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Resumen

Este estudio determina el efecto de un tratamiento
de superovulacién y transferencia de embriones,
realizado en ovejas Poll Dorset (n=16) enlos meses de
septiembre-octubre, en la Hacienda Zuleta y Anexas
S.A. situada a una altitud de 2885 msnm. En el dia
0 se colocé una esponja intravaginal Chronogest®
CR durante 9 dias, en el dia 7 se administré en
el Tratamiento I (1000 UI eCG Folligon®) y el
Tratamiento II (1500 UI de eCG Folligon®), el dia 9
se administré un analogo de la prostaglandina F2a
(Lutalyse® 10mg) conjuntamente con el retiro de la
esponja, y al momento del celo se aplicéd un analogo
de GnRH (Conceptal® 8pg), se realizé lainseminacién
artificial cervical 48 horas post retiro de esponja
intravaginal. La recuperacién embrionaria se realizé
6 dias posteriores por laparotomia. El numero
de cuerpos luteos obtenidos en el tratamiento I
(5,40+3,02) tratamiento II (9,80+5,20). Se demostré
que (P<0,05) si existe una diferencia significativa
en la respuesta superovulatoria entre tratamientos.
El nimero de embriones obtenidos tratamiento
[ (0,63+1,41), tratamiento II (2,13%+2,30) donde
(P>0,05) no hubo diferencia significativa entre los
tratamientos. Se concluyé que el Tratamiento II,
mostré una mejor respuesta a la superovulacion
frente al Tratamiento I. Sin embargo, para la
recoleccién de embriones los dos tratamientos no
presentan ninguna diferencia.
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“PROTOCOLS OF SUPEROVULATION USING
DIFFERENT DOSES OF EQUINE CHORIONIC
GONADOTROPIN (eCG) IN THE SHEEP EMBRYOS
PRODUCTION"

Abstract

The effect of a superovulation and embryo transfer
treatment on Dorset Poll sheep (n = 16) in the
months of September-October, at Hacienda Zuleta
and Anexas S.A. At an altitude of 2885 meters above
sea level. On day 0 an intravaginal Chronogest®
CR sponge was placed for 9 days, on day 7 was
administered in Treatment 1 (1000 IU Folligon®
eCG) and Treatment II (1500 IU of Folligon® eCG)
a prostaglandin F2a (Lutalyse® 10mg) analogue
was administered on day 9 in conjunction with the
removal of the sponge, and at the time of estrus a
GnRH analogue (Conceptal® 8ug) was administered,
the artificial insemination was performed at 48
hours post removal of intravaginal sponge. Embryo
recovery was performed 6 days later by laparotomy.
The number of corporalutea obtained in treatment
I (540 = 3,02) treatment II (9,80 % 5,20). It was
demonstrated that (P <0,05) if there is a significant
difference in superovulatory response between
treatments. The number of embryos obtained
treatment 1 (0,63 + 1,41), treatment II (2,13 +
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2,30) where (P> 0,05) there was no significant
difference between treatments. It was concluded
that Treatment II, showed a better response to
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superovulation than Treatment I. However, for the
collection of embryos the two treatments do not
present any difference.

Keywords: artificial insemination, corpora luteq,
embryo quality, multiple ovulation, synchronization.

I. INTRODUCCION

El progreso genético ovino ha sido limitado
debido al manejo bajo sistemas de reproducciéon
tradicionales, siendo un factor limitante para
acelerar dicho progreso, tomando en cuenta que
bajo condiciones de manejo tradicionales el nimero
de corderos durante la vida productiva de una oveja
es de 6 a 8. La sincronizacidon de celos, estimulacion
hormonal y la transferencia de embriones permiten
incrementar el potencial reproductivo de las ovejas
especialmente las de alto valor genético logrando
aprovechar la reserva de ovocitos que se encuentran
en el ovario, dando como resultado un mayor
numero de corderos por hembra en un menor
periodo de tiempo. [1] Por tanto, el estudio del
control del ciclo estral en las ovejas y la respuesta
ovulatoria, al ser un sistema controlado por las
hormonas ha generado una constante investigacion,
creando un mejor entendimiento de los mecanismos
de accion fisiolégicos en busca de estrategias que
puedan mejorar los resultados y eficiencia de los
tratamientos con hormonas exégenas, incluyendo
tratamientos como: sincronizacion de celos,
inseminacion artificial (IA), ovulacién multiple y
transferencia de embriones (MOET), aumentando as{
el niimero de embriones recuperados y reduciendo
la mortalidad embrionaria. [2]

