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RESUMEN:

Lassala Irueste Arantzatzu Leticia. RESPUESTA OVARICA A TRATAMIENTOS DE
SUPEROVULACION CON DOSIS REDUCIDAS DE eC6, CON Y SIN ANTI-eC6 EN
OVINOS. (Asesores: M.P.A. Octavio Mejia Villanueva, M.P.A. Alberto Balcdzar
Séanchez).

El objetivo de este estudio fue el de evaluar la respuesta ovdrica a dosis reducidas de eCG
(500UI y 750UI), administrando o no anti-eCG 12h después de detectado el celo. Se utilizaron
32 borregas criollas ciclicas, que se dividieron aleatoriamente en 4 grupos denominados de
acuerdo ¢ la dosis empleada y a la aplicacién de anticuerpo: Grupe 500 (n=8), Grupo 500+anti-
eC6 (n=8), Grupo 750 (n=8), 6rupo 750+anti-eCG (n=8). La eficacia del lote de eCG para inducir
una respuesta superovulatoria satisfactoria (24 cuerpos liteos), fue comprobada en 4 ovejas,
utilizande una dosis convencional de 1000UT, con o sin la adicidn de antisuero. La manifestacién
y evolucién de las estructuras ovdricas se evalud por laparoscopia en 2 individuos de cada
grupo (dias -2, 0, 2 y 4/dia O=dia en el que fue detectado el estro conductual). En el resto de
los animales, la cuantificacién y valoracién de la respuesta ovdrica se llevé a cabo por
laparotomia en el dia 6 del ciclo estral. Para la determinacién de progesterona, se obtuvieron
disriamente muestras de sangre de cada oveja por puncién yugular, empezando el dia de la
aplicacién de la eC6 y concluyendo 6 dias después de haberse presentado el celo. El promedio
de ovulaciones para el total de las borregas fue de 3.8120.67, observdndose gran variabilidad
en el nimero de cuerpos liteos (rango: 1 a 19). La dosis de 750UL de eCG provocs una
respuesta superovulatoria de mayor megnitud que la dosis de 500UT (5.21+0.98 vs 2.41+ 0.93
cuerpos lhiteos respectivamente; P<0.05). La frecuencia de animales que presentaron foliculos
mayores a Bmm de didmetro en el dia 6 postestro se incrementd igualmente con la dosis
(x?=4.10; P<0.04), sin que se advirtieran diferencias debidas a la inclusién del anticuerpo
(P>0.01). Las observaciones hechas por laparoscopia demostraron que los foliculos grandes
observados en el dia 4 del ciclo pueden ser de nueva formacién. La presencia de cuerpos hiteos
de corta duracidn no difirié entre tratomientos (P>0.05). En los animales en los que se estimulé
un incremento en las ovulaciones (23 cuerpos liteos), los niveles de progesterona se elevaron y
difirieron de cero a partir del dia 3 del ciclo estral (P<0.05), mientras que en los no
estimulados esto sucedid hasta el dia 5. Se concluye que la aplicacién de 500/750UI de e€C6 no
constituye un método efectivo para provocar una respuesta superovulatoria satisfactoria y que
bajo las condiciones seguidas en este estudio, el uso de anti-eCG no mejora la calidad de la
repuesta ovdrica.

Palabras clave: Ovejas, Superovulacidn, eC6, Anti-eC6.
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SUMMARY:

Lassala Irueste Arantzatzu Leticia. OVARIAN RESPONSE TO REDUCED
SUPEROVULATORY DOSES OF eC6, WITH OR WITHOUT ANTI-eC6 SERUM 1IN
EWES. (Supervisors: M. P A, Octavio Mejia Villanueva, M_.P.A. Alberto Balcdzar
Sénchez).

The ovarian response to fwo reduced superovulatory eCG doses (500U and 750UI) alone
(6roups 500/n=8 and 750/n=8) or in combination with anti-eC6 serum (Groups 500+anti-eCG
/n=8 and 750+anti-eCG/n=8) given 12h after the onset of estrus was studied during the
breeding season in 32 mixed-breed ewes. Blood samples were taken for progesterone
determination between the day of eCG administration and day 6 postestrus. The ovarian
response was evaluated by either repeated laparoscopies (Days -2, 0, 2 and 4/day Q=day of
estrus) in 2 sheep from each group, or by mid-ventral laparotomy on day 6 pestestrus in the
rest of the animals. The mean ovulation rate (based on number of corpora lutea) for ail ewes
was 3.81+0.67 (ranging from 1 to 19 owulations). The superovulatory response was greater in
the 750 than in the 500 Group (5.21:0.98 vs 2.41+0.93 corpora lutea respectively). The
number of large follicles (>5mm) seen at day 6 differed between the high (750) and low (500)
dose of eC6 (x?=4.10; P<0.04), with no difference due to the inclusion of the anti-eCG serum.
Pooled data from laparoscopies show that some of the large follicles observed ot day 4 are
newly formed. The proportion of regressing corpora lutea on day é of the cycle was similar for
all groups (P>0.05). Progesterone profiles for sheep which showed increased owulation rate
due to the treatment (>3CL) differed from cero by day 3 of the estrous cycle (P<0.05), whilst
for unstimulated animals, the difference was observed until day 5. It is concluded that
500/750UT doses of eCG are not suitable for the induction of satisfactory superovulation (>4
CL) and that anti-eCG serum does not improve the ovarian response when used with low doses
of eCé6.

Key words: Ewes, Superovulation, eCG, Anti-eC6.
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RESPUESTA OVARICA A TRATAMIENTOS DE SUPEROVULACION CON
DOSIS REDUCIDAS DE eC6, CON Y SIN ANTI-eC6 EN OVINOS.

1. INTRODUCCION.

Se cree que el desarrollo folicular empieza antes del nacimiento y se continta a
lo largo de toda la vida en la mayoria de los mamiferos (Baird y McNeilly, 1981). El
ovario de la borrega adulta posee una poblacién definitiva de foliculos primordiales
(enfre 12,000 y 86,000), de los cuales algunos crecen y se desarrollan (Cahill et al,
1979: Cahill, 1981) y sélo uno o dos ovulan al final de cada ciclo estral (Driancourt et
al, 1985; Bindon et af, 1986). El sistema cuenta entonces con miles de ovocitos que
nunca serdn utilizados durante el proceso reproductivo normal (Alfuraiji ef al, 1993).

El crecimiento de los foliculos desde su estado preantral hasta el preovulatorio
es continuo y toma aproximadamente 180 dias en la hembra ovina (McNeilly et af,
1984). Se lleva a cabo en 2 etapas, proponiéndose que la primera es modulada por
factores pardcrinos y autéerinos en el ovario, independientemente de la presencia de
las hormonas gonadotrdpicas, y caracterizdndose por el desarrollo del foliculo hasta
aleanzar aproximadamente los 2 mm de didmetro (Driancourt y Cahill, 1984; Fortune,
1994). En la segunda etapa, en la que las gonadotropinas resultan indispensables y que
dura alrededor de 8 a 9 dias (Cahill y Mauléon, 1981}, el foliculo sigue su crecimiento
hasta convertirse en preovulatorio (Driancourt y Fry, 1988). Al parecer, ésta ultima
fase se presenta en forma de oleadas constituidas por periodos de reclutamiento,
seleccién y dominancia folicular, similares a las observadas en la vaca. El foliculo que
por su grado de desarrollo es dominante en el momento en el que ocurre la regresion
del cuerpo liteo es el que llega a convertirse en el foliculo ovulatorio (Baird, 1983;

Fortune, 1994). Asi, sélo una pequefia proporcién de los foliculos que empiezan a
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crecer llega a ovular, ya que la mayor parte de ellos se degenera (Murdoch, 1985;
Scaramuzzi et al, 1993).

El reclutamiento, la seleccién y la ovulacién de un nimero de foliculos mayor al
normal para la especie, puede lograrse mediante la administracién de gonadotropinas
exégenas en el momento adecuado del ciclo estral (Fortune, 1994). Al recuperar
ovocitos que de otra manera se perderian como parte de un proceso ciclico natural, se
puede incrementar la prolificidad o aumentar significativamente el nimero de
ovulaciones, a lo cual se le conoce como superovulacién (Bindon y Piper, 1982),
ofreciéndose asi, al coordinarse con programas de transferencia de embriones, vias
para maximizar la produccién comercial y aumentar el potencial genético de la especie
(Zeitoun et al,, 1991; Martemucci et a/, 1995).

En los rumiantes, los esquemas mds frecuentemente utilizados para superovular
incluyen ya sea a la FSH, obtenida a partir de extracto hipofisiario de diferentes
especies (Armstrong y Evans, 1983), o a la gonadotropina coriénica equina (eC6), antes
conocida como gonadotropina sérica de la yegua prefiada (PMS6), ya que se extrae del
suero de yeguas gestantes (Cole y Hart, 1930). Ambas tienen una actividad biolégica
dual, tanto de hormona foliculo estimulante (FSH), como de hormona luteinizante (LH)
(Murphy et al, 1984), cuya proporcién cambia en las diferentes preparaciones, debido
a que el extracto hipofisiario no se obtiene completamente puro y a que las
caracteristicas propias de la eC6 se modifican dependiendo del momento en el que el
suero es colectado (Aggarwal et al, 1980 ; Murphy et af, 1984).

La respuesta ovdrica a los tratamientos de superovulacidén es muy poco
constante (Boland et al, 1991; Dieleman e# af, 1993; Martemucci et al, 1995), lo que
ha sido atribuido a diferentes factores, entre los que destaca la variabilidad
imputable al individuo, ya que tratamientos idénticos pueden llevar a respuestas muy
distintas (Murphy et a/, 1984).

Al superovular con gonadotropinas exdgenas, la regulacion normal del



UL

reclutamiento y la seleccién folicular se altera (Hyttel et af, 1991), modificdndose el
balance endécrino en el Gtero y oviductos, lo que provoca diversos efectos secundarios
indeseables que se vinculan a una disminucién en la fertilidad (Moore, 1982) y a la
variabilidad en la respuesta obtenida (Betteridge, 1993).

Dentro de los diferentes esquemas que se ufilizan en los tratamientos para
provocar ovulaciones multiples, la aplicacién de FSH en dosis decrecientes produce los
mejores y mds constantes resultados en cuanto al aumento de la tasa de ovulacién se
refiere (Armstrong y Evans, 1983). No obstante, requiere de un protocolo de
administracién que implica la aplicacién de entre 6 y 8 inyecciones (Luyando et al,
1995; Mejia et af, 1995), resultando en un tratamiento poco prdctico. Por otro lade, a
la eC6 se le encuentra fdcilmente disponible y puede ser administrada como dosis
dnica, debido a que su vida media es larga (Zeitoun ef af, 1991; Alfuraiji et al, 1993),
sin embargo, la variabilidad en la respuesta ovdrica es mayor (Dieleman et al, 1993;
Martemucci et al, 1995).

La eC6 ha sido utilizada comercialmente y en la investigacién durante mds de
30 afios (Bindon y Piper, 1982). Estructuralmente se parece a la FSH y a la LH ya que
es una glicoproteina compuesta por una unidad o y una B disimiles (Christakos y Bahl,
1979). Una particularidad quimica importante de la eCG es el alto contenido de
carbohidratos de su molécula (41-45%), principalmente de dcido sidlico o dcido n-
acetil-neuraminico (10.8%) (Papkoff et al, 1978; Christakos y Bahl, 1979), el cual
juega un papel importante en la regulacién de la permanencia en la circulacion de la
gran mayoria de las glicoproteinas, ya que es el responsable de impedir la degradacién
de la hormona, pues debe de ser retirado de la molécula para que ésta pueda ser
captada por los hepatocitos como parte de su proceso de eliminacién de la circulacion
periférica (Morell et al, 1971). Asi, la vida media de la eC6 es muy larga (21h)
(McIntosh et al, 1975), excediendo en gran medida a la de la LH (28min) (Geschwind y
Dewey, 1968) o a la de la FSH (2h) (Akbar et al, 1974}, cuyas moléculas contienen una



cantidad mucho menor de este carbohidrato (McIntosh et al, 1975).

