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Resumen

El presente estudio tuvo como objetivo valorar un protocolo de superovulacién con la finalidad
de crear un banco de embriones para el mejoramiento genético del hato ovino existente en la
granja experimental “Nero”. Para cumplir con este objetivo, se utilizaron 10 ovejas hembra de
raza corriedale y katahdin y 2 machos reproductores de la raza dorper y katahdin; los
animales tuvieron una condicién corporal de 3 + 0,5; una edad promedio de 3,5 + 1 afios; y
un peso promedio de 60 + 10 kg. El protocolo de superovulacién empleado fue: dia 0
aplicacion de esponjas intravaginales con 200 mg de acetato de medroxiprogesterona (AMP);
dia 4 recambio de esponja; dias 8 al 11 administracion de FSH en dosis decreciente,
equivalente a un total de 200 mg; dia 10 se removi6é la esponja y se aplico 25 mg de
prostaglandina F2 alfa; dia 12 apareamiento con 3 montas/dia cada 6 h. A los 6 dias de la
Gltima monta se realiz6 un lavado retrégrado mediante laparotomia exploratoria de los
cuernos uterinos. Como resultado, el 50 % (5/10) de las ovejas respondieron al protocolo de
superovulacion recuperando las siguientes estructuras: morulas= 31, blastocistos= 7,
ovocitos no fecundados= 3. Asimismo, se registré un total 71 CL (9,91 + 2,04 mm) y 9 foliculos
(3,88 £ 0,33 mm). También existi6 una correlacién positiva (r=0,413, P <=0,0001) entre
tamafio de cuerpo luteo y calidad de embriones. En conclusion, la respuesta del protocolo de

superovulacion permitié obtener un total de 37 embriones congelables y transferibles.

Palabras clave: superovulacion, ovinos, monta natural, embriones, material genético
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Abstract

The objective of this study was to evaluate a superovulation protocol with the purpose of
creating an embryo bank for the genetic improvement of the existing sheep flock at the “Nero”
experimental farm. To meet this objective, 10 female sheep of the corriedale and katahdin
breed and 2 male breeders of the dorper and katahdin breeds were used; the animals had a
body condition of 3 + 0,5; an average age of 3,5 + 1 years; and an average weight of 60 + 10
kg. The superovulation protocol employed was: day 0 intravaginal sponge application with 200
mg of medroxyprogesterone acetate (MAP), day 4 sponge replacement; days 8 to 11
administration of FSH in decreasing doses, equivalent to a total of 200 mg; day 10 the sponge
was removed and 25 mg prostaglandin F2 alpha was applied; day 12 mating with 3 mating/day
every 6 h. At 6 days after 6 days the last mating, retrograde lavage by exploratory laparotomy
of the uterine horns was performed. As a result, 50 % (5/10) of the ewes responded to the
superovulation protocol recovering the following structures: morulae= 31, blastocysts= 7,
unfertilized oocytes= 3. A total of 71 CL (9.91 £ 2.04 mm) and 9 follicles (3.88 + 0.33 mm)
were recorded. There was also a positive correlation (r=0.413, P <=0.0001) between corpus
luteum size and embryo quality. In conclusion, the response of the superovulation protocol

allowed obtaining a total of 37 freezable and transferable embryos.

Keywords: superovulation, sheep, natural riding, embryos, genetic material
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Glosario

SOV: superovulacion

IA: inseminacion artificial

TE: transferencia de embriones

INEC: Instituto Nacional de Estadisticas y Censos

FAO: Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y Alimentacion

”, &

IETS: “Internacional Embryo Transfer Society”; “Sociedad Internacional de Transferencia

Embrionaria

mm: milimetro

mg: miligramo

ng: nanogramo

pm: micrémetro

Mg: microgramo

kg: kilogramo

cm: centimetro

°C: grados centigrados

M: molar

Mcal: mega calorias

PGF2a: prostaglandina F- alfa
GnRH: hormona liberadora de gonadotropinas
LH: hormona luteinizante