Implementar la transferencia de embriones (TE)
permite disminuir el intervalo entre generaciones
y aumenta la tasa reproductiva de las hembras en
forma similar al rol de la inseminaciéon artificial
en los machos, [3] tomando en cuenta que la
importacion de un animal con alto valor genético
puede ser un proceso largo y costoso; la transferencia
de embriones es mas sencilla, con la ventaja de
obtener animales de alto valor genético, con un
adecuado manejo sanitario, evitando la transmision
de enfermedades facilitando el transporte del
material genético a través de grandes distancias, [4]
ademas, permitird crear programas de produccion
mas eficientes y con alta rentabilidad, utilizando

una menor inversion inicial, y, en los programas de
produccidén existentes permitira mejorar la genética
a un menor costo. [1]

Dentro de los protocolos (MOET), el uso de
gonadotropina coridénica equina (eCG) presenta
ventajas al ser un tratamiento econdmico, se
administra en una sola dosis lo que evita el manejo
excesivo que resulta ser un factor estresante para
los animales criados en sistema de produccion
extensivo y dicho estrés resulta ser perjudicial para
el rendimiento reproductivo. [5]

A pesar de diversos trabajos de investigaciéon
realizados por afos en los que se trata de
predecir la respuesta ovulatoria, se han logrado
resultados variables, debido a multiples factores
que intervienen en dicha respuesta, lo que sigue
representando el factor limitante en este tipo de
biotecnologia reproductiva. [6] Esta idea coincide
con otros autores que mencionan que existen otros
factores que pueden afectar la respuesta ovulatoria,
tales como: hormonales, ambientales, e intrinsecos
de cada animal y del estado funcional del ovario.
[7] En el Ecuador la inexistencia de programas de
mejoramiento genético ovino, asi como la escasa
investigacion en el drea mencionada ha llevado a
una ineficiencia reproductiva de las producciones
ovinas en el pafs. Por ello esta investigacion tiene por
objetivo comparar dos protocolos de superovulacion
utilizando diferentes dosis de gonadotropina
coridnica equina (eCG) en la producciéon de
embriones donde se evaluara el efecto de las dosis
de eCG mediante el conteo de cuerpos ldteos, y se
determinard el nimero de embriones recuperados.

II. METODOLOGIA

2.1. Animalesy su entorno

El estudio se realiz6 en 16 ovejas de la Hacienda
Zuleta y Anexas S.A, ubicada en la provincia de
Imbabura, Cantén Ibarra, Parroquia Angochagua,
a una altitud de 2589 msnm [8] entre los meses de
septiembre y octubre del 2016. Las caracteristicas de
inclusion de las ovejas en estudio fueron: tener edad
de 2-4 afios, condicién corporal entre 3-3,5 y con
un peso entre 65-75 kg, no gestantes, alimentadas
al pastoreo y con suplementacién de concentrado
y sales minerales. Los animales experimentales se
encontraron bajo las mismas condiciones sanitarias
y nutricionales de manejo.
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2.2. Tratamientos

Se sincroniz6 las ovejas aplicando esponjas
intravaginales impregnadas de Progesterona
sintética (Chronogest® CR), durante 9 dias,
acompafada de 1ml de selenio (Seleben E®) via
intramuscular; la superovulaciéon se estimul6
administrando eCG (Folligon®) en el tratamiento I
a una dosis de 1000 UI de eCG (Folligon®), y para
el tratamiento II a una dosis de 1500 Ul de eCG
(Folligon®), via intramuscular 48 horas antes de
retirar la esponja. [9] Se retiré la esponja el dia
9 acompafiado de la aplicaciéon intramuscular de
un analogo de la prostaglandina F2a (Lutalyse®
10mg). [10,11] Se detectd estro 24 horas después de
retirada la esponja, y se aplicé un andlogo de GnRH
(Conceptal® 8ug) a las hembras que se mostraron
receptivas al macho en la deteccion. [12] Las ovejas,
recibieron inseminacion artificial cervical 24 horas
después de detectado el estro a una dosis de 0,20 ml
de semen fresco con un aproximado de 100 millones
de espermatozoides. [13]

2.3. Respuesta ovulatoria y recuperacion de
embriones

Las ovejas fueron pre-anestesiadas con Xilazina 2%,
auna dosis de 0,2mg/kg por via IM, anestesiadas con
Ketamina 5%, usando una dosis de 0,2mg/kg por via
[V, ademas se aplic6 lidocaina al 2% como anestésico
local, colocado en la cara ventral del abdomen, a 6
cm por delante de la ubre. Los embriones fueron
recuperados mediante laparotomia ventral media.
[14]

Los ovarios fueron exteriorizados y contabilizados
los cuerpos luteos, se perfor6 el cuerno uterino
para insertar la sonda Folley en la luz uterina,
a través de esta sonda se inyect6 20-25 ml del
medio (Bio-LifeTM Advantage Embryo collection
medium), creando una corriente de arrastre, [15]
lo que permitié recuperar el medio y colocarlo en
un filtro para embriones (Emcon). [2] Finalmente
fue administrado un antibiético de amplio espectro,
larga accion (Shotapen® LA) por via IM, y un analogo
de la prostaglandina F2a (Estrumate®). [16]

El contenido recuperado en el filtro fue vertido
sobre una caja Petri cuadriculada para busqueda de
embriones, usando un estereomicroscopio con un
aumento de 10X, una vez localizados los embriones
fueron colocados en una caja Petri con medio de
mantenimiento Holding (Syngro® Holding Media).