El que la eC6 permanezca durante largo tiempo en la circulacién presenta
ciertas desventajas, ya que puede causar una sobreestimulacién y/o una estimulacién
prolongada del ovario, que involucre a la oleada folicular que se presenta después de la
ovulacién , llevando a un nuevo aumento en los niveles de 17p-estradiol (Nakajima et
al, 1992 ; Driancourt y Fry, 1992 ; Alfuraiji et al, 1993). Asi, los tratamientos
superovulatorios con eC6 se asocian frecuentemente a la presencia de un gran ndmero
de foliculos persistentes (foliculos que se encuentran durante el periodo
postovulatorio), al momento de la recoleccién embrionaria (Ungerfeld et af, 1995).

La secrecién de concentraciones excesivas de estrégenos puede ser la causa, al
menos en parte, de un medio ambiente adverso en (tero y en oviducto (Walton y
Armstrong, 1981 ; Foote y Ellington 1988), de la alteracién del transporte espermdtico
a través del aparato reproductor (Evans y Armstrong, 1984 ; Hyttel et a/, 1991), de la
modificacién en el proceso de maduracién y las caracteristicas del ovocito (Hytell ef
al., 1991 ; de Loos et al, 1991 ; Driancourt y Fry, 1992 } y de la formacién de cuerpos
liteos de regresién prematura, afectdndose la calidad y la recuperacién embrionarias
(Cerbén et al, 1995 ; Luyando et al, 1995 ; Rubianes et al, 1996; Espinosa, 1998).

Se ha sugerido que tanto la fertilidad de los animales superovulados con eCG,
como la calidad de los embriones que estos producen, podria mejorarse mediante la
reduccién de las concentraciones de estrégenos después de que la gonadotropina
provoque una estimulacién folicular suficiente para esperar un aumento en el nimero
de ovulaciones (Nakajima et al, 1992), pero antes del estimulo postovulatorio y del
segundo aumento de estradiol (Alfuraiji et a/, 1993). Con este propésito, se ha
estudiado la inclusién de un antisuero (monoclonal o policlonal) contra la eCG (anti-
eCG), (anteriormente anti-PMSG), en los protocolos de superovulacién, procurando la
remocién selectiva o la neutralizacién de la eCG, acortando asi su periodo de actividad

biolégica (Nakajima et al, 1992 ; Alfuraiji et al, 1993).
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A pesar de que el anti-eC6 ha sido ampliamente utilizado en ganado bovino,
logréndose mejoras tanto en la tasa de ovulacién como en el nimero de embriones
recuperados, los resultados obtenidos han sido muy variables (Armstrong y Evans,
1983; Cérdova et a/, 1992). Aunque también existen controversias, algunos estudios
hechos con pequefios rumiantes indican que el tratamiento con anti-eC& mejora la
respuesta superovulatoria y la produccién de embriones transferibles cuando se
administra pasado el pico de LH (Cérdova et al, 1992. Ungerfeld et al, 1995 ;
Rubianes et al, 1996).

La dosis de gonadotropina utilizada en los tratamientos de superovulacién
puede incrementar también la variabilidad en la respuesta ovdrica (Evans y Robinson,
1980). En los ovinos se recomiendan dosis de enfre 1000 y 1500UI de eCG (Evans y
Armstrong, 1984; Martemucci et al, 1995; Mejia et al, 1995), observdndose
ocasionalmente ovarios sobreestimulados con foliculos quisticos multiples (Armstrong
y Evans, 1983). Se ha documentado que las gonadotropinas exdgenas a dosis altas
(mayores a 1000UI), trastornan el funcionamiento bioguimico del ovocito (Moor et af,
1985), provocan fallas en la ovulacién (Moore, 1982) y se asocian ademds a reduccién
en la fertilidad y a pérdidas embrionarias tempranas (Armstrong y Evans, 1983). De
hecho, el sequndo aumento en los niveles de estradiol, que se presenta después de la
ovulacién en animales tratados con eCG, se observa con mayor frecuencia cuando las
dosis de ésta gonadotropina son elevadas (Evans y Armstrong, 1984).

Buscando optimizar los métodos ya existentes y aprovechando las ventajas
prdcticas que tiene un protocolo de superovulacién que incluye el uso de la eCG, se
propone que la utilizacién de dosis reducidas (500 y 750UI), administrando anti-eCG
12 horas después de la presentacién del estro, puede redundar en una mejor calidad de
los cuerpos liteos, en la ausencia de foliculos anovulatorios y como consecuencia, en

una mejor tasa de recuperacién embrionaria, asi como en una mayor calidad de los

embriones recolectados.




La finalidad de este trabajo es entonces la de determinar si las dosis reducidas
de eCG proporcionan un método efectivo y repetible para superovular ovejas, sin que
se presente una sobreestimulacién ovdrica y definir la utilidad de la aplicacién del anti-

eC6 cuando se utilizan dosis reducidas de eC6.
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2. REVISION DE LITERATURA.

2.1 Superovulacién en la oveija.

Poco después de publicarse el descubrimiento de las hormonas gonadotrdpicas
en 1927, se comenzo a pensar en estimular el crecimiento folicular y/o controlar la
ovulacion en los animales domésticos (Hunter, 1984),

El objetivo principal de un tratamiento de superovulacién es el de incrementar
la cantidad de ovocitos liberados por un animal y por consiguiente el nimero potencial
de embriones. Sin embargo, la produccién de embriones viables después de la
superovulacién es mds importante para un programa exitoso de transferencia de
embriones que el nlimero de ovulaciones inducidas en cada animal (McDonald, 1989).

En los tratamientos de superovulacién se emplean gonadotropinas con actividad
bioldgica de FSH y LH (Smith, 1988), que se derivan por lo general de fuentes
naturales (Betteridge, 1993). En los rumiantes, las hormonas mds comdnmente
utilizadas incluyen a la eCG, obtenida del suero de yeguas que se encuentran entre los
dias 35 y 65 de gestacion, y a la FSH, proveniente de preparaciones obtenidas a partir
de adenchipéfisis disecadas de caballes, borregos y cerdos (Smith, 1988).

A nivel ovdrico, las gonadotropinas exdgenas actian como FSH aumentando la
tasa de crecimiento de los foliculos y disminuyendo la de degeneracién de los mismos
(Moor et al, 1984), y como LH permitiendo la maduracién final del ovocito y
participando en la ovulacién (Dott et af, 1979 ; Cupps, 1991).

Las gonadotropinas deben permanecer el tiempo suficiente en la circulacién
para facultar el crecimiento de los foliculos hasta su maduracién (Boland e? af, 1991).
Asi, la vida media de las hormonas determina en gran medida el esquema de
administracidn, indicdndose una inyeccidn Unica en el caso de la eCG, debido a que tiene
una vida media aproximada en la oveja de 21h (McIntosh et al, 1975), mientras que la
FSH, cuya vida media se calcula en 2h (Akbar et al, 1974), debe aplicarse una o dos
veces al dia durante 3 a 4 dias (Betteridge, 1993; Luyando et a/, 1995).
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Para obtener una respuesta éptima a los tratamientos de superovulacién, es
fundamenta! sincronizar la administracidn de las gonadotropinas exdgenas con las
oleadas de crecimiento folicular. Asi, el fratamiento puede iniciarse durante la fase
folicular del ciclo ovdrico, idealmente en el momento en el que existen foliculos
capaces de responder a la accién de las gonadotropinas, para alcanzar el tamafio
preovulatoric durante el tiempo que transcurre entre la administracién del
tratamiento y el pico de LH (Moor, 1984). Sin embargo, es dificil definir con precisién
este momento, ya que se tiene el inconveniente de que existe una gran variacién en la
duracién de las etapas de! ciclo estral entre animales, con lo que se obtienen tasas de
ovulacién inconsistentes. Otra opcidn es la de administrar las gonadotropinas en la
fase litea, sincronizando el estro y manipulando la regresién del cuerpo liteo para
controlar la ovulacién (Moore, 1982), consiguiendo asi que el celo coincida con los
efectos del tratamiento (Smith, 1988). En las hembras ciclicas, el contro! del momento
en el que ocurre la descarga de LH y la ovulacién puede lograrse mediante la induccién
de la lutedlisis con prostaglandina Faz, (PGF2.) o sus andlogos sintéticos, o alargando
artificialmente la fase litea con progesterona o progestdgenocs exdgenos (Thimonier,
1979: Baird, 1983).

La progesterona puede utilizarse en forma de sales en el alimento
(Echternkamp et al, 1976), en inyecciones diarias (progesterona en aceite) (Gherardi
y Lindsay, 1980) o mediante implantes intravaginales (esponjas) o subcutdneos
(silicona polimerisada), (Cunningham et al, 1980). Los tratamientos duran entre 9y 12
dias en los ovinos y el estro y la ovulacién ocurren de 36 a 48 horas después de retirar
la hormona (Cunningham et a/, 1980; Ruttle et a/, 1988).

La progesterona controla la presentacién del estro inhibiendo la
retroalimentacién positiva del estradiol en el hipotdlamo y la hipéfisis, con lo que se
bloquea la liberacién de LH (Goodman et a/, 1981; Kesner ef al, 1981). Al suprimirse la

fuente exdgena de progesterona, la inhibicién se elimina y se reanudan los eventos que
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conducen al estro (Thimonier, 1979 ; McLeod y Haresign, 1984). La regresién natural
de! cuerpo Witeo ocurre generalmente antes de la remocién del progestdgeno exdgeno
(Fortin et al, 1994).

La prostaglandina, por otra parte, se aplica por lo general 2 dias después de la
inyeccién de eCG y al tercer dia de la administracién de FSH. El estro se presenta en
promedio 40 horas después (Thimonier, 1979). En la lutedlisis natural, la PGF,. es
producida en el itero y secretada a las venas uterinas desde donde se transfiere a las
arterias ovdricas, sin pasar a la circulacién periférica, a través de un intercambio
entre los vasos que estdn yuxtapuestos (Driancourt et al, 1985). Se cree que actia
intracelularmente en la sintesis de esteroides, provocando luteélisis funcional antes de
que ocurra la estructural (Diekman et af, 1978). Al causarse la regresién del cuerpo
liteo, se interrumpe la fase progestacional del ciclo estral y se inicia un nuevo ciclo
(Inskeep, 1973). Tanto la prostaglandina natural como sus andlogos sintéticos son
eficientes como agentes luteoliticos por administracién sistémica, y la regresién dei
cuerpo liteo se completa entre 15 y 20h después de su aplicacion (Thimonier, 1979).
Para que las prostaglandinas funcionen, es necesario que los animales estén ciclando y
que exista un cuerpo liteo maduro al momento de la administracién del tratamiento
(dias 5 a 14 del ciclo en la ove ja} (Smith, 1988).

Cuando se realiza un programa de superovulacién, existe una respuesta folicular
superior a la que ocurriria en un ciclo normal y no todos los foliculos que son
estimulados llegan a ovular (Evans y Robinson, 1980; Boland et a/, 1991). Debide a
esto, los estrdgenos son secretados en cantidades superiores a las normales y por
periodos mds prolongados, sobre todo si se utiliza eC6 (Walton y Armstrong, 1981;
Moor et af, 1985), modificdndose el balance endécrino en tero y oviductos. En
consecuencia, algunos de los procesos reproductivos se alteran, causando adelantos en
la ovulacién (Whyman y Moore, 1980; Vos et a/, 1994), fallas en el transporte de los

espermatozoides a través del cérvix y en la fertilizacién (particularmente en animales
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tratados con dosis altas de gonadotropinas) (Moore, 1982), retrasos en la implantacién
(Miiler, 1981), alteraciones en el desarrollo embrionario (Jabbour et af, 1986), un
acelerado transporte de los ovocitos a través del oviducto, ocasionando pérdidas
embrionarias tempranas (Whyman y Moore, 1980:. Walton y Armstrong, 1981) y
anomalias en el desarrollo de los ovocitos (Moor et af, 1985). Ademds, se observa un
alto nimero de cuerpos liteos en regresién prematura en los ovarios de los animales
tratados, lo que contribuye a la disminucién del nimero de embriones viables
recuperados (Foote y Ellington, 1988; Schiewe et al, 1991).

Los tratamientos para sincronizar el estro y la ovulacién se han asociado
también per se con una disminucién en las tasas de fertilizacién (Hawk et af, 1981) y
en el nimero de espermatozoides recuperados en Ufero y oviductos (Evans vy
Armstrong, 1984), con alteraciones en las caracteristicas de los foliculos (de Loos e?
al, 1991) y en el desarrollo temprano del embrién (Smith, 1988) y con una mayor
incidencia de regresion litea prematura (Schiewe et af, 1991).