FSH: hormona foliculo estimulante
CL: cuerpo lateo

P4: progesterona

11

Jenny Alejandra Agudo Benavides — Jessica Maribel Tepan Rumipulla



UCUENCA

CIDR: dispositivo intravaginal

eCG: gonadotropina coridnica equina
FGA: acetato de fluorogestona

MAP: acetato de medroxiprogesterona
EG: etilenglicol

PBS: buffer fosfato salino

N2: nitrogeno liquido

EC: embriones congelables

h: horas

Ul: unidades internacionales

IM: intramuscular

UFOs: ovocitos no fecundados

m. S. n. m.: metros sobre el nivel del mar
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Introduccion

La poblacion ovina en el Ecuador ha disminuido drasticamente en los Gltimos 5 afios, segun
el ultimo censo realizado en el afio 2020 se contabilizaron 496.535 ovinos distribuidos en las
diferentes regiones (costa, sierra y amazonia), en comparacion con el afio 2014 en donde se
contabilizd 619.000 ovinos (INEC, 2020). Esta disminucién se atribuye especialmente a
cambios paulatinos de los objetivos de la produccién de una especie doméstica a otra

principalmente por la rentabilidad econémica (Rubianes & Ungerfeld, 2002).

Segun, Pazmifio & Rubio (2012), mencionan que los ovinos son una de las especiesde menor
transcendencia econémica en nuestro pais y son considerados comoanimales criollos cuyas
caracteristicas productivas son bajas, no obstante tienen un alto grado de rusticidad con
respecto a un animal de alto valor genético, sumando a esto la falta de apoyo gubernamental
ha provocado la falta de interés de los productores de aplicar algin programa de mejora

genética como la introduccion de una nueva raza (materna o paterna).

La superovulaciéon (SOV) y transferencia de embriones (TE) son biotecnologias reproductivas
gue se aplican en el ganado bovino a gran escala, donde las técnicas pueden ser costeadas
debido a la productividad (lechera o carnica). Es por esta razén que la especie bovina ya tiene
un progreso genético. Sin embargo, en la produccién de ovinos y caprinos, la implementacion
de estas biotecnologias reproductivas es escasa o casi nula, y quizas lo Unico estandarizado
es la inseminacion artificial (IA) consiguiendo un progreso genético a largo plazo (Maciel et
al., 2017).

También hay que tener en cuenta la anatomia de la especie ovina (cérvix) que es diferente a
la de los otros animales domésticos (Marizancén Silva &Artunduaga Pimentel, 2017). Existen
factores ligados al animal y a la biotecnologia, que ocasionan respuestas variables entre
animales de la misma explotacion siendo estos: raza, edad, nutricién,estado reproductivo,
estacion del afio, fuente y protocolos de administracion de gonadotrofinas (Gonzalez-Bulnes
et al., 2004).

En nuestro pais se aplican diferentes biotecnologias reproductivas en el ganado ovino. Sin
embargo, no se ha dado la difusion suficiente al pequefio, mediano y gran productor debido a
la falta de conocimiento de estas, el costo de hormonas y la dificultad para acceder a la
biotecnologia, lo que ha limitado el progreso genético en los ovinos (Ortega, 2020; Penna et
al., 2014).

Con el uso de la IA, sincronizacion de celo, superovulacion y criopreservacion de embriones

producidos in vivo, se busca intensificar el mejoramiento genético y la multiplicacién de razas
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e individuos de alto valor productivo, tomando como referencia este aspecto podemos decir
gue de un ovino en su etapa productiva se obtienen hasta 8 descendientes y con la
superovulacién se puede obtener una cifra superior en un menor tiempo (Gibbons & Cueto,
2013), mediante un mayor nimero de foliculos, ovulacién y por ende de embriones,
obteniendo una mayor tasa de natalidad en el rebafio ovino en toda su vida productiva
(Correa, 2021).

La SOV y TE mejoran la tasa reproductiva de las hembras (FAO, 2013), controlandola época
de paricién y aumentando la supervivencia de las crias (Aisen, 2004). La comercializacién de
embriones es el mejor método para distribuir genes 100 % deseados (Simonetti, 2008).
Ademds, permite reducir la consanguinidad, el riesgo de transmision de enfermedades,
malformaciones y la eliminacién de genes no deseados (Cérdova lzquierdo et al., 2008). Por
lo anterior expuesto, la aplicacion de protocolos de sincronizacion y la superovulacion (SOV)
permitira la creacion de un banco de embriones para reactivar y potenciar la ganaderia ovina
con el fin zootécnico de obtener productos de alta calidad y valor (corderos, lana, carne, leche
y derivados) aprovechando las caracteristicas productivas como: diversidad racial,
precocidad sexual, habilidad materna, adaptabilidad y productividad, primero en la granja
experimental “Nero” y quizas en un futuro este material almacenado (embriones) pueda ser
difundido hacia los pequefios y medianos productores considerados como prioritarios en el

Pais.
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Objetivos
Objetivo general

Valorar un protocolo de superovulacion, con el fin de crear un banco de embriones para el

mejoramiento genético del hato ovino de la granja experimental de Nero.

