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INSEMINACION INTRAUTERINA DE BORREGAS DOMESTICAS
SUPEROVULADAS CON MICROBOMBAS OSMOTICAS COMO

MODELO PARA BORREGAS CIMARRON.

(Bajo la direccién de: MVZ. Octavio Mejia Villanueva, y MVZ. Jorge Armando Alvarez
Leén). Financiado por el Programa de Apoyo a Proyectos de Investigacion e

Innovacion Tecnolégica (PAPIIT IN217209-3).

RESUMEN

Con la finalidad de desarrollar un modelo de superovulacién para producir embriones en
borregas Cimarrén, 16 borregas domésticas divididas en dos grupos, fueron sincronizadas
con FGA, superovuladas con FSH e inseminadas intrauterinamente. Para la sincronizacion,
en ambos tratamientos se insertaron esponjas vaginales con 20 mg de FGA durante 12 dfas.
El grupo testigo TI (n=8) fue superovulado durante tres dias, mediante la administracion
intramuscular de 180 mg de FSH en 6 aplicaciones decrecientes cada 12 h. El grupo tratado
TII (n=8) se superovulé con 180 mg de FSH totales, de los cuales 150 mg fueron
administrados subcutineamente mediante tres microbombas osmdticas (cada una con 50
mg), mas una inyeccién intramuscular de 30 mg. La deteccion del estro se realizé cada 6 h
y las hembras se inseminaron intrauterinamente mediante laparoscopia, con dos dosis de
semen fresco a una concentracién de 100 x 10° espermatozoides. La recoleccion de los
embriones se realiz6 a través de laparotomia medio ventral el dia 7 posterior a la deteccion
del estro. En la respuesta a la sincronizacién, no se reportaron diferencias significativas
entre tratamientos (P>0.05) considerando el tiempo de presentacion y la proporciéon de
hembras en estro, ya que el total de las borregas (n=16) lo present6é de las 24 a 36 h

posteriores al retiro del FGA. Se evalud la respuesta a la superovulacion contando el



nimero de cuerpos liteos y clasificindolos en normales o en regresion. Las estructuras
recolectadas fueron clasificadas morfologicamente en ovocitos o embriones. Se obtuvieron
14.7542.10 CLT en TT 'y 10.13+1.46 en TII; 12.63+2.60 CLN en Tl y 10.13+1.46 en TII;
2.13£1.46 CLR en Tl y 0.00 en TIIL Se recolectaron 8.88+1.83 ESTOT en Tl y 4.88+1.36
en TII; 6.63+2.01 EMB en Tly 4.88+1.36 en T1II, asi como 2.25+1.01 OVO en TIy 0.00 en
TIL. Entre tratamientos no se encontraron diferencias estadisticamente significativas en
estos los valores de estas variables (P>0.05). En el porcentaje de recuperacion se
encontraron diferencias significativas entre TI (65.74%) y TII (48.15%) (P<0.05). Tanto la
superovulacién con microbombas osméticas como la inseminacion intrauterina permiten la
obtencién de embriones en ovejas domésticas y esta metodologia, podria contemplarse para
obtener embriones en borregas Cimarron.

Palabras clave: ovejas, Cimarrén, superovulacion, microbombas osmoticas, inseminacion

intrauterina.



INTRODUCCION

El Cimarrén (Ovis canadensis) es una de las dos especies de borregos silvestres, que habita
tanto en México, como en Estados Unidos y Canadd; la otra especie, el borrego Dall (Ovis
dalli) se encuentra Unicamente en Estados Unidos (Alaska) y el norte de Canad4.' En
México, el borrego Cimarr6n es altamente apreciado regional, nacional e
internacionalmente, ha adquirido un importante valor econdémico debido a que es el
mamifero de caza de mayor demanda. Sin embargo, no existen hasta el momento acciones
claras para su conservacién y aprovechamiento sustentable.'

En nuestro pafs se encuentra en situacion de riesgo por diversos factores, entre los que
pueden mencionarse el desmedido crecimiento de la poblacion humana, la caza irracional,
el elevado indice de muerte en las crias, la exposicion a diferentes enfermedades trasmitidas
por especies domésticas que han sido introducidas a su territorio,” asi como la competencia
por el alimento con otras especies, la destruccion y fragmentacion de su hébitat, todo esto
conforma una compleja situacion que ha puesto a esta especie en amenaza de extincién.
A principios del siglo pasado en México, se tomaron algunas medidas consideradas
necesarias para la proteccion de esta especie, como fueron el establecimiento de vedas y
programas de vigilancia, lo que pareciera no haber sido suficiente, ya que para las
poblaciones de borregos Cimarrén tanto en vida libre, en cautiverio o semicautiverio, no se
han implementado otras acciones concretas que promuevan su conservacién.” De manera
general, se ha propuesto comenzar por proteger los ecosistemas, pero también a su vez, se
deben proteger a los individuos que se encuentran fuera de éstos, como los alojados en
zoolégicos, reservas y Unidades de Conservacion, Manejo y Aprovechamiento Sustentable

de la Vida Silvestre (UMA’s). Por ello es que actualmente se fomenta el desarrollo y



establecimiento de técnicas de reproduccion asistida que permitan la creacion de bancos de
germoplasma mediante la criopreservacion de células y tejidos; el uso de la inseminaciéon
artificial; la fertilizacion in vitro y la transferencia de embriones.’

En nuestro pais, se emplean estas técnicas para el mejoramiento genético de algunas
especies domésticas, y su uso en pequeflos rumiantes ha servido para multiplicar
rapidamente algunas razas de interés productivo, como es el caso de los ovinos de raza
Dorper y las cabras de raza Boer.” El uso de estas técnicas en la conservacién de fauna
silvestre representan opciones viables en el corto y mediano plazo. Con base en lo anterior
se estima que la aplicacién de técnicas de reproduccion asistida pudieran ser herramientas
titiles para la conservacioén del borrego Cimarrén.®’

Para tal efecto, en el presente trabajo se evalué un esquema de superovulacién con
microbombas osmdticas en borregas domésticas compardndolo con un esquema

convencional, que en conjunto con la inseminacion intrauterina, puede ser viable como

modelo para producir embriones en hembras Cimarréon.



