes
et al., 2002; Pinto et al., 2018), la utilidad de la AMH no esta suficientemente clara en estos
animales. En cuanto al objetivo de la presente tesis, fue demostrado que la determinacion de
las concentraciones séricas de AMH en una etapa no conocida del ciclo estral, antes de la
estimulacion ovérica, podria ser moderadamente Util para la prediccion de la respuesta al
tratamiento de superovulacion y seleccion de las mejores donantes debido a la correlacién
positiva con variables representativas de la respuesta ovarica en un programa MOET.

El estudio de la relacion entre los niveles de AMH y la produccion de embriones, nos
permitio en esta tesis realizar un segundo analisis para asociar estos resultados al régimen de
superovulacién con 6 u 8 dosis de FSH. En esta segunda etapa de analisis, se compararon dos
niveles contrastantes de reserva ovarica determinada por AMH, utilizando ovejas con bajos
vs. altos niveles de esta hormona. Desde el punto de vista practico o aplicado, los niveles
séricos de AMH podrian ser mas adecuados para seleccionar futuras donantes que el nUmero
de foliculos determinado por ultrasonografia, ya que la variacion a lo largo del ciclo estral es
menor en los niveles de AMH que en el nimero de foliculos (Baruselli et al., 2015). En ovejas
y vacas, el nimero de foliculos determinado por ultrasonografia puede tener un
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rango muy amplio de variacién en un mismo animal segun el dia del ciclo estral (Bartlewski
etal., 1999; Burns et al., 2005; Sakaguchi et al., 2019). Al comparar los grupos con niveles
bajos y altos de AMH en un tratamiento de 6 u 8 dosis de FSH, la produccién de embriones
fue afectada de manera diferencial. En donantes del grupo de baja AMH, al aumentar la
duracion del tratamiento con FSH de 6 a 8 dosis se incrementd el nUmero de embriones
producidos (estructuras fertilizadas, nimero de transferibles y congelables). Por el contrario,
en donantes con altos niveles de AMH, la extension de la duracion del tratamiento con FSH
no afectd el rendimiento embrionario. Estos resultados podrian tener dos implicancias
précticas interesantes: a) por un lado sugieren la ventaja de extender el tratamiento con FSH
aun régimen de 8 dosis para aquellas ovejas con niveles bajos de AMH, y b) a la vez también
brindan la posibilidad de simplificar el nimero de inyecciones de FSH a 6 dosis en hembras
de alta reserva ovarica.

Este hallazgo discutido en el parrafo anterior puede tener su explicacion en algunos
resultados reportados en estudios previos. Los animales con bajos niveles de AFC o AMH
presentan mayores concentraciones circulantes de FSH (Ireland et al., 2007; Torres-Rovira
et al., 2016) y las células foliculares tienen una respuesta reducida a las gonadotrofinas
(Mossa et al., 2017; Scheetz et al., 2012). Por ejemplo, las células de la granulosa en vacas
con bajos niveles de AFC tienen una menor expresion de receptores de FSH, llevandolos a
ser refractarios a la estimulacidon con FSH, y también tienen una disminucion en la secrecion
de estradiol en respuesta a la FSH (Scheetz et al., 2012). Esto podria explicar por qué al
aumentar la dosis de FSH no se ha logrado mejorar la respuesta a la superovulacién, como
ha sido reportado recientemente en vaquillonas de raza lechera (Karl et al., 2021). En dicho
trabajo se evaluaron cuatro dosis de FSH en animales de baja reserva ovarica y se encontrd
que las dosis altas de FSH no mejoraron el crecimiento folicular y la respuesta al tratamiento
de superovulacién. Incluso se ha sugerido que dosis de FSH excesivamente altas para
donantes de baja reserva ovarica tendrian efectos perjudiciales sobre la capacidad ovulatoria
de los foliculos (Karl et al., 2021). Algunos de los posibles mecanismos que sustentan esta
hipétesis es que altas dosis de FSH pueden influenciar la sefializacion en cascada de las
gonadotrofinas en las células de la granulosa, teca y luteales (Scheetz et al., 2012) de los
foliculos y también promover una luteinizacion temprana, lo que conllevaria a una
disparidad en la calidad de los ovocitos y también la pérdida de ovocitos (Clark et al., 2022).
Por este motivo, en la presente tesis se prefirio avanzar en el estudio de la duracion del
tratamiento con FSH, manteniendo la misma dosis total administrada en el régimen de 6
dosis como en uno de 8 dosis. Los resultados sugieren que al menos en ovejas, puede haber
un efecto favorable mediante el ajuste en la duracion del tratamiento.