Objetivos especificos
e Evaluar la respuesta a un protocolo de superovulacion establecido, a través de la
produccién de embriones transferibles y congelables en la especie ovina.
e Crear un banco de material biolégico (embriones) para favorecer la preservacion

y la diversidad genética.
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Revision de la literatura

2.1. Razas ovinas

2.1.1. Raza corriedale

Desarrollada en Nueva Zelanda mediante el cruce de la raza Lincoln, Leicester y Merino. Es
una raza de doble propdésito (lana y carne), caracterizada por ser de tamafio mediano a
grande con una buena calidad de carcasa, con una facil adaptacion a condiciones de crianza
extensivas 0 semiextensivas (Garcia Guillermo, 2000). Estos ovinos sobresalen por su buen
desarrollo corporal, rusticidad y de resistencia a condiciones climaticas extremas. Se define
por la finura de su lana de 26,31 micrones de didmetro y con un peso de vellon de 4 a 6 kg.
Sus indicadores reproductivos sobresalen por tener una buena fertilidad y por producir mayor
cantidad de corderos. El peso adulto de un macho fluctia de 80 a 130 kg, el peso de las
hembras de 60 a 80 kg, el peso al nacimiento es de 5 kg y el peso al destete de 28,8 kg
(Mujica, 2005).

2.1.2. Raza katahdin

Esta raza se caracteristica por ser de tamafio mediano, resistentes y de facil adaptabilidad
medioambiental desarrollando asi en climas frios una capa de pelo gruesa, son tolerantes al
calory a la humedad. Las hembras tienen una habilidad maternal excepcional, en condiciones
Optimas se aparean desde los 6 meses de edad, presentan un 45 % de partos simples, un
42,5 % de partos dobles y un 12,5% de partos triples. Altamente prolificos y precoces teniendo
como promedio 1,8 partos por afio. Las hembras adultas pesan de 60 a 70 kg, el macho de
80 a 115 kg, al nacimiento 4,3 kg y la circunferencia escrotal del macho es de 33,89 cm (Lucio
et al., 2018).

2.1.3. Raza dorper

Esta raza es originaria de Sudafrica resultado del cruce de la raza Dorset horn con la raza
persa de cabeza negra, posee una excelente velocidad de crecimiento, conformacién y
rendimiento de canal, de facil adaptacion a distintas condiciones ambientales y una facilidad
de madurez a una edad temprana. Es una raza de pelo con un alto grado de rusticidad y que
demuestra gran facilidad de transformar el forraje a carne. Las hembras tienen una alta vida
productiva, buena habilidad materna, facilidad de parto, muy prolifica reportando 1,5 crias por
parto y las hembras entran en celo en cualquier época. Los machos adultos alcanzan un peso
de 110 a 136 kg y las hembras de 90 a 102 kg (Verdoljak, 2017).
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2.2. Aspectos reproductivos
En la hembra ovina la duracion de la estacion sexual varia con la duracion del dia, raza y
nutricién. La fertilidad y prolificidad en los ovinos asciende con la edad, su maxima expresion

esta entre los tres a seis afos, luego comienza su descenso de forma gradual.

2.2.1. Fisiologia ovérica

2.2.1.1. Ciclo estral de la oveja

El ciclo estral es un conjunto de procesos anatdmicos, hormonales y de comportamiento que
se repite sucesivamente (Gordon, 2017), la dinAmica hormonal estd regulada por el
hipotalamo (mediante la secrecién de la hormona liberadora de gonadotrofinas), la hip&fisis
(secretando a la hormona foliculo estimulante y la hormona luteinizante), el cuerpo lateo (que
secreta progesterona y oxitocina) y el ttero (responsable de la produccion de prostaglandina
F2q) (Atuesta & Gonella Diaza, 2011). Las ovejas adultas presentan celos cada 16 a 17 dias
(14 - 15 dias pertenecen a la fase litea y 3 - 4 dias a la fase folicular). El estro serd mas corto
al principio y al final de la estacién reproductiva, con la presencia del macho y en la primera
estacion reproductiva de las hembras jévenes (Chile, 2008). La duracion varia dependiendo
de la raza, etapa de la estacion reproductiva y las condiciones del medioambiente. Ademas,