La ausencia de predictibilidad y los efectos indeseables en la respuesta a los
tratamientos de superovulacién con gonadotropinas ha tlevado a la blsqueda de otros
métodos de modular la funcién reproductiva que permitan reducir la variabifidad
(Betteridge, 1993). Algunos han buscado mejorar la respuesta a los tratamientos de
superovulacién ya existentes, como la utilizacién conjunta de gonadotropinas exégenas
con el factor de crecimiento parecido a la insulina-1 (IGF-1), que estimula el
crecimiento y maduracién folicular (Herrler et al, 1990), o la monensina en bovinos
que aumenta la sensibilidad del ovario a la FSH (Saumande y Chupin, 1986), o la
inmunizacién contra el factor liberador de hormonas gonadotrépicas (GnRH), con el
propésito de homogeneizar la poblacidn folicular al momento de la inyeccién de las
gonadotropinas exdgenas (Cupps, 1991). Otros han propuesto formas de aumentar la
tasa de ovulacién (prolificidad), utilizando nuevos enfoques, como el uso de la

respuesta inmune para regular la funcién endécrina provocando una inmunizacién activa
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o pasiva contra diferentes hormonas. Conceptualmente, este método se basa en la
neutralizacién de la accién bioldgica de una hormona endégena, mediante un comple jo
antigeno-anticuerpo que se forma /n wivo. La inmunizacién de ovejas contra
androstenediona (Campbell et al, 1991), estrona, estradiol, testosterona (Land ef al,
1982 : Scaramuzzi et a/, 1984) e inhibina (Cummins et al,, 1986; Croy, 1993; O’'Shea e
al, 1994), o contra varias de estas hormonas simultdneamente (Wilson ef al, 1991), se
ha asociado con aumentos en la tasa de ovulacién (Scaramuzzi et af, 1993).

Finalmente, se ha informado también que las ovejas inmunizadas contra inhibina
o contra algunos de los estercides ovdricos, podrian ser mds responsivas a los
tratamientos de superovulacién con gonadotropinas exégenas (Scaramuzzi et af, 1984;
Bindon et a/, 1986; O'Shea et al, 1994).

La investigacién en esta drea continda ya que la sobreestimulacién del sistema
inmune lleva asi mismo a fallas reproductivas, entre las que se encuentran anestro,
anovulacién, mortalidad embrionaria y disminucién en el nimero de nacimientos
(Scaramuzzi et al, 1984), ademds de que se sigue evaluando la repetibilidad de los
tratamientos (O'Shea et af, 1994).

El desarrollo de métodos mejorados para inducir y manejar la ovulacién depende
en gran medida de una mayor comprensién de los mecanismos responsables del
desarrollo y diferenciacién de los foliculos (Scaramuzzi et al, 1993). Es necesario
sequir obteniendo informacién bdsica acerca de procesos tales como la ovogénesis, la
foliculogénesis y la ovulacidn normales, ya que los tratamientos utilizados para
superovular se superponen al sistema endécrino enddégeno del animal y representan un
sélo componente del mecanismo que lleva normalmente a la produccién de un ovocito

fértil (Betteridge, 1993).
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2.2 Caracteristicas de la eCG y su uso en la reproduccién.

La eCG tiene 3 usos potenciales no clinicos, en las hembras domésticas:
provocar la superovulacién para la transferencia de embriones, inducir la ovulacion en
animales anovulatorios {(bovinos y ovinos en anestro) y promover un leve aumento en la
tasa de ovulacién en hembras ciclicas, con el objeto de aumentar la fecundidad (Bindon

y Piper, 1982).

a) Propiedades.

El primer informe de la existencia de una sustancia gonadotrépica en la sangre
de yeguas gestantes fue publicado en 1930 por Cole y colaboradores, quienes pensaban
que se trataba de una hormona de origen pituitario. En su trabajo encontraron que el
suero de las yeguas en ciertas etapas de la gestacién estimulaba el sistema
reproductor de ratas y ratones inmaduros. Mds tarde se descubrié que la fuente de la
eCG era las células del epitelio coridnico en la placenta, llegindose eventualmente a
concluir su origen trofobldstico y produccidn por las copas endometriales (Clegg et af,
1954; Walker-Farmer y Papkoff, 1979).

La eC6 se detecta inicialmente en la circulacién de la yegua alrededor de los
dias 35 a 42 de gestacion, incrementdndose rdpidamente los niveles, hasta alcanzar un
pico entre los dias 55 a 65 y disminuyendo después lentamente hasta llegar a
concentraciones basales o no detectables para el dia 120 a 150 (Cole et a/,, 1930). Esta
hormona se secreta de manera ténica y no es regulada a través de mecanismos
hormonales de retroalimentacién como las gonadotropinas de origen hipefisiario
(Thompson et al, 1982). La eC6 deja de secretarse cuando se induce la regresién de
los copas endometriales, a través de una repuesta inmunolégica materna (Ungerfeld,
1998).

Una molécula de eCG consiste de 2 subunidades disimiles, denominadas o y B

que se encuentran unidas no covalentemente (Christakos y Bahl, 1979; Ungerfeld,



1998). En forma aislada, las subunidades son bioldgicamente inertes, pero su actividad
es restaurada en gran medida cuando son recombinadas (Christakos y Bahl, 1979) y
esto se debe a que algunas regiones de ambas subunidades estdn implicadas en el
reconocimiento por parte del receptor celular (Pierce y Parsons, 1981). La secuencia de
aminodcidos de la subunidad B tiene 149 unidades y la misma estructura primaria que la
subunidad B de la LH equina (LH) (Sugino et al, 1987; Bousfield et al, 1987).
Aparentemente, los equinos cuentan con un solo gen para producir esta subunidad en
ambas hormonas (Cupps, 1991). De hecho, la eC& es mds parecida inmunologicamente a
la LH que a la FSH (Walker-Farmer y Papkoff, 1979).

De las hormonas glicoproteicas provenientes de diferentes especies animales,
la eC6 ha sido caracterizada como la mds compleja en su estructura de carbohidratos,
que incluye azucares neutrales, hexosaminas y un contenido excepcionalmente alto de
dcido sidlico, mismo que determina la vida media de la molécula (Morell et al, 1971;
Papkoff et al, 1978).Tanto la subunidad o como la B estdn glicosiladas (Christakos y
Bahl, 1979; Cupps, 1991).

Como ocurre con otras glicoproteinas (LH, FSH), distintas formas de la eC6 son
liberadas de acuerdo a los cambios fisioldgicos, existiendo diferencias en las
propiedades quimicas, bicldgicas e inmunolégicas dependiendo de la conformacidn
(Gonzdlez-Mencié et al, 1978). Las diferentes formas tienen distinta composicion
tanto de aminodcidos como de carbohidratos (Aggarwal et al, 1980). Asi, Gonzdlez-
Mencié y colaboradores en 1978, reportaron que la actividad de FSH es mayor en la
eC6 obtenida entre los dias 60 y 90 de gestacién y que la actividad de LH disminuye al
dia 90. Se propone que las variaciones en la bioactividad durante la gestacién son
funcién de la heterogeneidad del contenido de carbohidratos, ya que se modifica la
vida media de las glicoproteinas en la circulacidn, al afectarse la unién a receptores
(Matteri y Papkoff, 1986). La variacién de la actividad bioclégica de la eCG se da

también entre yequas y entre razas {Gonzdlez-Mencié et af, 1978).
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La eCG puede ser aislada de su tejido fuente (Cole et af, 1940), pero las
propiedades de ésta al compararia con la que se obtiene del suero son asi mismo
diferentes, encontrdndose que la gonadotropina que proviene directamente de las
copas endometriales es menos potente. La eCG se excreta también en minimas
cantidades en la orina y aunque se frata de la molécula intacta, la cantidad no es
suficiente para que resulte ventajoso obtenerla a partir de este fluido biolégico
(Walker-Farmer y Papkoff, 1979).

En las preparaciones comerciales hay que considerar que los procedimientos de
purificacién y extracciéh pueden eliminar parcialmente a los carbohidratos,
explicdndose parte de la variabilidad que existe en la actividad bioldgica de los
diferentes lotes y productos disponibles (Gonzdlez-Mencid, 1978; Cupps, 1991).

En su eliminacién de la circulacién, la molécula de eC& es captada por los
receptores calcio-dependientes de las células parenquimatosas del higado, una vez que
ha perdido al dcido sidlico (Morell ef a/, 1971, McIntosh et al, 1975).

Para la cuantificacién de la eCG, se consideré inicialmente su efecto bioldgico
en ratas, designdndose en primera instancia a la Unidad Rata (Rat Unit/RU), que se
definia de acuerdo a cambios en el peso del aparato reproductive (Cole y Saunders,
1935 citados por Ungerfeld, 1998). Mds tarde, con la intencién de unificar criterios,
se adoptd a la Unidad Internacional (UT) (D'Amour y D'Amour, 1940). La actividad
bioldgica de la eC& se compara actualmente con el Segunde Esténdar Internacional

definido por Bangham y Woodward en 1966 (Ungerfeld, 1998).

b) Mecanismo de accién.
La importancia de las gonadotropinas en el crecimiento folicular depende de la
fase de desarrollo en la que se encuentren los foliculos (McNeilly et a/, 1991). El

reclutamiento y desarrollo de los foliculos antrales en la oveja es completamente
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dependiente de la FSH y el nimero de foliculos que crecen depende tanto de la
cantidad de FSH, como del tiempo de exposicién a la misma (Picton ef a/, 1990).

Las gonadotropinas exdgenas, que tienen una actividad mixta de FSH y LH,
actdan principalmente a través de su actividad de FSH para aumentar la tasa de
ovulacién (Hay y Moor, 1975; McNeilly et af, 1991). Aunque la interaccién que se da
entre la FSH y la LH en el control del nimero de foliculos preovulatorios que se
desarrollan no esta muy clara, la presencia de LH no se relaciona a un aumento en el
nimero de ovulaciones (McNeilly et af, 1991).

En la oveja, la eCG actla como agente superovulatorio, aumentando el nimero
de foliculos primordiales que entran en fase de crecimiento (Lintern y Moore, 1977;
Turnbull, 1977), protegiendo a los foliculos antrales de sufrir atresia (Moor et dal,
1984) pero no revirtiéndola (Dott et a/, 1979), aumentando el indice mitdtico de las
células de la granulosa de los foliculos preantrales y de este modo la fasa de
crecimiento (Turnbull, 1977; Monniaux et af, 1984), y disminuyendo el tamafio de los
foliculos preovulatorios (Driancourt y Fry, 1992). Asi, la gonadotropina moviliza
foliculos mds pequefios de los que normalmente crecerian durante el ciclo estral y
luego los protege (Driancourt y Fry, 1992), incrementdndose el nimero de foliculos
ovulatorios disponibles (Scaramuzzi et a/, 1993).

El mecanismo por el cual la eC6 aumenta la tasa de ovulacién pudiera también
centrarse en su capacidad de activar los sistemas enzimdticos de aromatizacién de las
células de la granulosa, acrecentando la secrecién de estradiol por los foliculos
antrales (Dott et af, 1979 ; McNatty et a/, 1982). La sensibilidad de los foliculos a las
gonadotropinas esta determinada por el nimero de receptores para LH y FSH
presentes en las células de la granulosa (Richards y Midgley, 1976) vy la sintesis de
estos receptores esta influenciada por la concentracién local de hormonas esteroides
(Baird y McNeilly, 1981 : Webb y England, 1982). Los estrégenos incrementan

entonces la sensibilidad de las células de la granulosa a la FSH y junto con la FSH
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generan receptores para LH (Baird y McNeilly, 1981 ; McNatty et al, 1991). Asi, es
posible que aquellos foliculos en los que las células de la granulosa contengan
suficientes receptores de LH puedan ovular en respuesta al pico de LH (Webb y
England, 1982: Baird, 1983).

En las ratas se ha reportado también que la integridad del compiejo de
intercomunicacion entre las células de la granulosa y entre éstas y el ovocito (brechas

comunicantes o “gap-junctions"), puede ser estrégeno-dependiente (Merk et al, 1972).

¢) Madificacién de la vida media de la eCG.

La vida media larga que faculta a la eC6 a inducir desarrollo folicular y
aumentar la tasa de ovulacién, permite también que se estimule el crecimiento de los
foliculos y que haya un nuevo aumento en la secrecién de estradiol después de la
ovulacién (Driancourt y Fry, 1992). Esto contribuye a la presentacién de una gran
variedad de efectos secundarios indeseables, que aumentan la variabilidad y
disminuyen la eficiencia de la respuesta a los tratamientos de superovulacién con esta
hormona. El controlar la vida media de la molécula podria limitar el grado de
estimulacién folicular y la secrecién excesiva de esteroides ovdricos, aumentdndose asi
su eficiencia bioldgica (Bindon y Piper, 1977 Moor et a/, 1984; Jabbour y Evans, 1991).