REVISION BIBLIOGRAFICA

El ciclo estral

El ciclo estral es el periodo comprendido entre la aparicién del estro hasta el comienzo del
siguiente, o bien, el lapso de tiempo que ocurre entre dos ovulaciones. En la oveja
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doméstica dura en promedio 17 dias ™

y se puede dividir en dos grandes etapas, la fase
folicular y la fase litea. De manera general, se conoce que el hipotdlamo produce la
hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH) y que ésta a su vez, estimula la secrecion
hipofisiaria de la hormona luteinizante (LH), y por parte de la hipéfisis anterior a hormona
foliculo estimulante (FSH). La FSH y la LH tienen como 6rgano blanco al ovario. La FSH
regula el desarrollo de los foliculos ovéricos en la fase folicular y la LH controla la
maduracién del foliculo y el ovocito, provocando la ovulacién.'' Al inicio de la fase
folicular los niveles de estrogeno plasmatico aumentan rdpidamente, alcanzando su maximo
nivel algunas horas antes del momento del estro, al mismo tiempo, los estrégenos ejercen
una retroalimentacion positiva para aumentar la liberacion de LH. En la fase lutea los
estrogenos declinan rdpidamente hasta niveles no detectables a las 24 horas posteriores al
estro. Ademds, los niveles de progesterona se elevan rdpidamente y si no hay fecundacion,

ocurre la regresion lutea a fines del diestro en el dia 13 del ciclo estral, disminuyendo

P . o 10
también rapidamente las concentraciones de progesterona plasmatica.



Proestro

Esta fase dura de 2 a 3 dias e inicia cuando hay regresion del cuerpo luteo del ciclo anterior,
lo que conlleva a la disminucién de la progesterona (P4) a menos de 1ng/ml y al incremento
en la secrecion de estrégenos (E») e inhibina secretados por los foliculos."* '™ Este
incremento favorece a la hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH), debido a que hay
un aumento de sus receptores.”” El desarrollo folicular es un proceso continuo, en el cual
los foliculos primarios se desarrollan a diario y casi cada hora. S6lo pocos de ellos llegan a
convertirse en foliculos preovulatorios y ovulan, ya que la mayor parte sufren atresia.'> Se
conoce ahora que la secrecion de la hormona foliculo estimulante (FSH) es constante y no
estd regulada por la hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH), sino por el estradiol y
la inhibina folicular."® La hipéfisis libera a la hormona foliculo estimulante, que es la
encargada del activar el crecimiento temprano de los foliculos y a la hormona luteinizante
(LH) la cual es necesaria para completar las ultimas fases del crecimiento.'> Al inicio del
proestro las concentraciones de FSH son bajas y las de la hormona luteinizante (LH) por
efecto del estradiol, han comenzado a incrementar su frecuencia de secrecidon. El estradiol
estimula la formacion de receptores para GnRH en la hipéfisis y la secrecion de GnRH por
el hipotdlamo, acelerando la secrecion pulsatil de LH. Inicialmente la FSH estimula el
crecimiento de las células de la granulosa y la actividad de la aromatasa, de forma que se
incrementa la sintesis de estrgenos a partir de los andrégenos. La intensificacién de los
estrogenos induce entonces el aumento de sus propios receptores, asi como los recetores
para FSH. Esto sensibiliza a las células de la granulosa frente a ambas hormonas,
produciendo un crecimiento folicular atin mayor y un nuevo impulso para la produccion de

estrégenos e inhibina."”



El incremento de estrogenos prepara el aparato reproductor de la oveja para su

apareamiento, el utero crece de tamafio y se edematiza. En la vagina, el nimero de capas
. . . 13

celulares se aumentan y las capas superficiales se vuelven mds cornificadas.”” El final del

.. .. O 12
proestro coincide con el inicio de la receptibilidad sexual.

Estro

En esta fase la hembra tiene un comportamiento de actividad sexual, ademds sélo en esta
etapa aceptard al macho (receptividad). La duracion del estro en la mayoria de las ovejas
varia de 24 a 36 horas, aunque en algunas puede durar hasta las 48 horas. Estas variaciones
se deben principalmente a factores como la edad, raza, contacto con los machos y situacion
geogre’lﬁca.18 En esta etapa los foliculos en desarrollo alcanzan su madurez y tamafio
preovulatorio, llegando a las méximas concentraciones de estrogenos, provocando un
aumento en la frecuencia de pulsos de GnRH/LH, estimulando la liberacion de la oleada
preovulatoria de LH (retroalimentacion positiva), que produce cambios en la pared del
foliculo que llevan a su ruptura y a la liberacién del 6vulo, proceso conocido como
ovulacién."

Los signos del estro son poco notorios en la oveja y dificiles de observar en ausencia del
macho. Sin embargo, la vulva se observa edematosa y con una secrecion de moco por la
Vagina.13 El tipo y la consistencia del moco cambia a lo largo del ciclo estral, siendo al
inicio del estro escaso y claro, después de 12-18 horas de transcurrido es opaco, y a partir
de las 25-30 horas se hace mds espeso y de consistencia cremosa.'> Conductualmente la

oveja presenta una busqueda intensa del macho y frotamiento continuo con el mismo.

Durante el estro la hembra se muestra inquieta, aunque en esta especie no es frecuente la



conducta homosexual. En presencia del macho, la hembra permanece inmoévil, orina
mientras el macho le huele los genitales y la toca con los miembros anteriores, tratando de
investigar si la hembra es receptiva. Por lo tanto, el tinico signo seguro de que se encuentre
en estro es el “reflejo de quietud”, es decir, la hembra acepta y estd quieta cuando un macho
la monta,'>"*?

En las ovejas es durante el estro cuando ocurre la ovulacion, la cual podria definirse como
la liberacién del ovocito debido a la ruptura del foliculo maduro o foliculo de Graff."* Las
borregas presentan ovulacion espontinea, es decir, que se presenta independientemente de
si tienen o no contacto con un macho, entre las 24 horas y las 30 horas después de haberse
iniciado el estro. El surgimiento de los foliculos que crecen desde los 3 hasta los 5 mm
ocurren en oleadas cada 4-6 dias, que culminan con la formacién del foliculo maduro. La
primera oleada puede iniciar en el dia en que ocurre la ovulacidn, con la emergencia de un
grupo de foliculos antrales.”’ Un rango de dos a cinco ondas foliculares ocurren en cada
ciclo interovulatorio, pero el patrén predominante es de tres ondas, una durante la fase

folicular y dos durante la fase hitea.'” Las fluctuaciones de la concentracién séricas de FSH
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estan intimamente asociadas con la aparicion de las ondas foliculares.