se sefialan diferencias entre las ovejas con partos simples o dobles (Dickson et al., 2017).
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Figura 1. Regulacién del ciclo estral y la ovulacién por las interrelaciones entre las hormonas
hipotalamicas (GnRH), hipofisiarias (LH y FSH), foliculares (estradiol e inhibina), luteas
(progesterona y oxitocina) y uterinas (prostaglandina). Las gonadotropinas estimulan el
desarrollo folicular que produce la ovulacion y el desarrollo del cuerpo lateo. Obtenido de

Scaramuzzi et al., (1993).

2.2.1.1.1. Fase folicular
Tiene una duracion de 3 a 4 dias, esta etapa se extiende desde la luteolisis hasta la ovulacion
y comprende la fase del proestro y del estro. Durante esta fase la estructura ovarica esta

compuesta por el foliculo preovulatorio el cual produce gran cantidad de estradiol.

El proestro, tiene una duracion de 2 a 3 dias. Se caracteriza por las caidas de las
concentraciones plasmaticas de progesterona (P4) disminuyen por debajo de 1 ng/ml, por
consecuencia de la accion de la prostaglandina (PGF2a) que provoca la luteolisis del cuerpo
lateo (CL), permitiendo el aumento de la frecuencia de pulsos de secrecion de hormona
luteinizante (LH), que conlleva al aumento de la concentracién del estradiol en el torrente

sanguineo (Atuesta & Gonella Diaza, 2011).

El estro o celo tiene una duracion de 24 a 36 h, esta asociada al aumento de la concentracion
plasmética de estradiol sintetizada por los foliculos en crecimiento, el aparato reproductivo se

prepara para las manifestaciones del estro o calor, se puede ver edema de la vulva y las
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glandulas comienzan a producir mucus (Aisen, 2004; Gordén, 2017). Entre otros signos bien
marcados esta la busqueda del macho y la pasividad ante la monta, movimiento de la cola,
inquietud, aumento de la fonacién y miccion, vulva edematosa y excrecion de moco por la
vagina (Chile, 2008). La ovulacién de la oveja se genera de manera espontanea y ocurre

entre 24 a 30 h después del inicio de las manifestaciones conductuales (Simonetti, 2008).

El incremento de estradiol plasmatico produce un aumento de la concentracién de LH hasta
alcanzar un pico de 12 h, desencadenando el pico preovulatorio de LH. El foliculo maduro
produce la hormona inhibina, cuya funciéon es inhibir la liberacion de FSH evitando el

crecimiento folicular (Aisen, 2004).

- b . - v 1 . 1
v N e Foliculos Primordiales

Foliculos Comprometidos
Formacion de Antro
Foliculos Sensiblesa las Gonadotrofinas

Foliculos Gonadotropino-dependientes

Foliculos Ovulatorios

Ovulacion

Atresia

! Oocito

Figura 2. Esquema del desarrollo de la fase folicular. Obtenido de (Scaramuzzi et al., 1993).

2.2.1.1.2. Fase lUtea
Se extiende desde la ovulacion hasta la lutedlisis, con una duracién de 12 a 14 dias, en esta
fase el foliculo ovulado se convierte en una estructura endocrina que toma por nombre cuerpo

amarillo o cuerpo luteo (CL). Esta fase comprende el metaestro y el diestro.