Se sabe que el dcido sidlico juega un papel importante en la regulacién de la
permanencia en la circulacion de las glicoproteinas (Morell et al, 1971) y que la
variabilidad en la respuesta ovulatoria puede afectarse por la cinética de la eliminacién
de la hormona administrada para superovular (Cupps, 1991). La desializacién parcial,
quimica o enzimdtica de la molécula de eC6, lleva entonces a la reduccién de su vida
media (Morell et al, 1971; McIntosh er al, 1975; Cupps, 1991). Sin embargo, esto
tiene como consecuencia una considerable disminucién de la bioactividad (Martinuk et
al, 1991). Ademds, cuando se aminora la cantidad de dcido sidlico, se aumenta la

actividad de LH de la hormona, lo que provoca la luteinizacién de los foliculos e inhibe

16




(7]

la aromatizacién de andrégenos a estrégenos y por lo tanto la ovulacion, reduciéndose
la eficiencia superovulatoria (Murphy et al, 1984 ; Martinuk et af, 1991). Si el dcido
sidlico se retira completamente, la molécula se vueive biolégicamente inerte, ya que
desaparece rdpidamente de la circulacion al ser captada por el higado (Morell et af,
1971).

Otra olternativa ha sido la de controlar la actividad bioldgica de la eCG,
heutralizando a la molécula en si (Bindon y Piper, 1977; Moor et al/, 1984; Jabbour y
Evans, 1991). Para ello se han desarrollado anticuerpos monoclonales y policlonales,
(Pérez et al 1988; Nell y Gielen, 1995), que anulan tanto a la hormona que se
encuentra unida a los tejidos como a la que esta circulando (Walton y Armstrong,
1981). El momento en el que se aplica el anti-eC6 es muy importante para que sea
eficiente (Martemucci et al, 1995; Rubianes et a/, 1996), ya que la neutralizacién de
la @C& antes de la concentracién mdxima del pico preovulatorio de LH deprime la
funcionalidad de los foliculos estimulados, disminuyendo la tasa de ovulacién en las
vacas (Vos ef al, 1994). Sin embargo, cuando el antisuero es aplicado pasado el pico de
LH, ejerce su efecto durante la fase final de la maduracién folicular y/o después de la
ovulacion, mejorando la respuesta ovulatoria (Ungerfeld et af, 1995; Rubianes et al,
1996).

Aunque se ha reportade que el anti-eC6 no afectaala FSH o a la LH in vivoo in
vifro (Walton y Armstrong, 1981; Nell y Gielen, 1995), Saumande y Chupin (1986)
indicaron que existe una cierta reactividad cruzada con la LH en la vaca.

El tratamiento con antisuero no supera la variacién en la respuesta primaria de
cada individuo a la superovulacidn (Dieleman et a/, 1993; Gonzdlez et al, 1994), con lo
que los resultados obtenidos al incorporar el anti-eC6 a los tratamientos de

superovulacién siguen siendo poco predecibles (Armstrong y Evans, 1983; Cérdova et

al, 1992).
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d) Variabilidad en la respuesta a la eCG.

Existen diversos factores que contribuyen a la variabilidad de la respuesta
ovdrica a los tratamientos de superovulacién en los ovinos. La expresion fenotipica de
la tasa de ovulacién esta determinada por un mecanismo fisiolégico que se ve afectado
por factores medio-ambientales, dentro de un rango genéticamente predeterminado
(Campbell et af, 1995). Al existir interacciones entre los diferentes factores, se
dificulta el separar la contribucién de cada uno de elios en el resultado (Armstrong y

Evans, 1983).

@ Momento de aplicacién de la hormona:

» Condicién ovérica: En cualquier momento dado existen foliculos de diferente tamafio
y etapa de desarrollo en el ovario de la oveja adulta (Driancourt et a/, 1985). Los
foliculos preovulatorios estdn presentes a través del ciclo estral y durante el
anestro y se relacionan numéricamente a la tasa de ovulacién de la raza (Campbell
et al., 1995). El que no existan ovulaciones durante la fase litea o en el anestro se
explica pér la falta de exposicién de los foliculos a una cantidad adecuada de
gonadotropinas y a la incapacidad resultante de generar el pulso preovulatorio de
LH (McNeilly et af, 1991). En la oveja, el nimero de foliculos que ovulan, en un ciclo
no estimulado, se determina en los 3 dias que preceden al inicio del estro {(Land,
1973).

Se piensa que la obtencidn de un buen nimero de embriones viables en la
superovulacién esta determinado en gran parte por la presencia de folicuios
responsivos al momento de la administracién de la gonadotropina y el grado de
estimulacion depende del nimero, tamafio, distribucidn y condicién de las clases
foliculares. Asi, cuando los foliculos responsivos tienen una condicién similar de
maduracién, el estimulo dado por las gonadotropinas es seguido por un proceso

apropiado de ovulaciones multiples, mientras que si el grupo muestra una gran
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heterogeneidad, la respuesta puede caracterizase por una asincronia en el
crecimiento folicular y luteinizacion de los foliculos (Rubianes et al, 1996).

Driancourt (1987), propone que la tasa de ovulacién inducida por la eCG no estd
correlacionada con la poblacion de foliculos antrales, estd significativamente
correlacionada con el nimero de foliculos sanos de entre 0.8 y 2mm de didmetro y
estd negativamente correlacionada con el nimero de foliculos sanos mayores a 2mm
de didmetro, concluyendo que los ovarios libres de follculos grandes y ricos en
foliculos chicos tienen la mejor respuesta.

La variabilidad que existe en la respuesta a los esquemas de superovulacién
entre individuos podria ser principalmente entonces de origen ovdrico {Driancourt,
1987) y depender de la fase de crecimiento folicular en la que se empiece el
tratamiento. Sin embargo, las diferencias macroscépicas en la poblacién folicular al
momento de la administracién de la eC6 no se han relacionado consistentemente a la
subsecuente respuesta ovulatoria, ya que la destruccién de todos los foliculos
mayores a Imm de didmetro en ganado bovino no alteré los resultados al utilizar
eCG (Driancourt y Fry, 1988). En los borregos también se conoce que el efecto de la

etapa del cicle ovdrico en la respuesta superovulatoria es minimo (McMillan et a/,

1990).

» Dominancia folicular: En los ciclos estrales espontdneos, se produce una reduccidn

en el nimero de foliculos preovulatorios grandes que maduran durante la fase
folicular, debido principalmente a la competencia por la FSH (Cahill y Mauleén,
1980; Driancourt y Fry, 1988). En los bovinos, se ha dado una asociacién entre la
presencia de foliculos grandes y una respuesta pobre a la superovulacién (Grasso et
al,, 1989}, mientras que en las borregas, el o los foliculos dominantes emergen entre
12 y 24h después de la lutedlisis y no afectan significativamente la tasa de
ovulacién inducida por la eC6 ni los pardmetros de diferenciacion morfolégica

(tamafio, atresia), ni funcional (esteroidogénesis) dentro del ovario in vive (Tsonis
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et al, 1984; Driancourt, 1991). La dominancia folicular puede ser ademds
compartida entre varios foliculos, dependiendo de la tasa ovulatoria (Greenwald y
Terranova, 1988). Esto indica que el grado de dominancia es mucho menos marcado
en la oveja (Campbell et al, 1995; Ginther et al., 1995) y que puede ser superado

aumentando las concentraciones de gonadotropinas (Driancourt et al, 1991).

@ Genética: La tasa de ovulacién en la oveja esta determinada por su genotipo y es

caracteristica de la raza (Campbell et al, 1995). De hecho, puede darse una
variacién considerable en el nimero de ovulaciones enire las lineas dentro de las
razas (Driancourt et af, 1986; Scaramuzzi et al, 1993), lo que se debe a que
existen diferentes mecanismos de control ovdrico que operan en cada una de ellas.
Tanto los patrones de crecimiento folicular terminal como la diferenciacién
morfolégica y funcional de los faliculos ovulatorios son distintos entre razas y las
estrategias utilizadas para generar tasas de ovulacién elevadas en borregas de
razas prolificas, se asocian a un reclutamiento prolongado durante la fase folicular
(Booroola), a un nimero grande de foliculos reclutados (Romanov), a una incidencia
reducida de degeneracién folicular al momento de la seleccién (Finn) (Driancourt e#
al, 1986; Cupps, 1991), a una menor sensibilidad a la retroalimentacién negativa de
los esteroides gonadales, a una mayor susceptibilidad ovdrica a la FSH y la LH
(Cahill et al, 1979; Bindon et al, 1986), a una mayor secrecién de LH a mitad del
ciclo (Land et al, 1972), y a una mayor eficiencia de la FSH circulante (Driancourt
et al, 1986). Se ha propuesto también que los niveles de estradiol son mayores en
las hembras de fertilidad alta, pero como la sensibilidad a la retroalimentacién es
menor, el pico de LH ocurre mds tarde, lo que extiende el desarrollo folicular
preovulatorio y permite un mayor tiempo de exposicién a las gonadotropinas (Cahill,

1981 ; McLeod y Haresign, 1984).
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La tasa de ovulacién naturalmente alta estd relacionada positivamente con la

tasa de ovulacién inducida por la eCG (Bindon et af, 1986).

® Edad: Como regla general, se sostiene que la respuesta ovulatoria esta a su mdximo
cuando la fecundidad de los animales se encuentra en su punto mds alte (3-5 afos),
y que la edad avanzada puede deprimir la respuesta ovulatoria (Moore, 1982). En
cuanto a los animales jévenes, Armstrong y Evans (1983) proponen que el cuerpo
Iiteo podria no estar produciendo progesterona en cantidades suficientes para
preparar adecuadamente al sistema hipotdlamo-hipofisiario para que induzca la
ovulacién y al cérvix y al Gtero para permitir la fertilizacion.

En un estudio hecho por Ruttle y colaboradores (1988), con borregas
Rambouiilet, no se encontraron diferencias entre edades (borregas de 2 a 7 afios de
edad), en cuanto al nimero de cuerpos hiteos observados por laparotomia, después
de administrar FSH para inducir la superovulacion. Sin embargo, los animales de 3, 4
y 5 afios de edad, produjeron mds embriones totales que los de 6 afios y el mayor y
menor nimero de embriones transferibles se obtuvieron de las ovejas de 3 y 7

afios, respectivamente.

@ Nivel nutricional: Los cambios en la ingesta de alimento, la condicién y el peso

corporales provocan variaciones en la tasa de ovulacién en la oveja. Esto puede
estar mediado por modificaciones en los niveles de FSH en sangre, alterdndose el
patrén de exposicién de los foliculos a esta gonadotropina, o por un efecto directo
en el ovario, donde nutrientes especificos como la glucosa, la insulina y el IGF-1
aumentan la sensibilidad de los foliculos a las gonadotropinas (Downing vy
Scdr‘amuzzi, 1991; Foxcroft, 1993).

En animales que fueron alimentados con una dieta de submantenimiento, la

administracién de eC6 aumentd el nimero de foliculos, sugiriendo que los efectos
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nutricionales en la actividad ovdrica de las borregas se relacionan a la concentracion
de gonadotropina en sangre que llega al ovario (Downing y Scaramuzzi, 1991).
Aunque en algunos casos se ha observado que las ovejas mds pesadas presentan
mds ovulaciones para una dosis dada de eCG, la magnitud de los coeficientes de
regresion entre la ovulacién y el peso corporal, no justifica la administracién de eC&

con base en el peso vivo (Bindon y Piper, 1982).

Produccién de anticuerpos: Las preparaciones hormonales de naturaleza proteica

tienen la capacidad de provocar antigenicidad. La formacién de anticuerpos podria
llevar a una disminucién en la respuesta ovdrica inducida por gonadotropinas como la
eCG, después de varias aplicaciones (Jainudeen et al, 1966). Sin embargo, debido a
que el intervalo entre los tratamientos varia y a que la preparacién de la hormona
utilizada cambia, existe gran controversia al comparar los resultados entre estudios
(Christie et af, 1979). En las vacas, la administracién repetida de eCG provocé una
condicién refractaria de la respuesta ovdrica, a partir de la tercera inyeccién,
aunque no se observaron efectos adversos en el desarrollo folicular y la ovulacién
dada por las gonadotropinas endégenas (Jainudeen et al, 1966), o no se presentd
ningln cambio en la tasa de ovulacién ni en e! promedio de ovocitos recuperados
después de 5 a 10 aplicaciones de eC& (Christie et al, 1979; Gherardi y Lindsay,
1980).