Su clasificacién se realizé con un lente de aumento
40X y de acuerdo a los estandares establecidos
por la Sociedad Internacional de Transferencia
Embrionaria (IETS). [2,17]

2.4. Valoracion de la calidad embrionaria
Clasificacion elaborada porla Sociedad Internacional
de Transferencia Embrionaria (IETS). Tomado de
[1].

Calidad 1 (Excelente). Embrion ideal, esférico,
simétrico, con células de: tamafio, color y textura
uniforme. Desarrollo embrionario correspondiente
al dia de recoleccidn. No existen defectos visibles, los
blastémeros y la zona pelticida esta intactas.
Calidad 2 (Bueno). Posee imperfecciones
triviales, el embridén tiene pocos blastémeros
desprendidos de la masa celular y/o posee una
pequefia cantidad de vesiculas. Su forma puede ser
ligeramente irregular.

Calidad 3 (Regular). El embrion posee defectos
definidos: detritus celulares, forma irregular, color
muy oscuro o muy claro y/o ligero agrietamiento
de la zona peltucida. Pocas células degeneradas,
vesiculas y presencia de blastomeros desprendidos.
Calidad 4 (Malo). El embriéon posee severos
defectos: correspondientes a la calidad 3 mas un
desarrollo retardado, seria ruptura de la zona
peltcida (el embrion puede estar parcialmente fuera
de la misma), forma muy asimétrica, tendencia a la
desintegraciéon con granulaciéon y vacuolizacion de
los blastémeros. Incluye a los estados hasta 8 células
y la degeneracion. Esta categoria de embriones no es
transferible.

2.5. Analisis estadistico

El nimero de cuerpos ltiteos observados y el nimero
de embriones obtenidos (variables dependientes),
fueron evaluados estadisticamente mediante analisis
de varianza simple. Los datos originales tuvieron una
transformacidn logaritmica para su andlisis, con el
PROGRAMA STATGRAPHICS Centurion XVI version
16.1.18 (32bits).

I1I. RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados para la respuesta estral y
superovulatoria se presentan enla Tabla 1. EInimero
de ovejas que presentaron celo fue del 100% en los
dos grupos. Estos resultados son superiores
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a los encontrados en un estudio previo [9] donde
con un tratamiento de 1200UIl y 1600UI de eCG se
encontraron el 83,3% y 100% respectivamente,
posiblemente debido a la época reproductiva y la
buena condicién de los animales en que se realizé la

superovulatorio en ovejas, disminuyendo el nimero
de ovulaciones, viabilidad y la recuperacion
embrionaria, asociando la presencia de un foliculo
dominante con disminucién en la tasa de ovulacién
y recuperacion embrionaria. [18,19]

investigacion.

Tabla 1. Respuesta al tratamiento suoperovulatorio utilizando eCG.

Tratamiento I Tratamiento II Valor-P
Numero de ovejas tratados 8 8
Hembras que presentaron celo 8/8(100%) 8/8 (100%) NS
Hembras superovuladas 7/8 (87,5%) 8/8 (100%) NS
Numero de cuerpos luteos observados 5,40+3,02 9,8+5,20 p<0,05
Embriones viables por oveja 0,63+1,41 2,13+2,30 NS

NS: p>0,05

La respuesta superovulatoria determinada por
el nimero de cuerpos luteos (CL) (Tabla 1) fue
alta y se registraron diferencias entre los grupos.
En el tratamiento I, el 87,5% de los animales
respondi6 con un promedio 5,40 +3,02 CL y en el
tratamiento II respondi6 el 100% de los animales
con un promedio 9,8+5,20 CL, encontrandose una
diferencia estadisticamente significativa (p >0,05)
entre el promedio de CL del tratamiento [ y II. Estos
resultados son similares a los encontrados en un
estudio [9] donde con un tratamiento de 1200Ul y
1600UI de eCG se encontré el 100% de respuesta
en los dos tratamientos, y obtuvieron 6,2+0,8 CL
y 11,0£3,0 CL respectivamente, encontrando una
diferencia estadisticamente significativa (p >0,05)
entre los tratamientos. Coincidiendo también estos
resultados con un reporte [12] donde obtuvieron
7,33%£0,54 cuerpos ldateos utilizando una dosis de
1200 UI de eCG.