El metaestro tiene una duracion de 2 dias, es el periodo que sigue al estro, momento en que
se inicia el desarrollo del CL, una estructura que se forma en el ovario responsable de la
produccion de la P4, la cual es encargada de mantener la gestacion (Chile, 2008). El diestro
es la fase més extensa se caracteriza por la secrecion de P4 sintetizada por un CL funcional
(Aisen, 2004), continda durante toda la fecundacion o puede generarse una lutedlisis con el

fin de iniciar una nueva onda folicular (Simonetti, 2008).
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2.2.1.1.3. Desarrollo de ondas foliculares

El nimero de ondas foliculares en un ciclo puede variar en caprinos entre 2 a 5 ondas y en
ovinos de 3 0 4 pero con mayor frecuencia se desarrollan 3 ondas, el control de la dinamica
folicular es realizada por las gonadotrofinas (FSH y LH) en interacciéon con la P4, los niveles
altos a los normales durante la fase lutea favorecen el recambio folicular. En la fase folicular
los niveles de FSH controlan el nimero de foliculos que crecen, pero existen otros factores
(genéticos, nutricionales, relaciones endocrinas entre foliculos, etc.) que ayudan a regular la

tasa ovulatoria. Los niveles de FSH es controlado por los estrégenos y la inhibina (Aisen,

2004).
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E oS TR © © eo@ygy © SHOOSWe © ©
=2J@CCC < S SO0CC® © © ESoCcoS e © =

FSH
E2 S

Concentracion hormonal

o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17
Dias del ciclo estral

Fase Luteal Folicular

Figura 3. Representacion del esquema de desarrollo folicular y perfiles hormonales durante
el ciclo estral de la oveja. Se observa el crecimiento y la atresia de los foliculos para un patron
de 3 ondas de desarrollo folicular hacia los dias 0,6 y 11 (desde el reclutamiento de foliculos
de al menos de 2 mm de didmetro hasta su atresia u ovulacion con 5 o0 6 mm. Obtenido de
Simonetti, (2008).
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2.2.1.2. Factores que regulan el ciclo estral

2.2.1.2.1. Fotoperiodo

La actividad reproductiva en ovinos se va a desarrollar en funcién de la cantidad de horas luz
(fotoperiodo), en el hemisferio norte en zonas cercanas a la linea ecuatorial los cambios del
fotoperiodo son menos marcados, siendo la época de reproduccion influenciada por otros

factores como: temperatura, precipitacién y disponibilidad de alimento (Aisen, 2004).

Los animales utilizan diversas sefiales externas permitiéndoles adaptarse a las diferentes
estaciones del afio acumulando reservas de grasa y desarrollando pelajes adecuados
(Lincoln, 1992).

2.2.1.2.2. Nutricién

La administracion de alimentos suplementados con un alto nivel energético generalmente con
granos con raciones que van de 140 a 450 g. denominado “flushing” entre 2 a 3 semanas
previas al empadre inducen un aumento en la condicién corporal, con el fin de aumentar la
tasa de ovulacion y la sobrevivencia del embrién (Gorddn, 2017). En cabras y ovejas con una
dieta restringida se retrasa el inicio del estro, reduce la tasa de ovulacion y disminuye el

porcentaje de gestacién en comparacion con dietas nutricionales adecuadas.

2.2.1.2.3. Estrés
Los factores ambientales con altas, bajas temperaturas y un mal manejo pueden retrasar o
suprimir el estro consecuentemente se disminuye la tasa de ovulacién. Ademas, pueden

afectar los tratamientos de sincronizacion de celo.

2.2.1.2.4. Efecto macho

La presencia de los machos cerca de las hembras con programas de sincronizacion de celo
pueden afectar negativamente en los porcentajes de estros sincronizados (Cérdova-lzquierdo
et al., 2008). Esto es provocado porque el macho estimula la secrecién de gonadotrofinas en
las ovejas principalmente la secreciéon de LH, hormona que estimulan la ovulacion, generando

el inicio del celo en las ovejas e induciendo el celo a otras del grupo (Chile, 2008).
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2.3.  Superovulacion en ovinos

La superovulacion generalmente est4d asociada a la transferencia de embriones, fue
denominada con el término MOET (“multiple ovulation and embryo transfer”). Los tratamientos
de superovulacion tienen la finalidad de aumentar la tasa ovulatoria en las hembras donantes,
para luego recuperar y transferir los embriones, directamente o tras su conservacion a otras
hembras de la misma especie, pero de menor valor, las cuales actlian como receptoras para
llevar a cabo la etapa de gestacion. La aplicaciéon de la técnica de superovulacion tiene como
finalidad: mejorar la genética del rebafio; conservar la especie, raza o individuo; difundir los
genes de interés zootécnico; comercializar el material genético; reducir el riesgo de
transmision de enfermedades y apoyar a otras técnicas reproductivas (Harasymowycz et al.,
2014; Arcaus, Juanena, & Perera, 2014 ).