Metaestro

El metaestro inicia al terminar la receptibilidad sexual y concluye en el momento en que
hay un cuerpo luteo bien establecido, y dura en promedio 3 dias. En esta etapa hay un
incremento de LH en las células de la granulosa, lo que permite el inicio del proceso de
luteinizacion folicular, provoca una disminucion en la secrecion de estrégenos e inhibina y

. 12
un aumento en la produccion de progesterona.



El cuerpo luteo inicia su proceso de formacién después de que la pared del foliculo se
rompe y se pliega a consecuencia de la ovulacion. La ruptura del foliculo provoca una
degradacion de los tejidos que rodean a las células de la granulosa, particularmente los de la
membrana propia y la liberacion de la sangre de los vasos de le teca en el interior de la

1213 Transcurridos 4-5 dias, las células de la

cavidad, formando el cuerpo hemorrigico.
granulosa y de la teca inician su luteinizacién y diferenciacion en células esteroidogénicas
luteas grandes y chicas formando el cuerpo liteo, cuya principal funcién es la secrecién de
progesterona, que prepara al utero para el inicio y mantenimiento de la gestaci(’)n.23 Las
células luteas grandes liberan oxitocina y progesterona basal en forma continua, pero la
secrecion de progesterona mediada por LH es baja; por el contrario las células luteas chicas
no producen oxitocina y la progesterona basal que producen es muy poca, siendo sin
embargo las encargadas de producir la progesterona mediada por LH. En si el metaestro es

definido como el periodo de etapa de formacién del cuerpo liiteo.'>"

Diestro

Es la fase del ciclo estral que tiene mayor duracion, entre 9-12 dias; se caracteriza por la
plena funcionalidad del cuerpo liteo y termina con la destruccion del mismo.'>"

Al formarse el cuerpo luteo, la progesterona alcanza sus maximas concentraciones, por lo
que ejerce un efecto de retroalimentacion negativa sobre la secrecion de LH, debido a que
inhibe la formacion de receptores hipofisiarios a GnRH, asi como la secrecion de la misma.

Adicionalmente, se observan repetidos incrementos en la secrecion de FSH con el

consecuente aumento en el desarrollo folicular y las concentraciones plasmaticas de



estradiol e inhibina. Sin embargo estos foliculos no pueden seguir su maduracion y sufren
regresién.'> !

Durante el diestro, en los dias 6 y 11 después de la ovulacion, surgen la segunda y la tercera
oleada folicular, respectivamente. El papel fisiolégico de los foliculos dominantes no
ovulatorios en la fase lutea en el ciclo estral son inciertos. Sin embargo, se ha observado
que la concentracion de la progesterona circulante juega un rol importante en el patron de
las ondas foliculares.**

La progesterona es una hormona esteroidal, que estimula la actividad secretora del
endometrio con la finalidad de albergar una posible gestacion; adicionalmente, el cérvix se
cierra y se reduce la secrecion del moco cervical y vaginal, el cual adopta una apariencia
pegajosa y opaca para impedir el paso de microorganismos al titero."*

Al término del diestro y al no llevarse a cabo la fertilizacion, la disminucién de la
progesterona circulante favorece la secrecion ténica de LH, que a su vez estimula la sintesis
de estrogenos. Por su parte, el estradiol de origen ovérico, proveniente de los foliculos
presentes durante la segunda mitad de la fase lutea, estimula la sintesis de receptores para
oxitocina de origen liteo e hipotaldmico en el endometrio, lo que permite la unién de la
oxitocina con sus receptores y desencadena la sintesis de PGF,a por el utero. Los
receptores para oxitocina son reciclados después de su unién con la oxitocina tanto de
origen liteo como hipotaldmico y como la recuperacion de estos receptores tarda alrededor
de 6 horas, los pulsos frecuentes de PGF,a suprimen la funcién del cuerpo luteo y originan
su destruccién.” >
En diferentes trabajos se ha demostrado que la regresion prematura de los cuerpos luteos es

un fenémeno asociado normalmente a la superovulacion, que origina una pobre o incluso

nula recuperacién de embriones.”>° También se conoce que con dosis altas de FSH se



induce estimulacion ovdrica que provoca tanto la persistencia de foliculos anovulatorios,
asi como la regresién prematura de los cuerpos liteos formados.”® En las borregas
domésticas es comun la presentacion de la ovulacién seguida por la formacion de un cuerpo
luteo de corta duracién, no solamente en hembras superovuladas, sino también durante la
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primera ovulacién puberal,”

estacional, posparto, o cuando se induce ovulacion sin pre-
tratamiento con progesterona. En todos los casos, las ovulaciones seguidas por la formacion
de un cuerpo liteo de corta duracién son infértiles.” Este cuerpo Iiteo de corta duracién
secreta elevaciones transitorias de progesterona, las cuales probablemente son necesarias
para la manifestacion completa del comportamiento estral y aseguran la funcién normal del

cuerpo liiteo del ciclo posterior.***’

Manipulacion del ciclo estral

Sincronizacion

La sincronizacion del celo constituye la base primordial para la aplicacion de técnicas
reproductivas, como pueden ser la inseminacion artificial y la transferencia de embriones.
En forma casi paralela al desarrollo de las técnicas de inseminacion artificial y para que las
mismas resulten mds efectivas, se han desarrollado diferentes métodos para lograr que
grupos de hembras presenten el celo de manera simultinea.”® Algunas de las ventajas que se
obtienen son el adecuado control de la temporada de empadre y la ocurrencia de los partos
en un menor tiempo o en los periodos mds favorables del afio, obteniendo crias uniformes
en edad y desarrollo.” Una vez sincronizado el ciclo estral, se puede servir a las hembras
por medio de la monta natural dirigida o inseminarlas artificialmente.'”