Hay poca evidencia que sugiera que la respuesta ovulatoria a tratamientos

repetidos con eCG en la oveja se vea afectada por tratamientos previos (Hunter,
1984).

Estacién del afio: Las ovejas muestran un patrén distintivo de reproduccion
estacional, aunque existen variaciones entre razas. Durante el anestro, hay una

inhibicién de la secrecién ténica de LH que se da por un aumento en la sensibilidad a
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la retroalimentacion negativa de los estrégenos de origen ovdrico (Land, 1978). El
incremento en el fotoperiodo, es la sefial que desencadena estos cambios, estando
mediada por la secrecién de melatonina por la gldndula pineal (McNatty et al, 1984;
Foxcroft, 1993). La incidencia de atresia folicular esta también claramente
asociada al fotoperiodo, de manera que después de una etapa de dias largos, se
observa una marcada reduccién, mientras que después de un periodo de dias cortos,
los animales muestran mayores niveles de regresién folicular (Cahill et a/ 1984 ;
Ryan et al, 1987).

El nimero de ovulaciones sigue un patrén estacional, con una tasa mayor a la
mitad de la época reproductiva y relativamente menor al principio y al final de la
misma (Gherardi y Lindsay, 1980; Scaramuzzi ef af, 1993). La calidad de los
ovocitos puede verse afectada asi mismo por la estacién (Betteridge, 1993).

El ovario cambia su sensibilidad a la eC& durante el afio, probablemente como

reflejo de la interaccién con los niveles enddgenos de LH (Gherardi y Lindsay,
1980).
Dosis: Los niveles de estradiol y progesterona secretados después de la
estimulacién ovdrica con eC65, son dependientes de la dosis administrada y del
tiempo de exposicién de los foliculos a la gonadotropina (Evans y Robinson, 1980). El
aumento en las concentraciones de estrdgenos provoca alteraciones en diversos
procesos reproductivos, afectdndose la respuesta a la superovulacién (Moor et al,
19835; Driancourt y Fry, 1992 ; Rubianes et al, 1996).

A mayores dosis de eC6, asociadas a ovarios sobreestimulados, se deprime la
tasa de ovulacién (Moore, 1981), se reduce la tasa de recuperacién, probablemente
porque la fimbria es incapaz de envolver a todo el ovario y parte de los ovocitos se
pierden en la cavidad abdominal (Nellenschulte y Niemann, 1992), y se aumenta la

incidencia de cuerpos liteos de corta duracién (Ryan et a/, 1987).
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Lote/Preparacidén: La cantidad reiativa de la actividad bioldgica come FSH o como LH

de la eCG en los diferentes lotes y preparaciones comerciales contribuye a la falta
de predictibilidad en la respuesta superovulatoria (Murphy et al, 1984). Esta
proporcion puede variar dependiendo del momento en el que la hormona sea
obtenida (dia de la gestacién), asi como del animal y de la raza de los que se trate
(Murphy et al, 1984; Gonzdlez-Mencié et al, 1978). o al utilizer diferentes
procedimientos de purificacién y extraccién que pueden eliminar parcialmente el

contenido de carbohidratos de la molécula (Gonzdlez-Mencié, 1978).

Otros factores: Las diferentes tasas de absorcién de la eCG desde su sitio de

aplicacién (Meinecke-Tillmann ef al, 1987), el momento en el que se da la monta, el
nimero de servicios (Armstrong y Evans, 1983), el sistema por el cual se determina
la tasa de ovulacién y recuperacién de los embriones y los métodos utilizados para el
mantenimiento y el manejo de los animales (Monniaux et al, 1983), pueden
contribuir a la variabilidad que se presenta en la respuesta superovulatoria. Sin
embargo, resulta dificil estimar la importancia relativa de cada uno de estos

elementos (Armstrong y Evans, 1983).
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3. METODOLOGIA
3.1 Localizacidn.

El presente trabajo se llevé a cabo en el Centro de Ensefianza Prdctica,
Investigacidn y Extensién en Rumiantes (CEPIER), de la Facultad de Medicina
Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Nacional Auténoma de México, localizado en
el Km 289 de la carretera federal México-Cuernavaca, en Topilejo, Delegacidn
Tlalpan, Distrito Federal.

El CEPIER se encuentra a una latitud norte de 19° 11', una longitud oeste de 99°
1" y una altura sobre el nivel del mar de 2760m. El clima de la regién es de tipo c(w)
(w)b (ij) que corresponde a semifrio subhimedo con lluvias en verano, una temperatura

promedio de 13.7°C y una precipitacion pluvial de 800 a 1200mm anuales (Garcia,
1988).

3.2 Animales.

Para este estudio se utilizaron 36 borregas criollas adultas, de diferente edad
y nimero de parto y con un peso promedio de 45Kg. Se incluyeron solamente individuos
cuya ciclicidad fue previamente verificada por medio de la deteccién de estros por
machos celadores provistos de un mandil.

Los animales se mantuvieron en estabulacién, bajo condiciones de luz natural y
recibieron como alimento ensilado de maiz y heno de avena. El agua de bebida estuvo
continuamente disponible.

El experimento se llevé a cabo dentro de la época de actividad reproductiva,

durante los meses de noviembre de 1997 a enero de 1998.

3.3 Sincronizacidn del ciclo estral.

El ciclo estral de las ovejas fue sincronizade mediante esponjas intravaginales

impregnadas con 40mg de Acetato de Fluogestona (Chronogest, Intervet México), que
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permanecieron in sity durante 12 dias. Tanto la aplicacién comeo el retiro de las
esponjas se hizo a primera hora de |la mafiana (8:00h). Setenta y dos horas antes de
quitar el progestdgeno, se aplicé una inyeccion intramuscular de 5mg de dinoprost
(Lutalyse, Upjohn, México), con el objeto de eliminar la presencia de cuerpos liteos

funcionales al momento de finalizar el tratamiento.

3.4 Superovulacidn.

Las avejas fueron superovuladas con eCG (Folligon, Intervet México) y, en su
caso, con anti-eCG policlonal, desarrollado en bovinos (Pérez et a/, 1988), en el Centro
de Investigacién para el Mejoramiento Animal en La Habana, Cuba en mayo de 1996. El
lote de anticuerpo utilizado (FC50H) fue reevaluado, antes del experimento, en su
lugar de origen para descartar que el tiempo de almacenamiento hubiera afectado su
capacidad inhibitoria, confirmdndose que 2mi del anti-eCG son capaces de neutralizar
3000UT de eC6. Dentro de cada grupo, se aplicé la cantidad suficiente de anticuerpo

para inhibir a las UL de eCG administradas.

Las 36 borregas fueron divididas aleatoriamente en 6 grupos :

e Grupe 500 (n=8): Se aplicaron 500UI de eCG por via intramuscular en una inyeccién
tinica 2 dias antes del retiro del progestdgeno.

* Grupo 500 + anti-eCG (n=8): Se siguié el mismo tratamiento que en el Grupo 500,
administrando ademds 0.33ml de anti-eCG por via intramuscular 12h después de la
deteccién del estro en cada individuo (Rubianes et al, 1996).

* Grupo 750 (n=8): 2 dias antes del retiro del progestdgeno intravaginal, se
administraron 750UI de eC6, via intramuscular en una dosis Unica.

» Grupo 750 + anti-eCG (n=8): Se siguié el mismo tratamiento que para el Grupo 750,

aplicando ademds 0.5ml de anti-eC& (i.m.), 12h después de haberse presentado el

celo.
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e« Grupo testigo: Con el propésito de verificar que el lote de eC6 utilizado tuviera la
capacidad de provocar una respuesta superovulatoria aplicando 1000UI de eCG, de
acuerdo con las dosis recomendadas en la literatura (Evans y Armstrong, 1984;
Martemucci ef al, 1995; Mejia er al, 1995), se incluyeron como testigos a 2
animales a los que se les administraron Unicamente 1000UI de eCG (Grupo 1000), y
a otros 2 que recibieron 1000UI de eC6 y 0.7ml de anti-eCG (6rupo 1000 + anti-

eC6), siguiendo el mismo protocolo que se usé para los demds grupos.

3.4.1 Laparoscopia transabdominal.

Con la finalidad de darle un seguimiento al surgimiento y evolucién de las
diferentes estructuras ovdricas originadas por los distintos tratamientos de
superovulacién utilizados en este estudio, se tomaron 2 animales de cada grupo y se
observaron, valoraron y cuantificaron los foliculos y cuerpos liteos presentes en cada
ovario mediante laparoscopia. Para ello, se empled un laparoscopio operatorio recto de
20cmx5mm (Storz, Alemania), acoplado a un sistema de fibra dptica flexible, y un
bastén manipulador de 5mm de didmetro. Los foliculos fueron clasificados por tamafo,
destacando a aquellos que fueran mayores a 5mm de didmetro. Los cuerpos liteos se
designaron como normales, cuando se mostraban bien definidos, bien irrigados y con
una coloracién naranja o roja y como en regresién, cuando el color era amariilo pdlido o
blanco-azulado y sin irrigacién marcada (Oldham y Lindsay, 1980; Cerbédn et al, 1995).
Tanto la preparacién quirdrgica del drea, como la anestesia se llevaron a cabo de
manera similar a la descrita mds adelante para la laparotomia medio-ventral. Las
borregas fueron sometidas a este procedimiento cada tercer dia, empezando 24h
después de la administracién de la eCG y concluyendo 2 dias antes del dia en el que la
recoleccion de embriones fue programada en el resto de los animales. Asi, se hicieron
en total 4 observaciones por individuo, siguiendo la técnica descrita por Oldham et al,

en 1976. En el dia en el que se realizé la sequnda observacién (dia O del ciclo), se
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marcaron los foliculos de mayor tamafio, que para ese momento debian corresponder a
aquellos seleccionados para ovular (Driancourt y Cahill, 1984), lo que permitié un
seguimiento de la evolucion y desenlace de los mismos en las observaciones
posteriores. Para ello, se hizo una tercera incision por la cual se introdujo, a través de
una cdnula, una pistola de inseminacién intrauterina metdlica (Pistolet Universel, IMV,
Francia) (Cerbdn et al, 1995), que contenia una pajilla de pldstico desechable de
0.25cm llena de tinta china comercial, que iba dentro de una pipeta con punta (ASPICS
pailletes, IMV, Francia). Observando a través del laparoscopio, se inserté la punta de
la pipeta en el estroma ovdrico adyacente a los foliculos y se deposité la tinta, con lo
que quedaron sefalados por un punto obscuro. Debido @ la intensa manipulacién de
Utero, oviductos y ovarios que se dio al llevar a cabo las observaciones laparoscépicas y
a la supesicion de que esto modificaria la calidad y cantidad de los embriones y/u
ovocitos que pudieran recuperarse, se decidid no realizar la recoleccién en estos

animales.

3.5 Deteccidn de celos y monta.

La deteccidn de calores se llevé a cabo tres veces al dia (a las 8:00, 14:00 y
20:00h), empezando 24h después del retiro del progestdgeno intravaginal y utilizando
machos celadores provistos de un mandil. La presentacién del estro se definié como el
momento en el que la hembra aceptd la monta.

Los animales detectados en celo fueron servidos por monta natural dirigida,
utilizando machos de fertilidad probada. El dia en el que se presents el estro y se llevé
a cabo el primer servicio fue considerado como el dia O del ciclo. Las montas se

continuaron durante el tiempo en el que las hembras permanecieron receptivas.

28




3.6 Laparotomia medio-ventral v recoleccion de embriones.

En el dia 6 del ciclo (Killeen, 1982), se llevé a cabo la observacién de las
estructuras ovdricas y la recoleccién de embriones mediante la técnica de laparotomia
medio-ventral, en aquellos animales a los que no se les realizaron observaciones
laparoscépicas repetidas.