La técnica es atractiva, pero tiene varias limitantes lo que genera su escasa difusion. Los
costos elevados y el nimero de embriones que se obtiene por hembra y por tratamiento es
reducido. Otro inconveniente radica en que no todas las hembras responden al tratamiento

de superovulacién.

El aumento de la tasa ovulatoria tras el uso de tratamientos se da por la relacion entre distintas
hormonas del eje enddcrino hipdéfisis-ovario que presentan un efecto estimulante (FSH - LH)

o inhibidor (estrégenos - inhibina) sobre el desarrollo de los foliculos ovéricos.

2.3.1. Tratamientos superovulatorios

El tratamiento hormonal consiste en simular los acontecimientos endocrinos que regulan el
ciclo sexual de la oveja, con la finalidad de inducir el celo y estimular el crecimiento y la
ovulacion de foliculos en un momento determinado. La sincronizacion del estro aumenta la
cantidad de foliculos reclutados, ademas de generar un diametro maximo y una mayor tasa

de crecimiento de foliculos grandes.

En los protocolos de superovulacién existe una combinacién de un tratamiento de
sincronizacion del ciclo estral (progestagenos y/o prostaglandinas) y un tratamiento de

estimulacion ovérica (gonadotrofinas).

2.3.1.1. El tratamiento de sincronizacion

2.3.1.1.1. Sincronizacién utilizando progestagenos
La progesterona (P4) y sus analogos sintéticos poseen un mayor efecto biol6gico en la
regulacion del ciclo estral de los ovinos, por lo que puede ser suministrado en dosis bajas. La

P, producida naturalmente por un CL tiene como funcién inhibir la accién de las
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gonadotrofinas (principalmente de la LH) y como consecuencia suprime el desarrollo normal

folicular y la ovulacién. Posee un periodo de accion corta ya que se metabolizan rapidamente.

Son varios los progestagenos disponibles en el mercado los mas utilizados en ovinos son el
acetato de fluorogestona (FGA) y el acetato de medroxiprogesterona (AMP). En comparaciéon
con el AMP, el FGA tiene un control mas preciso de la actividad ovarica, en especial cuando
se realiza la IA. Pueden ser suministrados mediante inyecciones diarias, alimentacion,
implantes subcutaneos o dispositivos intravaginales en particular las esponjas vaginales,
constituyen el vehiculo mas comun y practico de administraciéon de progestagenos. En
general la duracion de tratamiento con AMP es de 10 - 16 dias y el tratamiento con FGA de
12 - 15 dias (Azevedo et al., 2006).

Los implementos mas utilizados en la sincronizacion de celo en ovejas son las esponjas
vaginales, a las cuales se les puede impregnar AMP o FGA. El propdsito de la colocacion de
esta esponja por via intravaginal es provocar un efecto similar al generado con la P4
naturalmente, esto es, la inhibicion del celo independientemente de la época del afio o del
momento del ciclo estral en el que se encuentre la oveja. La esponja permanece en la vagina
durante un periodo de 12 a 14 dias, en este tiempo va liberando el progestageno
seleccionado, el cual inhibe la secrecién de GnRH blogueando asi la ovulacién (Abecia et al.,
2012).

Protocolo de sincronizacidon con progestagenos.
Progesterona + Prostaglandina (P4 + PGFz).

Seinserta via intravaginal el dispositivo liberador de progestageno sintético o natural (tampdn,
esponja o dispositivo subcutaneo) con 30 — 60 mg ya sea AMP o FGA, el cual debe de
permanecer por 9 dias (dispositivo subcutdneo) o 9 a 14 dias (tampdn o esponja). Al insertar
o retirar el dispositivo se aplica una dosis de PGFyq via IM, al retirar el dispositivo se suprime
la P4 y se anula la inhibicion de GnRH. Después de aplicar la PGF2q se espera que el estro
aparezca a las 36 a 48 h y 10 h después la ovulacion. Este protocolo ha generado partos
gemelares, pero a su vez manifiesta una baja tasa de fertilidad y paricién por presentar estros

infértiles.
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Aplicacion de Retiro del dispositivo de P4
PGF2a Aplicacién de PGF2a
0-12-30 pg
Y Estro Ovulacion
Dispositivo de P4 (30-60 mg) 36ad8h 10 h
Dia 0 Dia 9 al 14

Figura 4. Protocolo de sincronizacién utilizando progesterona y prostaglandina en hembras

ovinas. Adaptado de Lozano Gonzélez et al., (2012).