La sincronizacién del estro se puede lograr a través de métodos naturales y



farmacoldgicos. Dentro de los farmacoldgicos que pueden ser utilizados casi en cualquier
época del aflo, se encuentran la progesterona natural y sintética (progestagenos). Otros
farmacos de accion luteolitica como la prostaglandina F2 alfa (PGF,a), se utilizan
exclusivamente en época de reproduccién, ya que originan la destruccién del un cuerpo
liteo funcional."”

Diversos son los métodos usados para administrar la progesterona o sus andlogos en la
sincronizacién del celo y se utilizan actualmente en casi todas las especies domésticas.
Entre éstos, el método de la esponja intravaginal impregnada de progestigeno ha sido
utilizado con buenos resultados, siendo el mas empleado el acetato de fluorogestona (17a-
acetoxy-9a-fluro-11B-hydroxy-pregn-4-ene-3,20-dione).”® Las esponjas se colocan en la
vagina de la hembra durante 9 a 14 dias, es decir, alrededor del niimero de dias que dura
la fase de diestro, siendo ésta en ovejas domésticas de alrededor de 10 dias. '** La
administracién de FGA simula la presencia de un cuerpo luteo mediante la liberacién
lenta de progesterona y por retroalimentacidon negativa, provoca que se suprima la
secrecion de GnRH a nivel hipotaldmico y produce una disminucion en la secrecion de las
gonadotropinas hipofisiarias, limitandose el desarrollo folicular.'® Asi, al retirar la esponja
e interrumpirse la administracion del progestageno, cesa la retroalimentacion negativa y la
hip6fisis incrementa la liberacion de gonadotropinas, se estimula el crecimiento folicular
por accién de la FSH y ocurre la ovulacion por efecto de la LH en un lapso de 24 a 36
horas después de terminado el tratamiento.”

Dentro de la sincronizacion del ciclo estral por medio de farmacos también se ha
empleado la PGF0; ésta es una sustancia orgdnica que se produce en el ttero a partir del
acido araquid(’)nico,25 y se libera en forma pulsatil para producir la lisis del cuerpo liteo.*

Cuando se administra PGF,a a partir del dia 5 una vez que se presento el celo de la



borrega, las células luteas ya pueden responder a su accion, causando la lisis del cuerpo
luteo, la cual se completa entre 12 y 24 horas de aplicada, presentindose el estro entre 36
y 44 horas después de su administracion. Este método de sincronizacién presenta varias
limitantes, una es que no puede utilizarse antes del dia 5 del ciclo porque no hay cuerpos
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lateos funcionales.

Superovulacion

El objetivo principal de los tratamientos superovulatorios es producir un gran nimero de
ovulaciones y obtener el mdximo nimero de embriones. Esta técnica es de gran utilidad
para la produccién de embriones genéticamente superiores.42 Dentro de las hormonas
utilizadas para lograr la ovulacion multiple se encuentran la FSH, y otras hormonas que en
dosis altas tienen un efecto similar a la FSH, como es el caso de la gonadotropina coridnica
equina (eCG) y la gonadotropina menopatsica humana (hbMG).2* La FSH es la
responsable del crecimiento y de la seleccion del foliculo destinado a ovular, y se conoce
que su aplicacién exdgena causa que los foliculos destinados a sufrir atresia, maduren hasta
una etapa preovulatoria. Tanto la LH como la FSH tienen una importante repercusion sobre
la actividad esteroidogénica del foliculo, ya que cuando la LH se acopla a sus receptores en
las células de la teca, los androgenos son convertidos en estradiol en las células de la
granulosa, por efecto de un proceso de aromatizacién estimulado por el acoplamiento de la
FSH con sus receptores.”* A su vez, los estrégenos producidos por el foliculo actdan en
forma sinérgica con la FSH, ya que junto a los niveles elevados de FSH ex6gena, estimulan

la mitosis de las células de la granulosa y la sintesis de receptores para LH en estas células,



permitiendo que un continuo nimero de foliculos maduren hasta el estado ovulatorio,
originandose asi la superovulacién.®

Se prefiere utilizar la FSH para la superovulacion en comparacion con hormonas como la
eCG, ya que resulta en un mayor numero de ovulaciones, menor nimero de foliculos
anovulatorios y mas embriones recuperados y de mejor calidad,*® ademds de producir una
respuesta litea mds aceptable y consistente.*’ Debido a que la FSH tiene una vida corta,
requiere frecuentes aplicaciones parenterales, para mantener las concentraciones sanguineas
suficientes para afectar la respuesta ovdrica. Para ello, se han ensayado una gran cantidad
de esquemas de superovulaciéon con FSH, en donde se administra intramuscularmente cada
12 horas, durante tres o cuatro dias, en dosis constantes o decrecientes,‘m’48 que varian entre
180 y 200 mg.49 Algunas consecuencias comunes asociadas a la superovulacién con FSH
serian la formacion de foliculos anovulatorios y de cuerpos luteos con lisis prematura, cuya
consecuencia es la obtencién de menos embriones.’>*! No obstante, el uso de la eCG en
pequefios rumiantes como tratamiento superovulatorio requiere de una sola aplicacion de
entre 750 a 1500 UI, no es del todo recomendable, ya que se produce un fuerte incremento
en el nimero de ovocitos no fertilizados.”>>* Otra desventaja que se ha observado al usar
eCQG, es que al tener una vida media muy larga continta estimulando el desarrollo folicular
durante varios dias, lo cual ocasiona que a nivel ovérico se continien desarrollando
pequefios foliculos después de ocurrida la superovulaci(’)n.54

En condiciones en donde la dindmica folicular se ve alterada, como podria ser el caso de la
superovulacion, se conoce que el ambiente hiperestrogénico que provoca la superovulacion,
al estimular el desarrollo de un mayor nimero de foliculos productores de estradiol, puede
anticipar la secrecion luteolitica de PGF,a y originar la regresion prematura de los cuerpos

luteos formados debido a la accion de las gonadotropinas administradas exdgenamente,



problema que parece ser mds grave entre mayor sea la dosis de gonadotropina

.1 22,55,56
utilizada.””>

Uso de microbombas osmoticas

Diferentes esquemas de aplicacion de FSH en dosis tnica han sido descritos, por ejemplo,
el utilizado por Dattena et al (1994), consistio en la administrar de manera intramuscular
una dosis unica de FSH, disuelta en un vehiculo de larga accion (polivinilpirrolidona), con
el cual se obtuvieron resultados similares a los tratamientos tradicionales de varios dias con
dosis decrecientes, sigue siendo rutinaria la administracién de FSH durante varios dias, lo
cual permite el ensayar otras vias para su aplicacion.