La recoleccién de embriones se realizé solamente en los individuos cuyos
ovarios presentaban por lo menos 4 cuerpos liteos, ya que a este nimero se le sefiala

- como evidencia de respuesta satisfactoria a la superovulacién (Mejia ef a/, 1995;
Kilhholzer et al, 1998). Ademds, debido a que se ha informado que la presencia de
cuerpos liteos en regresién prematura afecta la produccién y recuperacién de
embriones (Schiewe et af, 1990; Cerbdn et al, 1995; Luyando et af, 1995), este
procedimiento se siguid en los animales que, habiendo superovulado, tuvieran
dnicamente cuerpos lGteos sanos. En los individuos en los que estas condiciones no se
observaron, la laparotomia permitié la cuantificacién y valoracién de las estructuras
ovdricas.

Las ovejas se dietaron tanto de alimento como de agua durante las 24 horas
previas a la cirugia. El procedimiento inicié con la tranquilizacién preanestésica del
animal, administrando intramuscularmente hidrocloruro de xilacina al 2%, a una dosis
de 0.01g/50kg de peso vivo. Diez minutos mds tarde, se procedié con la preparacién
quirdrgica del drea, que consistid en el afeitado, lavado y desinfeccién del abdomen en
un drea anterior a la ubre de aproximadamente 20cm®. Se utilizé Ketamina como
anestésico disociativo a razén de 2mg/kg de peso vivo, via endovenosa (Mejia et af,
1995). La cirugia se realizé colocando al animal en decibito dorsal sobre una mesa de
cirugia reclinable. Tomando como referencia el punto de inicio a 4cm adelante de la
gldndula mamaria, se hizo una incisién de aproximadamente 7 ¢m de largo sobre la linea
media. Se exteriorizé el (itero y se examinaron los ovarios para valorer la respuesta al

tratamiento superovulatorio. Para el lavado de cade uno de los cuernos uterinos, que se
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llevd a cabo de manera individual, se introdujo una sonda de Foley (calibre 8Fr, Adex),
en la base del cuerno mediante una puncién realizada con un catéter intravenoso (146
X § 1/2, Abbocath). El globo de la sonda se inflé con una cantidad suficiente de aire
para que se bloqueara el paso de la solucién infundida y se mantuviera firme en su
lugar, sin provocar presién excesiva ni dafiar a las paredes con las que estaba en
contacto. A través de un segundo catéter intravenoso (186 X 1 1/4, Surflo), que se
insertd en la punta del cuerno, se introdujeron 40mi de solucién salina amortiguada
fosfatada (PBS), adicionada con 4% de albimina sérica bovina (Moore, 1982) vy
100UI/ml de peniciling & sédica, que se encontraba a una temperatura de 37°C. Con el
objeto de evitar la pérdida de embriones por reflujo del medio infundido hacia el
oviducto, se hizo presién digital en la unién Gtero-tubdrica. El PBS fue recolectado en
un filtro concentrador y llevado al laboratorio, donde se localizaron, valoraron y
clasificaron los embriones y ovocitos. Concluida la recoleccién, se suturé la incisién por
la que se introdujo la sonda de Foley mediante un punto sencillo con dexon de cuatro
ceros y el Utero se regresd gentilmente a la cavidad abdominal. Durante todo el
procedimiento el Utero se irrigé constantemente con solucién salina fisiolégica con el
fin de evitar la deshidratacién y minimizar las adherencias. La intervencién finalizé
suturando tanto el peritoneo, como la linea alba con puntos en equis (dexon de dos
ceros), y la piel con puntos separados, utilizando nylon de dos ceros.

Finalmente, una dosis de 5mg de dinoprost les fue aplicada a los animeles en los
que se llevé a cabo el lavado, con la finalidad de provocar la regresién de los cuerpos
liteos y evitar que quedaran embriones en el dtero.

A todos los individuos que fueron sometidos a cirugia, se les administré un

antibidtico parenteral de larga accién como tratamiento preventivo.
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3.7 Evaluacién de embriones.

Las estructuras obtenidas en el lavado se evaluaron y separaron, con un
microscopio estereoscdpico, en ovocitos y embriones, clasificando a estos Gltimos de
acuerdo a su estado de desarrollo en mérulas y blastocistos (Wintenberger y Sevellec,
1992), y de acuerdo a su calidad morfoldgica en l=excelente- esférico, compacto,
simétrico, bien definido, la zona pellicida intacta; 2=bueno- ligeramente asimétrico,
bien definido, algunos blastémeros extruidos, zona pelicida intacta; 3=regular-
descompactacién marcada, blastémeros extruidos, con‘ror‘no‘ impreciso, ligeramente
asimétrico, zona peldcida intacta y 4=pobre- descompactacién, degeneracién marcada,
contorno impreciso, retraso en el desarrollo (Linder y Raymond, 1983; Ruttle et af,
1988).

Los embriones fueron mantenidos a temperatura ambiente (16-20°C), durante

la observacién y valoracién al microscopio.

3.8_Muestreo.

Se obtuvieron diariamente muestras de sangre de todos los animales por
puncidn yugular (2ml aproximadamente), utilizando tubos heparinizados y al vacio,
empezando el dia de la aplicacién de la eC6 y concluyendo el dia del lavado para la
recuperacion embrionaria.

Las muestras colectadas se centrifugaron a 2500rpm, durante 10min dentro de
la hora siguiente a su obtencidn, el plasma se separé y almacené a -20°C hasta el
momento en el que los niveles de progesterona fueron determinados mediante

radioinmunoandlisis de fase sélida (Srikandakumar et a/, 1986).

3.9 Andlisis estadistico.

El efecto de la dosis de eCG y de la aplicacién del anticuerpo sobre el nimero

total de cuerpos I(teos en el dia 6 del ciclo se evalué por medio de andlisis de varianza,
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utilizando un modelo que incluyd fa dosis, el anticuerpo (si fue administrado o no), la
interaccién de primer orden entre estos dos factores y el error. Con el objeto de
aproximar el cumplimiento de las suposiciones que fundamentan al andlisis de varianza,
se utilizé la transformacién de raiz cuadrada de los datos para el andlisis. Las
comparaciones miltiples se calcularon utilizando la diferencia minima significativa. La
homogeneidad de varianzas se verificé después de la transformacién con una prueba
de Bartlett (P=0.11).

Para evaluar el efecto del tratamiento sobre la presencia o ausencia de
foliculos mayores a 5Smm de didmetro observados por laparotomia medio-ventral en el
dia 6 postestro, se utilizé una prueba de ji-cuadrada.

La relacién existente entre los niveles plasmdticos de progesterona y los
cuerpos liteos (totales, normales y en regresién), observados en el dia 6 del ciclo, y
entre la presencia de foliculos mayores a 5mm de didmetro y los cuerpos liteos en
regresién vistos en ese mismo dia, se determiné mediante coeficientes de correlacién
por rangos de Spearman.

Los perfiles plasmdticos de progesterona observados entre los dias 2 y 6 del
ciclo estral en cada grupo se compararon utilizando un andlisis de varianze para
mediciones repetidas, mediante el procedimiento de modelos lineales generalizados
(GLM), del paquete de andlisis estadistico SAS.

Finalmente, se subdividié a las ovejas como animales no estimulados cuando
mostraron de 1 a 2 cuerpos liteos en los ovarios (NE), como animales estimulados a los
que presentaron por lo menos 3 cuerpos liteos (E), y como animales estimulados con
cuerpos liteos en regresién (E/Clreg) a aquellos que ademds de tener >3 cuerpos
Idteos, presentaran la regresién de alguno(s) de estos. Cabe aclarar que no se dio
ninguna observacién en la que coincidiera la ausencia de estimulacién con la presencia
de cuerpos liteos en regresién prematura. Para comparar el patrén de secrecién de

progesterona entre estas tres categorias, se utilizé un andlisis de regresién que

+
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incluyé como variable de respuesta a la concentracién de progesterona, y como
variables independientes a la categoria, al individuo anidado dentro de la categoria, al
dia del ciclo, al efecto cuadrdtico del dia del ciclo Y a las interacciones
correspondientes (dia x categoria).

El nimero fotal de cuerpos liteos y las concentraciones plasmdticas de
progesterona se presentan en forma de medias + error esténdar (xt.c.e).

Las diferencias significativas se consideran cuando P<0.05.
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4. RESULTADOS

De los 36 animales incluidos inicialmente en el experimento, fue necesario
excluir a uno por enfermedad (Gpo.750+anti-eCG), y a otro por no presentar celo
(6p0.750).

Los grupos testigo que recibieron 1000UI de eCG y 1000UI de eCG+anti-eCG,
mostraron una respuesta superovulatoria media de 6+2.16 cuerpos liteos totales,
comprobéndose que ¢l lote de eC6 utilizado tuvo la capacidad de inducir superovulacién
satisfactoriamente. Estos animales no fueron considerados posteriormente para la

presentacién de los resultados.

4.1 Estro y respuesta superovulatoria.

Con la excepcién de un solo individuo que no presenté estro conductual
(6po.750), todos los animales entraron en celo dentro de las 36h siguientes al retiro

del progestdgeno intravaginal.

¢ Ndmero total de cuerpos liteos como indicador de la tasa ovulatoria:

El 87% de las borregas incluidas en este trabajo presenté 2 ovulaciones o mds
en respuesta a los tratamientos empleados. El promedio de ovulaciones para el total de
las ovejas utilizadas fue de 3.81+0.67. La dosis de 750UI de eCG provocé una
respuesta superovulatoria de mayor magnitud que la dosis de 500UI (P<0.05)

. (Cuadro 1). Asi mismo, los animales a los que se les aplicaron anticuerpos, mostraron
una respuesta mayor que los que no los recibieron (Cuadro 1) (P<0.05). Por otro lado,
las comparaciones entre tratamientos muestran que cuando se aplicaron 500UT de
eCG, el ndmero de ovulaciones entre los animales que recibieron o no al antisuero fue
similar (P>0.05), mientras que al administrar 750UI de la hormona e incliir al

anticuerpo, la diferencia fue significativa (Cuadro 2) (P< 0.05).
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Cuadro 1: Medias del total de cuerpos liteos observados por laparotomia medio-ventral en el
dia 6 del ciclo en ovejas a las que se les administraron 2 dosis diferentes de eCG, sin
considerar la aplicacion de anticuerpo, o en las que se incluyd o no al anti-eCG en el esquema de
superovulacién, independientemente de la dosis.

Total de cuerpos

Tratamiento n hiteos
xte.e

eCt

- B0oUI 12 2.41+093 a

- 750UL 11 5.2110.98 b

Anti-eC6

- ausencia 11 2.38:098 a

- presencia 12 5.25:0.93 b

n=nimerc de animales, x=media, e.e= error estandar,
a.,b Medias con diferente literal P<0.05.

Cuadro 2: Promedic del total de cuerpos liteos observados por laparotomic medio-ventral en
el dia 6 del ciclo en ovejas tratadas con S500UL o con 750UI de eCG, incluyendo o no la
administracién de antisuero.

Total de cuerpos

Grupo n Iiteos
xXte.e
500 é 2.16:047 b
500+anti-eC& 6 266049 b
750 5 2.60:0.67 b
750+anti-eCG 6 7.831242a

n=nimero de animales, x=media, e.e= error estdndar,
a,b medias con diferente litera! dentro de columna (P<0.05).

La aplicacidn de eCG a dosis reducidas produjo una respuesta superovulatoria
satisfactoria (24 cuerpos liteos, ver metodologia), inicamente en el 25% y el 45.45%
de las borrégas para los tratamientos de S00UL y 750UI de eCG respectivamente,

agrupdndolas sin considerar la administracién del anticuerpo.
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¢ Persistencia folicular:

Al evaluarse el efecto del tratamiento sobre la presencia de foliculos mayores
a 5mm de didmetro en el dia 6 postestro, se advirtié que la frecuencia de animales que
presentaron estas estructuras se incrementd con la dosis (1/12 animales cuando se
utilizan 500UI de eCG y 5/11 animales cuando se administran 750UI) (x=4.10;
P<0.04). Sin embargo, la inclusién del anticuerpo no tuvo efecto aparente sobre el
nimero de foliculos observados en esta fecha (P>0.1).