Existe una relaciéon directa, cuando mayor es el
numero de foliculos después de la primera inyeccion
utilizando pFSH (hormona foliculo estimulante
de origen porcino), mayor es el nimero de CL y
embriones viables después de la superovulacion. [7]
Puesto que a pesar de la existencia de los receptores
de gonadotropina s6lo una parte de foliculos podria
utilizar FSH exdgena para el crecimiento que
culminara en la ovulaciéon y posterior formacion del
CL, varios autores mencionan que la dominancia
folicular tiene un efecto perjudicial sobre el resultado

El promedio de embriones viables (IETS), [2,17]
que se obtuvieron (Tabla 1) en el tratamiento I
fue 0,63%£1,41 por donadora y en el tratamiento
II el nimero de embriones viables fue 2,13+2,3.
(p >0,05) lo que indica que no hay diferencia
estadisticamente significativa entre los embriones
viables. Dichos resultados son similares a un
estudio con similares condiciones donde con dosis
de 1200 UI de eCG y 1600 Ul de eCG obtuvieron
un promedio de 1,0x0,5 embriones viables en
ambos tratamientos sin encontrar una diferencia
estadisticamente significativa). [10] El resultado de
0,63+1,41 embriones recuperados por donadora,
difiere de lo reportado por Azawi et al,, (2011) en
cuyo estudio se recuperaron 4,32+0,56 embriones a
una dosis de 1200UI de eCG, pudiendo deberse esta
diferencia a los factores end6genos y exdgenos antes
mencionados.

Los estudios anteriores demostraron que una dosis
alta de eCG puede causar el desarrollo de foliculos
anovulatorios, probablemente debido a la larga
vida media de esta hormona. Dichos foliculos con
una alta produccién hormonal podrian causar
elevadas concentraciones de estradiol, afectando
el medio uterino interfiriendo con el transporte y
viabilidad de los dvulos al momento de la captura
por las fimbrias y espermatozoides a través del
tracto genital femenino afectando la recuperaciéon
de embriones. [5,9,16 ]
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Existen estudios que mencionan otro factor capaz
de interferir en la recuperacién embrionaria y
es una aparicién temprana del estro con picos
preovulatorios de LH circulante generando una
mayor tasa de ovulacién, [19] a pesar de ello,
disminuyé significativamente la tasa de recuperacion
embrionaria, anulando el beneficio por nimero de
ovulaciones en ovejas.

Estudios que comparan tratamientos
superovulatorios utilizando pFSH y eCG, coinciden
que la pFSH produjo mayor nimero de embriones
viables y mejor desarrollados, en comparaciéon con
la eCG. Posiblemente esto se debe a que la pFSH,
al ser una glucoproteina natural, es metabolizada
eficientemente. [9,21]

Un punto critico en la produccién de embriones
ovinos es la variabilidad en la respuesta ovulatoria,
generando una falta de consistencia en cuanto
a resultados de varios estudios. Por lo que
serfa necesario ampliar la orientacion de las
investigaciones, considerando no solo los factores
exdgenos como lo son: protocolos de superovulacidn,
origen y pureza de las hormonas utilizadas, sino
enfocarse también en la evaluacién de aspectos
relacionados con factores endégenos de cada animal
como lo son: genética, estado nutricional, numero de
foliculos en la onda folicular, concentraciones séricas
de hormonas ovaricas (inhibina A, estrégeno, FSH y
LH end6gena), y tomar en cuenta también presencia
y ndmero de estructuras ovaricas (foliculos y CL),
incluso seria factible considerar el flujo sanguineo
en el tracto reproductivo. [21,18]

Dichos factores antes mencionados en conjunto
van a inferir y modificar la respuesta ovulatoria
y la recuperacién embrionaria, para lo cual seria
necesario realizar amplias investigaciones que
permitan evaluar la relacién que existe entre varios
aspectos como perfiles hormonales, evaluacién
ecografica de caracteristicas y cambios en los
ovarios de los animales evaluados, antes y durante
la sincronizacion, también durante el tratamiento
superovulatorio hasta la recuperaciéon embrionaria,
que podrian tomarse en cuenta para futuros estudios.

IV. CONCLUSIONES

El tratamiento II (1500 Ul de eCG Folligon®) mostro
una mejor respuesta a la superovulacion, frente al
tratamiento [ (1000 Ul de eCG Folligon®) y produjo
5,40+3,02 CL en las ovejas tratadas, ademas el
tratamiento Il mostré mayor nimero de embriones
viables 2,13+2,30, frente a 0,63+1,41 embriones
recuperados del tratamiento I. Este estudio
demostroé que es posible implementar programas de
transferencia de embriones bajo sistemas de crianza
extensiva sobre los 2,500 m.s.n.m., permitiéndonos
aprovechar este potencial genético de animales que
ya poseen adaptacién al medio ambiente.
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