En animales de laboratorio el empleo de microbombas osmoéticas es comun para la
dosificacion de diferentes sustancias, como la lidocaina y la indometacina, utilizadas por su
efecto analgésico en modelos animales con dolor neurope’ltico.58 En el caso de los
ungulados, las microbombas se han probado en ciervos rojos (Cervus elaphus) y en cabras
domésticas (Capra hircus) o silvestres (C. pyrenaica hispanica),59 intentando la
superovulacion de hembras ciclicas administrando FSH durante tres dias. Esto ha permitido
demostrar que su uso disminuye el estrés en los animales a superovular, ya que evita un
manejo fisico diario.”*” También las microbombas se han empleado en hembras de venados

del Padre David (Elaphurus davidianus) para inducir la ovulacién en hembras anéstricas.’!



En el cuadro 1 se mencionan algunas caracteristicas de las microbombas osmoticas modelo

1003D°’ utilizadas en el presente trabajo para la administracién de FSH.

Cuadro 1.
CARACTERISTICAS DE MICROBOMBAS OSMOTICAS ALZET®

Pardmetros
Nivel de bombeo: 1.25 pl/ hr (£0.15 pl/ hr)
Duracion del tiempo de liberacion 72 horas
Volumen del depésito 90 ul (£10 ul)

Inseminacion intrauterina mediante laparoscopia

La inseminacién intrauterina por laparoscopia tiene su mayor utilidad en programas de
transferencia de embriones, en donde la utilizacién de otras técnicas como la inseminacion
vaginal o cervical, tienen algunas desventajas que son superadas cuando la deposicion se
hace a mayor profundidad en el aparato reproductor de la hembra,” ya que el semen
depositado directamente dentro del lumen uterino, evita la barrera natural del cérvix y
mejora de forma considerable la fertilidad. Este método ha tenido gran aceptacion debido a
los resultados obtenidos y a la consistencia de los mismos, lo que ha posibilitado en los
ovinos, su aplicacion en programas de mejoramiento genético a mayor escala. El tiempo
tomado por hembra para la inseminacién con esta técnica es de 1-2 minutos dependiendo de
la habilidad del operador.®® Quizé la razén por la cual no es una técnica muy difundida en

nuestro pais, es el alto costo del equipo y la necesidad de contar con técnicos capacitados.



Recoleccion de embriones mediante laparotomia media ventral

Para la recoleccion de embriones por laparotomia media ventral, las ovejas son previamente
dietadas entre 24 y 36 h para poder inducirlas a anestesia general. Se realiza una incisiéon
sobre la linea media de aproximadamente 4 cm de largo y 4 cm anterior a la ubre, que
permite exteriorizar el utero y los ovarios, y conocer la respuesta a la superovulacién. Se
consideran animales superovulados aquellos que presentan mds de tres cuerpos liteos en
ambos ovarios.” El ttero se debe estar irrigando constantemente con solucién salina
fisiologica con la finalidad de evitar adherencias. Se lava por separado cada cuerno uterino
mediante la insercién de un angiocatéter en la punta del cuerno uterino. Se introducen
aproximadamente 40 a 60 ml de medio para embriones, compuesto por PBS (solucion
salina bufferada) y adicionado con un 4% de SFB (suero fetal bovino). Este se recupera a
través de una sonda de Foley (calibre 10 Fr) colocada en la base del cuerno, y es colectado
en un filtro concentrador para la posterior busqueda de los embriones. El ttero se regresa a

la cavidad abdominal y la incision es suturada por planos.64



Evaluacion de embriones

Los embriones seleccionados para ser transferidos en fresco o congelados, se obtienen
generalmente de los cuernos del utero entre los dias 6-7 posteriores al estro, su grado de

6566 Una vez colectados, los embriones

desarrollo corresponde al de moérula o blastocisto.
se evalian morfolégicamente con un microscopio estereoscopico y son clasificados con
base en la metodologia establecida por Elsden et al. (1978), modificada por Linder et al.
(1985) y avalada por la Sociedad Internacional de Transferencia de Embriones (IETS).” De
manera estricta, se consideran como embriones transferibles, aquellos con un grado de

desarrollo que corresponda al dia en que son recolectados y con una calidad excelente o

buena (Cuadro 2).

Cuadro 2.
CLASIFICACION DE EMBRIONES DE ACUERDO AL GRADO DE
DESARROLLO

Clasificacion Grado de desarrollo

Ovocito (sin fertilizar)

2 a 12 células

Morula temprana

Morula

Blastocisto inicial o temprano
Blastocisto

Blastocisto expandido

Blastocisto maduro

O 00 N O D B~ W N -

Blastocisto maduro expandido

Fuente: IETS 2009



La calidad de los embriones se clasifica en cuatro categorias y se numeran del 1 al 4.
(Cuadro 3). Se consideran como viables los embriones cuya calidad sea excelente (1) y
buena (2), y como no transferibles el caso de los embriones cuya calidad sea regular (3) y

degenerado (4).65’66

Cuadro 3.
CLASIFICACION DE EMBRIONES DE ACUERDO A SU CALIDAD

Clasificacion Calidad Caracteristicas

Embriones compactos y esféricos; simétricos;
células de tamano, color y textura uniformes,

1 Excelente . . .
sin granulos en el citoplasma con pocas
vesiculas pequefias y espacio perivitelino vacio.
Embriones con ligera asimetria; algunos

2 Bueno blastomeros extruidos y un ligero retardo en su

desarrollo.

Ligero grado de degeneracion; blastomeros
esféricos dispares, poco compactos y de tamafo
variable; retardo de 1 a 2 dias en su desarrollo;
3 Regular masa celular aparentemente viable pero con
grandes vesiculas entre las células y superficie
irregular; color muy claro o muy oscuro y
material de desecho en el espacio perivitelino.