Considerando a los animales en los que se llevaron a cabo laparoscopias
repetidas, el marcaje con tinta china de los foliculos mayores a 5mm de didmetro se
logré en 6 de 7 individuos, sefaldndose por lo menos un foliculo en cada uno de ellos
(dia 0), y obteniéndose un total de 8 foliculos marcados. En el séptimo sujeto, los
foliculos cubrian casi por completo al estroma ovdrico, imposibilitdndose el depésito de
la tinta. Cuatro de las sefiales se perdieron a partir de la laparoscopia siguiente al
marcaje y la presencia de 3 cuerpos liteos con un punto negro adyacente indicé que
hubo 3 ovulaciones de foliculos marcados entre la observacién hecha en el dia O y la
efectuada en el dia 2. La sefial que identificaba al foliculo restante pudo distinguirse,
en cada una de las laparoscopias hechas hasta el dia 4, sin que se diera la ovulacién, lo
que indicé la persistencia del foliculo. En el animal en el que no se logré el marcaje, se
observé un foliculo mayor a 5mm de didmetro en el mismo ovario y posicién durante las
tres laparoscopias consecutivas que se hicieron entre el dia O y el dia 4 del ciclo,
sugiriendo también una persistencia folicular. Por otro lado, en dos de las borregas en
las que la laparoscopia habia revelado la ausencia de foliculos grandes en el dfa 2, se
advirtieron foliculos mayores a 5mm de didmetro en el dia 4, por lo que se

consideraron como de nueva formacién (Cuadro 3).
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Cuadro 3: Presencia de foliculos mayores a 5mm de didmetro entre el dia O y el dia 4 del ciclo
en los animales a los que se le hicieron observaciones laparoscépicas repetidas.

Identificacién Ndmero de folicules

Tratamiento del >bmm de didmetro
animal Dia 0 Dia 2 Dia 4
500 -EBO 1 0 0
-E70 2 0 2
500+anti-eC6 -E11 2 1* 1*
-E63 4 0 0
750 -EB1 1 1 0
-642 1 0 2¢
750+anti-eC& -E72 5 1*? 1%?

* Foliculos persistentes desde el dia 0.
* Foliculos de nueva formacién,

+ Cuerpos liteos de corta duracién:

No existié un efecto aparente del tratamiento en la presencia de cuerpos
liteos de corta duracién (P>0.05).

En las observaciones hechas por laparotomia en el dia 6 del ;iclo, pudo hacerse
una distincién entre cuerpos liteos normales y cuerpos liteos en regresién, de acuerdo
a las caracteristicas morfolégicas macroscépicas definidas en la metodologia. Cabe
sefialar que los cuerpos lGteos en regresién fueron observados tnicamente en las
borregas que tenian, en todos los casos, por lo menos 3 cuerpos liteos en los ovarios
(n=7). La coexistencia de cuerpos liteos normales y cuerpos liteos de corta duracién
en el mismo individuo pudo advertirse en 3 de éstos animales.

La relacién entre la presencia de foliculos >5mm y la formacién de cuerpos
liteos que regresan tempranamente mostré una correlacién positiva significativa

(r:0.54 ; P=0.011), cuando se considerd a todos los tratamientos en con junto.

4.2 Perfil enddcrino.

En el cuadro 4 se muestran los niveles de progesterona a partir del dia 2

después del estro, donde se observa un aumento progresivo al avanzar los dias del
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ciclo (P<0.01). Ademds, los resultados indicaron que las concentraciones de
progesterona dentro de cada dia no variaron entre grupos (P>0.05) y que no fue

posible distinguir una interaccién entre el dia y el grupo (P>0.05).

Cuadro 4: Concentraciones plasmdticas medias de progesterona (ng/ml) en los dias 2 a 6 del
ciclo en los animales de los diferentes _grupos.

6rupo
500 500+anti-eC6 750 750+anti-eC6
n=8 n=8 n=7 n=7
Dia del ciclo Xztee. X tee, xtee. X tee.
2 0.01 £ 0.07 0.0 £0.07 0.2 +0.08 0.1+£0.09
3 0.6 +0.47 04 +047 1.3+049 1.7 £ 057
4 1.7 £+ 0.59 1.4 £+ 0.59 1.9+ 062 3.1+£0.71
5 46+ 1.15 34+115 30+1.22 3.8£139
6 6.9 +1.66 4.3 +1.66 3.8+175 7.3+20

n=nimero de animales, x=medias de cuadrados minimos, e.e.zerror esténdar.
No se encontraron diferencias entre grupos (P>0.05).
Se observa un aumento progresivo af avanzar los dias del ciclo dentro de cada grupo (P>0.01)

En el dia 6 postestro, los niveles de progesterona no variaron entre los animales
tratados con diferentes dosis de eC6 (500UI=5.5+1.2 vs 750UI=5.37+ 1.4: P>0.05),
cuando los animales se agruparon independientemente de la inclusién del anticuerpo.

Las concentraciones plasmdticas de progesterona para las ovejas agrupadas de
acuerdo a la respuesta superovulatoria en ovejas no estimuladas (NE), ovejas
estimuladas (E} y ovejas estimuladas con cuerpos Iiteos en regresion (E/Clreg), se
presentan en la Figura 1. El andlisis de regresién mostré que para las dos categorias en
las que el tratamiento superovulatorio estimulé un incremento en los ovulaciones, los
niveles de progesterona se elevan y difieren de cero a partir del dia 3 del ciclo estral
(P<0.05), mientras que en los animales no estimulados, esto sucede hasta el dia 5.
Ademds, se observaron diferencias en los dias 4,5 y 6 entre las borregas E y las
E/Clreg, y en los dias 5y 6 entre las primeras y las NE (P<0.05). El dnico dia en el que

se observaron diferencias entre las ovejas NE y las E/Clreg fue en e! dia 4 (P<0.05).
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Fig.1: Concentracién plasmdtica media de progesterona (ng/ml) en ovejas no
estimuladas (NE: <2 CL), ovejas estimuladas (E; 23 CL) y ovejas estimuladas con cuerpos liteos
en regresidn prematura (E/Clreg), del dia O hasta el dia 6 del ciclo estral. Las lineas
representan a la regresidn de mejor ajuste para la categoria, incluyendo a las ecuaciones
correspondientes.

En cuanto a la existencia de una relacién entre la concentracién de
progesterona en plasma y el nimero de cuerpos Iiteos totales, cuerpos liteos
normales y cuerpos liteos en regresién presentes en el dia 6 postestro, pudo
observarse una correlacién positiva significativa (r:0.83; P=0.0001), entre los cuerpos
liteos normales y el nivel de progesterona. Ademds, se observé una correlacién
negativa entre la presencia de cuerpos liteos en regresién y la concentracién de

progesterona (r:-0.64; P=0.002).
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4.3 Recoleccion de embriones,

El lavado para la recoleccién de embriones pudo efectuarse en solamente 5 de
un total de 14 borregas que tuvieron una respuesta de superovulacién a los diferentes
tratamientos. Esto se debié a que, de los 9 animales restantes, 3 presentaron cuerpos
liteos en regresién y los otros 6 sufrieron laparoscopias repetidas, lo que los excluyd
como candidatos para someterse a dicho procedimiento (ver metodologia).

De las ovejas en las que se llevé a cabo el lavado se obtuvo lo siguiente: 4
ovocitos, 16 mérulas calidad 1, 2 mérulas calidad 2, 3 blastocistos calidad 1 y 1 embrién
de 2 células. Cabe aclarar que de las 24 estructuras recuperadas en total, 12 se
obtuvieron de una sola borrega.

A pesar de la buena calidad de los embriones obtenidos (18 mérulas y 3
blastocistos), de los que un 87.5% eran transferibles, el bajo nimero de

observaciones impidié la realizacién de comparaciones entre grupos.
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5. DISCUSION Y CONCLUSIONES.

Los resultados obtenidos en este trabajo mostraron que la administracién de
eCG a dosis reducidas aumenté la tasa de ovulacién en ovejas (cuerpos liteos totales:
3.81+0.67) (P<0.05). Este incremento es sin embargo menor al que se logra con las
dosis convencionales utilizadas en los tratamientos superovulatorios (Oyedipe et af,
1989, con 1000UT de eC6, 7+1.2 cuerpos liteos; Jabbour y Evans, 1991 y Rubianes e?
al, 1996, con 1200UI, 9.8+0.9 cuerpos liteos y 8.81l5 cuerpos liteos
respectivamente). Asi mismo, se observd que el nimero de ovulaciones se aumenta al
incrementarse la dosis (2.41£0.93 vs 5.21:0.98 para las dosis de 500UT y 750UT de
eCG respectivamente). Lo anterior concuerda con los estudios hechos por Oyedipe et
al., (1989) y Samartzi et al, (1995), quienes encontraron que con dosis bajas de eCG la
tasa de ovulacién se increments de 3.9+0.5 a 5.5+0.5 y de 3.9+0.05 a 5.9+1.0 cuando
se aument$ la dosis de 500UI a 750UI respectivamente. Estos resultados en conjunto
sugieren que la administracién de dosis reducidas de eC6 puede ser un método eficaz
para incrementar la prolificidad en los rebafios, lo que ha sido sugerido anteriormente
por otros autores como Boland et al, (1981), McNatty et al, (1982) y Robinson,
(1988), quienes utilizaron dosis de 250UI a 750U de eCG con la finalidad principal de
lograr una mayor precisién en la sincronizacién de los estros. El uso de las dosis
convencionales en los tratamientos superovulatorios (1000-1500UT de eC6), puede
ocasionar una estimulacién ovdrica exagerada que modifica el medio ambiente
enddcrino (Armstrong y Evans, 1983: Foote y Ellington, 1988), alterando el patrén de
desarrollo del foliculo y ovocito (Moor et af, 1983), lo que resulta contraproducente
para la tasa de recuperacién y calidad de los embriones (Nellenschulte y Niemann,
1992; Samartzi et af, 1995). Aunque se observé que la utilizacién de dosis reducidas
de eCG disminuye la incidencia de sobreestimulacién ovdrica Yy aumenta la tasa de

ovulacién, el objetivo de obtener un nimero suficiente y predecible de ovulaciones no
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se cumple, por lo que no puede considerarse como una buena técnica para provocar
superovulacion en las borregas.

La aplicacién de antisuero modificd el nimero de ovulaciones (reflejado en el
nimero de cuerpos liteos totales), cuando las borregas se agruparon sin considerer la
dosis de eCG. También se observé un nimero mayor de cuerpos liteos cuando los
anticuerpos se aplicaron en el tratamiento 750+anti-eCG. Esto coincide con lo
informado por Martemucci et af, (1995), quienes proponen que el anti-eC6 evita que se
presenten fallas durante el proceso de maduracién final de los foliculos que pudieran
interferir con la ovulacién; pero difiere con lo descrito por Ungerfeld et a/, (1995) y
Rubianes et al, (1996), cuyos resultados indican que el aumento en e! nimero de
ovulaciones estd directamente relacionado a la administracién de la gonadotropina, y
no se modifica con la adicién de los anticuerpos. Cuando se compararon los
tratamientos 500 y 500+antieCG, no se observaron diferencias en el promedio de
cuerpos liteos totales, lo que podria sugerir que una accién eficiente del anticuerpo
esta relacionada con la dosis de eCG administrada, supuesto sefialado anteriormente
por Wang et al,, en 1988. Sin embargo, cabe sefialar que la accién del anticuerpo debe
valorarse considerando la calidad de la respuesta ovdrica (presencia de cuerpos liteos
en regresion y de foliculos persistentes), en la que no pudieron observarse diferencias
entre los tratamientos utilizados en este trabajo. Asi, las diferencias encontradas en
el nimero de ovulaciones af agrupar a las borregas de acuerdo a si recibieron o no al
antisuero, sin considerar la dosis de eCG administrada y entre el tratamiento
750+anti-eC6 y los demds grupos (500, 500+anti-eC6 y 750), podrian deberse a
sesgos resultantes del reducido nimero de animales utilizados y no a una accién
directa del anticuerpo. Por otra parte, si se considera que la dosis de eC6 utilizada fue
baja, resulta probable que las concentraciones circulantes fueran minimas para el
momento en el que se administré al antisuero (3 a 4 dias después de aplicar la eC6),

por lo que un efecto favorable podria no ser evidente.
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Los tratamientos superovulatorios se caracterizan por una gran variabilidad en
la respuesta ovdrica (Armstrong y Evans, 1983; Murphy, 1984: Boland et a/, 1991;
Martemucci, 1995). Los resultados de este trabajo concuerdan con lo anterior,
mostrdndose un amplio rango en el nimero de ovulaciones en cada animal, el cual
fluctué entre 1 y 19, de acuerdo al nimero de cuerpos Iiteos observados. Cuando se
utitizé la dosis de 500UI de eC6, un 25% de las borregas no fueron estimuladas (<2
cuerpos liteos), un 50% mostré un aumento en la tasa de ovulacién (2-3 cuerpos
hiteos) y solo un 25% logré una respuesta superovulatoria satisfactoria (24 cuerpos
liteos). Al administrar 750UT de eCG, solo el 9% de las ovejas no fueron estimuladas,
el 46% presentd entre 2 y 3 ovulaciones, y se obtuvo una respuesta superovulatoria
satisfactoria en el restante 45%. Estos resultados sugieren que se tienen que aplicar
dosis mayores a 750UI de eCG para obtener una tasa de ovulacién de >4 foliculos,
cuya repetibilidad y manifestacién sean concordantes con los programas de
superovulacién y transferencia de embriones (Samartzi et af, 1995, Mejia et al,
1995). Cabe sefialar que la adicién de antisuero a los tratamientos de superovulacién
con eCG no redujo la variabilidad individual que se presenta en el nimero de
ovulaciones, lo que coincide con lo especificado por Gonzdlez et af, en 1994 y por
Martemucci et a/, en 1995.