2.3.1.1.2. Sincronizacién utilizando prostaglandina

La finalizacion simultanea de la fase lUtea esta realizada por la prostaglandina F2q y su funcion
principal es inducir la regresion del CL, este fendbmeno se da por la disminucion del riego
sanguineo al parénquima luteal privando al cuerpo CL de nutrientes y sustratos. En la mayoria
de los animales la administracion de PGF2, 0 sus analogos sintéticos como la cloprostenol,
dinaprost o delprostenate provocan la lisis del CL desencadenando una nueva fase folicular,

este método es efectivo cuando existe la presencia de un CL activo.

La PGF2 provoca la disminucion de los niveles circulantes de P4 en bovinos, ovinos,
porciones y humanos in vivo, el cual favorece al foliculo ovulatorio crecer y secretar estradiol
permitiendo de esta manera generar cambios de comportamiento asociados con el inicio del

estro.

Para una mayor eficacia se utiliza dos inyecciones con un intervalo de 11 a 12 dias, pero en
otros estudios demuestran que con un intervalo de 7 dias se obtienen un porcentaje del 100
% de celo. La primera inyeccién genera la lutedlisis en aquellas hembras con un CL funcional;
la segunda inyeccién provocara en todas las hembras la aparicion de los celos y la ovulacion
(Aisen, 2004; Azevedo et al., 2006; Arcaus, Juanena & Perera, 2014; Atuesta & Gonella
Diaza, 2011).
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Protocolo de sincronizacion con prostaglandina.

Este protocolo consiste en aplicar via IM 10 mg de PGF2q en dos dosis con un intervalo de 7
a 12 dias entre dosis, luego de la Gltima aplicacion el estro aparecerd a las 25 a48 hy la

ovulacién se presenta de 10 a 12 luego de iniciado los signos del estro.

Aplicacién de la segunda dosis
Aplicacion de de PGF2a
10 mg de PGF2a

Y Estro Ovulacion

25a48h 10a12 h

Dia 0 Dia7 al 12

Figura 5. Protocolo de sincronizacion utilizando prostaglandina en hembras ovinas. Adaptado

de Lozano Gonzélez et al., (2012).

2.3.1.2. El tratamiento de estimulacién ovarica

En las ovejas el reclutamiento de los foliculos antrales estd dado por la presencia de la FSH
enddgena y el proceso culmina cuando el foliculo dominando produce inhibina y estradiol. En
la superovulacion las gonadotrofinas suplementadas tienen como propésito aumentar el
namero de foliculos que ovulan, esto es posible mediante la unién y activacion de los

receptores de FSH de las células de la granulosa presentes en los foliculos.

El aumento de la tasa ovulatoria estd relacionado con el reclutamiento de foliculos mas
pequefios, el tamafio minimo para ser reclutados es de 0,8 mm. Segun Simonetti, (2008) los
foliculos deben de tener un tamafio minimo de 3 mm para ser viables, mientras aquellos con

una medida inferior suelen asociarse a mayores tasas de degenaracidon embrionaria.

La superovulacién en ovinos se realiza mediante el empleo de diferentes fuentes hormonales,
las méas utilizadas son: la Gonadotrofina coriénica equina (eCG) y la Hormona foliculo
estimulante (FSH).

2.3.1.2.1. Superovulacién con gonadotrofina coriénica equina (eCG)
La eCG es una gonadotrofina no hipofisiaria mas empleada en protocolos de superovulacién

por su bajo costo y por su sencilla administracion (una sola dosis) disminuyendo de esta
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manera el estrés en los animales, que suele ser perjudicial en el rendimiento productivo. La
eCG tiene una larga vida media aproximadamente de 72 horas, por su alto contenido de acido

sidlico (el &cido brinda una mayor proteccion evitando su degradacion) (Gordén, 2017).

Esta hormona genera un mayor crecimiento folicular, la secrecion y la multiplicacién de las
células de la granulosa e induce la liberacién de LH, provocando una mayor tasa de ovulacion
(Sanchez Mufioz et al., 2014). Segun Simonetti, (2008), esto se debe porque tiene una
actividad tanto de FSH (80 %) como de LH (20 %).