La modificacion en la longitud del tratamiento con FSH ha sido reportada en varios trabajos
en diferentes especies, con resultados controversiales. Sin embargo, esto casi no habia sido
estudiado considerando la reserva ovarica de las donantes. En un trabajo realizado en vacas
de carne hace unos afios (Garcia Guerra et al., 2012), al alargar el tratamiento con FSH de 4
a 7 dosis se encontro un aumento en la respuesta ovarica debido a un mayor nimero de
ovulaciones y cuerpos luteos. Aungue el numero de estructuras fertilizadas, embriones
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transferibles y congelables fue numéricamente superior, no se encontraron diferencias
significativas. En otro estudio con terneras prepuberes con una poblacién folicular similar,
un tratamiento con FSH de 7 dias resultd en una mayor respuesta ovarica al compararlo con
uno de 4 dias (Krause et al., 2020). Estos hallazgos podrian ser respaldados por la teoria de
que la prolongacion de la exposicion a la FSH seria beneficiosa para la diferenciacion de las
células de la granulosa, lo que resultaria en una mejor respuesta a la estimulacion de la
hormona LH, permitiendo que los foliculos alcancen una mejor madurez y calidad de los
ovocitos (Dias et al., 2018). Esto podria explicar, al menos en parte, los resultados obtenidos
en la presente tesis.

En un reporte previo en terneras prepuberes, se evaluo el efecto de la variacion individual de
la reserva ovarica (foliculos >1mm de didmetro) antes de llevar a cabo un tratamiento de FSH
de 7 o0 4 dias de duracion. Como resultado, la proporcién de foliculos grandes (numero de
foliculos > 9mm/ namero de foliculos > 3mm) presentd una tendencia a ser superior para el
grupo de bajo nimero de conteo de foliculos antrales cuando las terneras fueron tratadas
durante 7 dias de FSH (Krause et al., 2021). Estos resultados podrian ser complementarios a
lo encontrado en esta tesis, sugiriendo que las donantes con baja reserva ovarica podrian
verse beneficiadas al aumentar el tiempo de exposicion a la FSH, reclutando un mayor
numero de foliculos y alcanzando un mayor diametro de dichos foliculos. En base a los
estudios revisados en esta tesis, sugerimos que una exposicion mas prolongada a la FSH
puede ser beneficiosa en aquellas hembras con baja reserva ovarica. Esto podria deberse a
un tiempo mas prolongado para la diferenciacion de las células de la granulosa, maduracion
nuclear y citoplasmatica, para la adquisicién de una mejor capacidad de respuesta a la LH
en el futuro, y todo esto conducir a la induccion de ovulaciones de ovocitos de mejor calidad.

Finalmente, esta tesis es el primer estudio que demuestra la relacion entre la duracion del
tratamiento con FSH y los niveles de AMH en blsqueda de mejorar la produccion de
embriones en ovejas. Se comprobd que, al reducir el tiempo de exposicion a la FSH en
animales de baja reserva ovérica, se observaron diferencias en la capacidad de respuesta
ovulatoria y la produccion de embriones. Estos animales mostraron un menor nmero de
estructuras fecundadas, asi como una disminucion en la tasa de fecundacion, la cantidad de
embriones transferibles y congelables. Esto confirma que el tratamiento de 6 dosis no seria
una alternativa recomendada para animales con escasa reserva ovarica. Por este motivo, a
modo de asegurar una respuesta favorable, el régimen de 8 dosis sigue siendo recomendado
en aquellas donantes en que no es realizado un analisis y clasificacion previa de la reserva
ovarica. Sin embargo, en caso de poder clasificar las donantes de acuerdo con su reserva
ovarica, se podria ajustar los protocolos de acuerdo con este factor optimizando asi los
resultados obtenidos.

Los resultados encontrados en este trabajo amplian nuestro conocimiento sobre como la
reserva ovarica influye en la respuesta ovarica a tratamientos de superestimulacién en ovejas
y como podemos usar esta informacion para mejorar la forma de administracion de FSH.

8. CONCLUSIONES
25



Los niveles de AMH estén relacionados positivamente con la reserva ovérica en ovejas, lo
que tiene implicaciones précticas para predecir la respuesta ovérica y la produccion de
embriones en programas MOET.

La determinacion de la AMH previo a los tratamientos con FSH puede ser utilizada mejorar
la produccion de embriones, especialmente en ovejas con baja reserva ovarica.

Al observamos que la produccion de embriones es favorecida en ovejas con bajos niveles de
AMH al aumentar el tratamiento de 6 a 8 dosis de FSH, sugerimos dos estrategias practicas:

1. Sino se conoce la reserva ovarica de las donantes, es recomendable usar el régimen
de 8 dosis para todas las ovejas;

2. Sise realiza la determinacion de AMH, las ovejas con baja reserva ovérica necesitan
8 dosis para obtener un buen rendimiento, mientras que las de alta reserva ovérica
pueden usar un régimen de 6 dosis.
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