Embriones con zona pelucida rota; blastocele
no visible con grandes zonas de degeneracion;
poca cantidad de células y blastémeros sueltos
de diferentes tamafios

4 Degenerado

Fuente: IETS 2009



HIPOTESIS

La superovulacion mediante el uso de microbombas osmdticas en conjunto con la

inseminacion intrauterina permitird la obtencion de embriones en borregas domésticas.
OBJETIVO GENERAL

Determinar si la obtencion de embriones en borregas domésticas superovuladas mediante el
uso microbombas osmoticas e inseminadas intrauterinamente, puede ser considerado como

modelo para borregas silvestres Cimarron.
OBJETIVOS PARTICULARES

a) Comparar entre tratamientos la respuesta a la superovulacion por el nimero de cuerpos
luteos totales, nimero de cuerpos liteos normales y nimero de cuerpos liteos en regresion
obtenidos.

b) Comparar entre tratamientos el total de estructuras recolectadas, nimero de embriones y
nimero de ovocitos.

¢) Comparar entre tratamientos el porcentaje de recuperacion: nimero de estructuras

recolectadas en relacion al nimero de cuerpos luiteos.



MATERIAL Y METODOS

Localizacion

El estudio fue realizado en el Centro de Ensefianza, Prictica e Investigacion en Produccion
y Salud Animal (CEPIPSA), de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia
perteneciente a la Universidad Nacional Auténoma de México (UNAM). El Centro se
localiza en el Km. 28.5 de la Carretera Federal a Cuernavaca, en Avenida Cruz Blanca No.
486, en la localidad de San Miguel Topilejo, Delegacion Tlalpan, C.P. 14500 México, D.F.
El Centro se encuentra a una altura de 2760 metros sobre el nivel del mar, el clima de la
region es c(w) b(ij) que corresponde a semifrio semihumedo con lluvias en verano y con
una precipitacion pluvial de 800 a 1200 milimetros anuales y una temperatura promedio de

19 °C.%

Animales

Para la realizacion del trabajo se utilizaron 16 borregas adultas de raza Suffolk con edades
de 4 a 6 afios y una condicion corporal entre 2.5 y 3, de acuerdo con una escala de 0 a 5,
que a su vez fueron divididas aleatoriamente en dos grupos de 8 ovejas cada uno (grupo
testigo TI y grupo tratado TII). Las borregas se manejaron en estabulacién asignando un
corral para cada tratamiento, siendo alimentadas con heno de avena, ensilado de maiz,

concentrado comercial, alfalfa achicalada y agua a libre acceso.



Tratamientos hormonales
En el TI (n=8) las hembras se sincronizaron con esponjas vaginales de 20 mg de FGA
(Chronogest, Intervet) durante 12 dias, y se superovularon con 180 mg de FSH (Folltropin-

V, Bioniche) en un esquema de administracion decreciente durante los ultimos 3 dias (ver

esquema 1).
Esquema 1

Dia 0 Dia 10 Dia 11 Dia 12

PM Il["::> PM PM PM
Actividad AM AM AM AM

Esponja FGA | Colocacion - - - Retiro

Administracion .Sml = 30mg 1.5ml =30mg .Oml = 20mg
FSH 2.0ml = 40% 1.5ml =30m 1.5ml =301

En el TII (n=8) las hembras se sincronizaron con esponjas vaginales de 20 mg de FGA
durante 12 dias, y fueron superovuladas con 180 mg de FSH totales, de los cuales 150 mg

fueron administrados subcutdneamente mediante tres microbombas osméticas (cada una con 50 mg)
(MODELO 1003D, ALZET), mds una inyeccién intramuscular de 30 mg el dia de su colocacién

(ver esquema 2).

Esquema 2
Dia 0 Dia 10 Dia 11 Dia 12
Actividad I
Esponja FGA | Colocacién l I l Retiro
Administracién AM3 $~5‘n111\7[
de FSH e
(0.09ml = 50 O O O O OO
mg, por . . .
microbomba)

Preparacion y carga de las microbombas osméticas. Para preparar la hormona, a cada

frasco con una pastilla de 400 mg de FSH liofilizada, se le agregd 0.72 ml del diluyente estéril, para



asi tener 50 mg por cada 0.09 ml de la solucion. Cada bomba de 90 ul (0.09 ml) fue
completamente cargada utilizando una jeringa de 1.0 ml, sin aguja, acoplada al tubo de
llenado. Primeramente se colocé la bomba en posicion vertical, con la abertura hacia arriba,
se introdujo el tubo de llenado hasta el fondo de la bomba, luego de forma lenta para evitar
la formacién de burbujas de aire dentro del depésito, se vertio la solucion hasta que estuvo
llena. Posteriormente se retird la jeringa con el tubo de llenado y se insertd el regulador de
flujo, alinedndolo con el borde superior de la microbomba.”’

Implante de las microbombas osméticas. Las microbombas fueron colocadas
subcutdneamente en la region de la axila, entre el tercero y cuarto espacio intercostal a nivel
de la articulacion escapulo-humeral, siguiendo las especificaciones de higiene y asepsia
requeridas para cualquier procedimiento quirirgico. Se eligio colocarlas en este sitio por
ser un lugar desprovisto de lana y de facil acceso. Las ovejas fueron inmovilizadas
mediante la inyeccién intramuscular de xilazina® a una dosis de 0.45 mg/kg de PV y
ketamina™ a una dosis de 1 mg/kg de PV. Posteriormente, fueron colocadas deciibito lateral
y se procedid a lavar, afeitar y desinfectar la zona. Después se aplic6 anestesia local
mediante la inyeccién de lidocafna’. A continuacién, se hizo una incisién de 1 cm de largo.
Posteriormente, con la ayuda de una sonda canalada se separé el tejido subcutdneo,
formando una bolsa en la cual se colocaron las bombas con el regulador de flujo orientado
hacia el dorso de la oveja. Finalmente, se suturo la incision y se procedid a la

administracién intramuscular de antibiético de amplio espectroﬁ. ’

*Xilacina. Procin® 2%. Pisa Agropecuaria. México
xKetamina. Anesket®. Pisa Agropecuaria. México
"Lidocaina; Servacaina, Intervet México

*Emicina LA® Pfizer. Salud Animal. México



Obtencion del Semen

Para la coleccion del semen se utiliz6 una vagina artificial, el semen se evalu6 en cuanto a
su volumen, motilidad y concentracidn, se le agregé diluyente suficiente para la obtencion

de pajillas con una concentracién de 100 x 10° espermatozoides en 0.25 ml.