A diferencia de lo descrito por Schiewe et al, (1990), Ungerfeld et al, (1995)
y Rubianes er af (1996), y de acuerdo con lo informado por Cerbén et al, (1995),
Luyando e? af, (1995}, y Espinosa, (1998), en este trabajo pudieron advertirse cuerpos
ldteos normales y cuerpos liteos de corta duracién coexistentes en el mismo individuo.
Diekman ef a/, (1978), proponen que la regresién del cuerpo liteo se inicia con una lisis
funcional, que mds tarde es seguida por la estructural. De este modo, resuﬁa probable
que los cuerpos liteos que morfoldgicamente se consideraron como normales, hubieran
iniciado ya su proceso de regresién, sin que esto pudiera advertirse

macroscédpicamente. Esto Gltimo podria reafirmarse por el marcado descenso en los
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niveles plasmdticos de progesterona que se observé a partir del cuarto o quinto dias
del ciclo, tanto en las borregas que presentaron solamente cuerpos liteos en
regresién, como en las que mosfraron cuerpos liteos aparentemente normales,
coincidentes con cuerpos |iteos en regresién en este estudio.

El porcentaje de cuerpos liteos de corta duracién encontrados en este trabajo
(30%) es similar al especificado por Ryan et al, 1987 quien utilizé 800UI de eCG
(29%), y menor a lo descrito para dosis mds altas de la gonadetropina (50% con
1200UI de eCG, Ungerfeld et a/, 1995 y Rubianes et a/, 1996). La causa de la
regresién Iitea temprana sigue siendo controvertida, pero se piensa que la presencia
de foliculos estrogénicos en animales sobreestimulados podria estar relacionada a ella
(Ryan et al,, 1987; Beard y Hunter, 1994). Aparentemente, las concentraciones altas
de estradiol estimulan la produccidn de receptores funcionales para oxitocina en el
Gtero (Hixon y Flint, 1987; Hunter, 1991; Beard y Hunter,1994) y favorecen tanto la
acumulacién de precursores, como la actividad de algunas enzimas implicadas en la
sintesis de PGF,,, contribuyendo asi con la activacién del mecanismo luteolitico (Beard
y Hunter, 1994). Se ha demostrado ademds que la supresién de las concentraciones de
estradiol mediante la utilizacién de liquido folicular equino (que inhibe el desarrollo
folicular en borregas en anestro inducidas a ovular), retrasa la regresién del cuerpo
liteo (Balcdzar, 1995; Herndndez, 1996). La eliminacién fisica de los foliculos ovdricos
tiene también este efecto (Ginther, 1971; Thimonier, 1979; Zhang et al, 1991). La
correlacidn positiva que se encontrd entre la presencia de foliculos 25mm de didmetro
en el dia 6 del ciclo estral y los cuerpos Iiteos que regresaron prematuramente
(r:0.54; P=0.01), asi como el hecho de que la luteélisis temprana se haya presentado
solamente en las ovejas con 23 cuerpos liteos, apoyan esta teoria. Sin embargo, la
incidencia en la falla litea no se alteré al administrar el anticuerpo, ni tampoco
aument$ al incrementarse la dosis de eCG, lo que podria favorecer la hipétesis de que

esta condicién se genera en estadios preovulatorios de desarrollo. En este sentido,
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Garverick et al, (1992) y Wiltbank y Niswender (1992), mencionan que la fase litea es
una continuacién de la maduracién folicular y por tal motivo, las caracteristicas
funcionales del cuerpo liteo son consecuencia de las condiciones en las que se
desarrolld el foliculo ovulatorio. Otros autores como Hunter, (1991) y Baird, (1992),
indican que el medio ambiente endécrino al que esta expuesto el folfculo antes de la
ovulacién tiene una influencia fundamental en la formacién del cuerpo liteo. De este
modo y a partir de los resultados obtenidos en este trabajo, podria pensarse que tanto
la activacién prematura del mecanismo luteolitico como un desarrollo folicular
inadecuado contribuyen con la presentacién de los cuerpos liteos de corta duracién.

La frecuencia de animales que presentaron foliculos mayores a Smm de
didmetro en el dia 6 del ciclo estral se incrementé con la dosis de eCG administrada
(8% vs 40% para los tratamientos con 500 y 750UL de eCG respectivamente), lo que
coincide con lo descrito por Martemucci et a/, (1995) y Samartzi et af, (1995). Este
resultado encaja con la teoria de que el nimero de foliculos que crecen depende tanto
de la cantidad de FSH como del tiempo de exposicién a la misma (Picton et af, 1990;
O'Shea et al, 1994). Cuando se realiza un programa de superovulacién, no todos los
foliculos que son estimulados llegan a ovular, algunos sufren atresia y otros
permanecen durante algin tiempo como foliculos anovulatorios (Boland et af, 1991;
Ungerfeld et a/, 1995). En este estudio, las observaciones hechas por laparoscopia de
manera repetida demostraron persistencia folicular en dos de las ovejas examinadas
(del dia O al dia 4 postestro, mediante el marcaje con tinta ching). Sin embargo,
también se advirtié que dos animales cuyos ovarios carecian de foliculos grandes en la
observacién realizada en el dia 2 del ciclo estral, contenian foliculos >5mm de
didmetro en el dia 4 postestro (cuadro 3). Esto ditimo concuerda con los hallazges
recientes en relacién al desarrollo folicular en las ovejas (Souza et af, 1996), donde
cada 5 a 10 dies, surgen oleadas de crecimiento folicular que se presentan a lo largo

del ciclo estral e incluso durante el anestro (Beard y Lamming, 1994; Noél et af,
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1994). Asi, los foliculos 25mm de didmetro observados por laparotomia en el dia 6
postestro en este trabajo podrian ser de nueva formacién, ya que el pico de
crecimiento de la oleada folicular puede coincidir con dicha fecha.

Se piensa que el neutralizar la actividad biolégica de la eCG en las etapas
finales de la maduracién folicular y/o después de la ovulacién, mejora la respuesta
ovdrica a los tratamientos de superovulacién, reduciendo la presencia de foliculos
persistentes en los ovarios (Jabbour y Evans, 1991), y probablemente la incidencia de
cuerpos llteos en regresién prematura (Rubianes et al, 1996). Sin embargo, en este
trabajo la administracién de anti-eCG 12h después de la deteccién del estro no tuvo
efecto sobre la presencia de foliculos persistentes o de cuerpos liteos de corta
duracién. Esto coincide con lo indicado por Wang et al,, (1988), quienes trabajando en
bovinos, sugieren que la utilizacién de anti-eCG a dosis bajas de eCG resulta poco
eficiente. Por otro lado, se sabe que el efecto benéfico del uso de los anticuerpos en
la respuesta superovulatoria se da cuando estos se aplican después del pico de LH
(Alfuraiji et a/, 1993; Rubianes et a/, 1996). Asi, la frecuencia en la deteccién de
celos y la definicién del inicio del estro puede ser un factor decisivo en el resultado al
utilizar anti-eCG (Dieleman et al, 1993). De hecho, la administracién del antisuero a
tiempos fijos después del inicio del estro conductual puede ser insatisfactoria debido
a la variabilidad en la presentacién del pico de LH en relacién a este evento (Alfuraiji
et al, 1993). En este trabajo los celos fueron detectados cada 6h durante el dia (a las
8:00, 14:00 y 20:00h), existiendo periodos abiertos de entre 6 y 12h que pudieron
haber contribuido a la baja respuesta obtenida con el uso del antisuero.

Las concentraciones diarias de prbgester'ono no difirieron entre tratamientos
(6po. 500, Gpo 500+anti-eCG, Gpo. 750 y Gpo 750+anti-eCG) (P>0.05). Sin embargo,
cuando las ovejas fueron agrupadas de acuerdo a la respuesta superovulatoria (NE, Ey
E/Cireg), pudo observarse que en los animales estimulados, los niveles de progesterona

se incrementaron mds rdpidamente que en las ovejas que no respondieron (Fig.1). Este
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aumento podria ser consecuencia de una luteinizacién temprana debida al tratamiento
superovulatorio, de la presentacidn de ovulaciones prematuras (Sharma et a/, 1993) o
ser un reflejo del mayor nimero de cuerpos liteos que se observaron en las ovejas en
las que la tasa de ovulacién se incrementd (Oyedipe et al, 1989; Schiewe et a/, 1990;
Kihholzer et al, 1998). En relacién a lo primero, Vos et al, (1994) proponen que
existen diferencias de desarrollo en la poblacién de foliculos susceptibles a ser
estimulados por la eC6, ya que, cuando existe una gran heterogeneidad, la respuesta
ovdrica puede caracterizarse por asincronia en el proceso de crecimiento folicular
(incluyendo el momento de adquisicién de receptores para LH), y de luteinizacién
(McNatty et af, 1991; Rubianes et a/, 1996). Ademds, una actividad aumentada de LH
de la eCG puede provocar luteinizacién de los foliculos e inhibir la aromatizacién de
andrégenos a estrégenos y por lo tanto la ovulacién (Murphy et al, 1984; Martinuk et
al, 1991). Aunque no existe evidencia que sugiera una inhibicién de la ovulacién ni de
luteinizacién folicular en este estudio, cuando se consideran las caracteristicas de las
estructuras ovdricas observadas, lo anterior podria relacionarse con una maduracién
temprana de los cuerpos |Gteos. Por otro lado, al considerar la posibilidad de las
ovulaciones prematuras, Robinson (1988), indicé que la liberacién temprana de LH se
asocia solo con una estimulacién excesiva de la eC6, que causa un incremento en los
foliculos ovulatorios y un alza en los niveles de estrégencs. Ademds, la ausencia de
cuerpos liteos antes del dia 2 del ciclo en los ovarios de las ovejas sometidas a
laparoscopia discrepa con lo que se esperaria si se hubieran dado ovulaciones
tempranas. Cabe sefialar asi mismo que las concentraciones de progesterona medidas
en este estudio empezaron a diferir de cero hasta el tercer dia después de iniciado el
estro, lo que no sustenta ni la suposicién de luteinizacién o maduracién tempranas, ni la
de ovulaciones prematuras. Por lo tanto, resulta probable que el incremento mds

temprano en los niveles de progesterona observados en las borregas cuya tasa de
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hild

ovulacidn se incrementé en este trabajo, haya sido debido a un mayor ndmero de
cuerpos liteos presentes.

Tanto la incidencia como la distribucién de los estros observados en este
estudio concuerdan con lo descrito anteriormente por otros autores, sin que se hayan
observado diferencias debidas a la dosis de eC6 administrada (Smith, 1988; Oyedipe
et al, 1989; Samartzi et al, 1995: Echegaray et al, 1997).

En resumen, este trabajo demostré que: a) La tasa de ovulacién en ovejas puede
incrementarse utilizando dosis reducidas de eC6 Y que este aumento es proporcional a
la dosis administrada. y b) Los folfculos mayores a Smm de didmetro observados en el
dia 6 del ciclo estral pueden ser tanto foliculos persistentes como de nueva formacién.
Asi mismo, se concluye que la aplicacién de 500UI-750UT de eC6 no constituye un
método efectivo y repetible para provocar una respuesta superovulatoria satisfactoria
que pudiera recomendarse para un programa de transferencia de embriones; y que
bajo las condiciones que se siguieron en este estudio, no fue posible observar un
beneficio en la calidad de la respuesta ovdrica con el uso del anti-eC6. Ademds, se
reafirma que la variabilidad individual sigue siendo un factor limitante importante en

los programas de superovulacién.
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