Deteccion del estro e inseminacion artificial

La deteccién de estro se realizd con machos enteros cubiertos hasta que el 100% de las
borregas presentaron estro, iniciando 24 horas después de retirar la esponja vaginal, y se
repitié cada 6 horas. Las borregas que presentaron celo conductual fueron inseminadas
mediante el uso de la técnica de laparoscopia, alrededor de 12 horas después de detectarse
en celo conductual. Las borregas fueron dietadas previamente sin alimento ni agua 24 horas
antes, y se anestesiaron de forma disociativa mediante la aplicaciéon de xilacina” 0.45
mg/kg/PV) y ketamina™ (1.0 mg/kg/PV), posteriormente se hicieron 2 incisiones de 1 cm de
longitud a 5 cm anteriores a la ubre y a 6 cm de la linea media para introducir el trocar, el
laparoscopio y el aplicador. El semen fresco se deposité en la curvatura mayor del cuerno
uterino, aplicando una dosis de 0.25 ml en cada uno de los cuernos a una concentracién de
100 x 10° espermatozoides. Una vez finalizada la inseminacién se administré penicilina
durante 7 dias, y meglumina de flunixin " (2.2 mg/kg/PV) al terminar el procedimiento

quirdrgico.

*Xilacina. Procin® 2%. Pisa Agropecuaria. México
*Ketamina. Anesket®. Pisa Agropecuaria. México
“Penimox L.A. Bayer. México.

“Napzin. Pisa Agropecuaria S.A. de C.V. México



Recoleccion y evaluacion de embriones

La recoleccion de los embriones se llevé a cabo mediante laparotomia medio ventral el dia
7 posterior a la inseminacién.”® Para la recoleccién, las hembras se inmovilizaron mediante
la inyeccién intramuscular de xilacina® (0.45 mg/kg de PV) y la aplicacién endovenosa de

ketamina™ (2 mg/kg de PV). Para llevar a cabo la recoleccién se colocé a la borrega en una

camilla de cirugia en decubito dorsal y se lavd, afeitd y desinfectd la region abdominal. A
continuacion, se realiz6 una incisién de aproximadamente 4 cm de largo y 4 cm anterior a
la ubre sobre la linea media para entrar a la cavidad abdominal. Posteriormente la camilla
se inclind 45° para facilitar la visualizacion y exteriorizacion del ttero. Una vez
exteriorizados los cuernos uterinos y los ovarios, se determind la respuesta a la
superovulacion contando el nimero de cuerpos luteos y verificando su calidad, con el fin de
estimar el nimero de embriones a obtener. Aquellas hembras que presentaron 3 o menos
cuerpos liteos (CL) no se consideraron superovuladas.zg’69 La calidad de los CL se evalu6
con base en su tamafio y color, con lo que se establecio si eran normales o si se encontraban
en regresion prematura. Se consideraron normales a los que presentaron una coloracién rojo
brillante y que ademds sobresalian de la superficie del ovario, y en regresion prematura a
los CL que se observaron color rosa palido o blancos.”’ Cuando se estableci6 que la hembra
habia respondido a la superovulacion, los ovarios se regresaron a la cavidad y se procedio a
lavar cada uno de los cuernos del ttero por separado. Para realizar este procedimiento, se
efectud una puncion con un catéter intravenoso (14G x 5%2) en la base del cuerno uterino y
se introdujo una sonda Foley (calibre 10 Fr) ", A través de otro catéter intravenoso (18G x
1V4) insertado en la punta del cuerno uterino, se administraron 40 ml de medio de lavado

compuesto por PBS (solucién salina bufferada) y adicionado con un 4% de SFB (suero



fetal bovino) * el cual se colectd en un filtro concentrador.” Concluida la recoleccién de los
embriones, el dtero se regresd a la cavidad abdominal y se suturé la incisién.”! Las
microbombas osmoticas implantadas fueron retiradas al finalizar el procedimiento de
recoleccion de embriones. Finalmente se aplico Prostaglandina F2q" con una dosis de 0.125
mg /kg de PV y se administré antibidtico de amplio espectroﬁ. Los embriones recolectados
fueron conservados en una solucién de mantenimiento' y evaluados morfolégicamente en
un microscopio estereoscopico, clasificindose de acuerdo a su grado de desarrollo y

calidad.®°*" (Ver Cuadro 2 y Cuadro 3).

*Xilacina. Procin® 2%. Pisa Agropecuaria. México

xKetamina. Anesket®. Pisa Agropecuaria. México

“Sonda Foley Adex®. Sonda de litex estéril tipo Foley de 2 vias. Adex. México.
*Vigro Complete Flush Solution®. Solucién de lavado. AB Technology. USA.
TFiltro Em Con®. Concentrador de embriones irradiado. Inmunosystems Inc. USA.
'Vigro Holding Plus®. Medio de mantenimiento. AB Technology. USA.
SProsolvin. Prostaglandina F2 alpha. Intervet México

“Emicina LA® Pfizer. Salud Animal. México



Analisis estadistico.

Para comparar la superovulacion, las variables dependientes que se tomaron en cuenta
fueron: cuerpos liteos totales (CLT), cuerpos liteos normales (CLN) y cuerpos liteos en
regresion (CLR), asi como las estructuras recolectadas totales (ESTOT), embriones (EMB)
y ovocitos (OVO). Para las variables CLT, CLN y EMB se realiz6 una prueba de ANOVA
y para las variables CLR, OVO y ESTOT se realizé una prueba no paramétrica de
Kruskal-Wallis, debido a que, éstas variables, no presentaron distribucion normal de
probabilidades.

El porcentaje de recuperacion (% REC) fue cotejado mediante ANOVA. El anélisis

estadistico se realizé en la versién 8.2 de SAS/STAT.”>



RESULTADOS

Respuesta a la sincronizacion

Para comparar la respuesta a la sincronizacion, se realiz6 un andlisis de varianza (ANOVA)
para un disefio completamente al azar, contemplando el efecto del tratamiento como
variable independiente. Se consideraron como variables dependientes la proporcion de
ovejas que manifestaron estro conductual (% ESTRO) y el tiempo de presentacion del estro
(HRS PRES).

En la respuesta a la sincronizacion, el porcentaje de hembras que manifestaron estro
conductual y en cuanto al tiempo de presentacion del mismo, no se reportaron diferencias
significativas (P>0.05), ya que la utilizacion del progestdgeno (FGA) por 12 dias, no alter6
la presentacion de celo, puesto que el 100% de las borregas de cada tratamiento
experimental, presentaron estro conductual dentro de las 24 a 36 horas posteriores al retiro

del progestageno, que es el tiempo habitual de su presentaci(’)n.29 (Cuadro 4).

Cuadro 4.
RESPUESTA DE BORREGAS DOME’STICAS CON UN MISMO ESQUEMA
DE SINCRONIZACION CON FGA (20 mg)

Tratamiento % ESTRO HRS PRES*
I 8/8=100 30+ 8.48
I 8/8=100 24+0

% ESTRO= Porcentaje de ovejas que presentaron estro conductual;
HRS PRES= Tiempo de presentacién de estro conductual.
*Promedio £ e e.

No se encontraron diferencias significativas (P<0.05)



La respuesta a la superovulacion se presenta en el cuadro 5. Estadisticamente no se

encontraron diferencias significativas entre grupos (P>0.05).

Cuadro 5. )
RESPUESTA A LA SUPEROVULACION

Grupo CLT CLN CLR ESTOT EMB OVO

TI (n=8) 14.75£2.10 12.63£2.60 2.13x1.46 8.88+1.83 6.63+2.01 2.25+1.01

TII (n=Y) 10.13+1.46 10.13+1.46 0.00 4.88+1.36 4.88+1.36 0.00

Variables: CLT, Cuerpos liteos totales; CLN, Cuerpos liteos normales; CLR, Cuerpos liteos en regresion;
ESTOT, Estructuras recolectadas totales; EMB, Embriones; OVO, Ovocitos.
No se encontraron diferencias significativas en los valores de las variables estudiadas (P>0.05).

En el porcentaje de recuperacion (proporcion de estructuras totales recolectadas con
respecto al numero de cuerpos liteos totales observados) se presenta en el cuadro 6. Se

encontraron diferencias significativas entre tratamientos. (P<0.05).

Cuadro 6. )
PORCENTAJE DE RECUPERACION DE EMBRIONES

Tratamiento CLT ESTOT % REC
1 108 71 6574 ?
II 81 39 48.15 °

CLT= Cuerpos liiteos totales; ESTOT= Estructuras recolectadas totales; % REC= Porcentaje de
recuperacion.
a,b, para una determinada variable, literales diferentes indican diferencias significativas (P<0.05)



DISCUSION

En cualquier especie animal, doméstica o silvestre, cuando se aplica un tratamiento de
superovulacion, el nimero de embriones recolectados se considera como el més importante
de los resultados, ya que con ello se puede determinar la efectividad del tratamiento. Se
busca que la respuesta ovdrica al tratamiento se manifieste con un elevado nimero de
cuerpos liteos totales, una moderada cantidad de cuerpos liteos en regresion y un
considerable nimero de embriones recuperados.

Uno de los principales problemas en la superovulacion es la presencia de cuerpos liteos en
regresion al momento de la coleccién embrionaria, los cuales ocasionan una disminucién en
el nimero de embriones que se recolectan. En este trabajo se observaron cuerpos liteos en
regresion en 3 borregas del Tratamiento I cuyas ovejas fueron superovuladas con 180 mg
de FSH utilizando el protocolo rutinario mediante la aplicacién parenteral cada 12 horas
durante 3 dias.

Diversos autores como Torres et al. (1984),77 Scudamore et al. (1993)29 y Cueto et al.
(2004),78 han realizado investigaciones sobre tratamientos habituales de superovulacion con
FSH en ovejas domésticas de diferentes razas, y han obtenido un promedio de embriones
recolectados de 6.1, 4.1 y 5.3, respectivamente, lo obtenido por Mejia et al. (2000)5 %en un
esquema convencional mediante la utilizacién de esponjas intravaginales de FGA y la
aplicacion de FSH de manera decreciente para la superovulacion, se obtuvo un promedio de
embriones recolectados de 7.66, a pesar de ello, lo obtenido en este trabajo fue de 6.63, lo
cual nos indica que el resultado es similar.

En lo referente al promedio de embriones obtenidos en este trabajo, en el TI fue mayor en

relacion al TII, aunque no se encontraron diferencias estadisticamente significativas. Al



haberse empleado en ambos tratamientos FGA durante 12 dias, se puede considerar que
existid una menor respuesta a la superovulacién con las microbombas osmoéticas. Sin
embargo, el uso de las microbombas, también resulta en la recuperacion de un nimero
aceptable de embriones al ser una metodologia que requiere menos manejo de los animales
(en comparacién con la superovulacion tradicional), gracias a que se disminuye el nimero
de veces en las que hay que someter fisicamente al animal para dosificar la FSH y a su vez
también se reduce el estrés originado por el constante manejo, lo que en un animal silvestre
debe contemplarse como prioridad.

Pérez (2007)" al sincronizar borregas domésticas mediante el uso de esponjas vaginales
con 40 mg de FGA por 16 dias y la aplicacion intramuscular de 200 UI de eCG al momento
de retirar la esponja y superovular utilizando una dosis total de 200 mg de FSH
administrando 150 mg por medio de 3 microbombas osmdéticas (50 mg c/u) implantadas
los 3 ultimos dias mds 50 mg dividido en 30 mg y 20 mg mediante su aplicacion
intramuscular los dias 14 y 16 respectivamente, encontré como resultado la obtencion de un
promedio de 5.2 embriones, y en el presente trabajo se obtuvo un promedio de 4.88.
Respecto al porcentaje de recuperacion en el presente trabajo, en TII mediante el uso de
microbombas osmoticas, se obtuvo un resultado de 48.15%, mientras que lo informado por
Pérez (2007)” fue de 53.06% y al comparar ambos estudios podemos considerar los

resultados como favorables.



CONCLUSIONES
Tanto la superovulacién con microbombas osméticas como la inseminacion intrauterina
permiten la obtencién de embriones en ovejas domésticas y esta metodologia, podria

contemplarse para obtener embriones en borregas Cimarrdn.
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