En ovinos se recomienda que la aplicaciéon de la eCG intramuscular se realice al momento
gue se esta siendo retirada la esponja intravaginal (Gibbons & Cueto, 2013). Se ha observado
gue dosis elevadas de eCG ha provocado efectos negativos ocasionado por su persistencia
en la circulacion, haciendo que el periodo de ovulacibn sea mas largo e induce a su
desincronizacién creando asi fallos en el proceso de fertilizacién y/o recuperacion (Simonetti,
2008).

Protocolo de sincronizacidon con prostaglandina.
Progesterona + Gonadotropina coriénica equina (P4+ eCG).

La P4 se maneja al igual que en el protocolo con PGFy, luego de retirar el dispositivo se
aplica la eCG con una dosis de 250 a 400 Ul via IM como dosis Unica, en ovinos la dosis
efectiva es de 550 a 600 UlI, el estro se manifiesta a las 36 a 48 h después de retirado el

dispositivo y aplicada la dosis, mientras que la ovulacién se presenta 10 a 12 h después del

estro.
Aplicacion de
eCG
200-400 Ul via IM.
A 4

Estro Ovulacién
Dispositivo de P4 36 a 48 horas 10 212 horas

Dia 0 Dia 9 al 14

Figura 6. Protocolo de sincronizacion utilizando progesterona y gonadotropina coridnica

equina (P4+eCG) en hembras ovinas. Adaptado de Lozano Gonzalez et al., (2012).
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2.3.1.2.2. Superovulacién con la hormona foliculo estimulante (FSH)

La FSH es sintetizada en la hipodfisis anterior. Esta hormona estimula el crecimiento y la
maduracion folicular de los ovocitos, actla en los foliculos maduros estimulando la
presentacion de receptores de LH e interrumpe la liberacién de los estrdgenos. La FSH tiene
una vida media corta (3 — 5 h), por lo que necesita una administracion frecuente para
mantener concentraciones séricas capaces de generar una respuesta superovulatoria
(Gibbons & Cueto, 2013). Por ello, se recomienda su aplicacién cada 12 h durante 2 a 4 dias
en dosis preferentemente decrecientes, con la administracion de dosis mdltiples se ha
obtenido una mayor tasa ovulatoria, respuesta ovdrica total, ovocitos y embriones
recuperados y transferibles. La Gltima inyeccion debe ser administrada 12 a 24 h después de

haber terminado el tratamiento con progestagenos (Azevedo et al., 2006).

Los tratamientos de superovulacion con FSH resultan estresantes para los animales debido
a las dosis constantes de aplicacién (dos veces). Ademas, resulta laborioso desde el punto
de vista técnico (mano de obra) y conllevar errores en la dosificacion y en los tiempos de

inyeccién (D’Alessandro, Martemucci, & Taibi, 2005).

En el mercado la FSH se encuentra disponible a partir de extractos de hipdfisis purificados
(se les ha removido la LH) de especie ovina o porcina (Morales Gordén, 2016). En los
productos comerciales existen variaciones entre la relacion FSH: LH. Pluset® (FSH porcina)
posee cantidades similares de FSH y LH una relacion de 1:1. Folltropin® (FSH porcina) la
cual posee aproximadamente 80% LH y Ovagen® (FSH ovina) extracto mas purificado con

baja concentracion de LH (Abecia & Forcada Miranda , 2010).

2.3.2. Método natural
2.3.2.1. Monta Natural

Al introducir un grupo de machos al momento de retirar el dispositivo progestageno o la
administracion de prostaglandina, puede inducir el estro y consecuente ovulacion. Ademas,
de provocar un grado de sincronia estral esto es provocado por la interaccion con las

feromonas sexuales por parte del macho.

Previamente seleccionado el macho ovino para la reproduccion de acuerdo con el objetivo de
produccién y sus caracteristicas fenotipicas y genotipicas se procede a la fecundacion
mediante la deposicidon de los espermatozoides en una hembra en celo en el momento
oportuno. La receptividad sexual o la aceptacion de la monta se caracteriza cuando la hembra

se queda quieta permitiendo el coito (IICA, 2015).

Jenny Alejandra Agudo Benavides — Jessica Maribel Tepan Rumipulla



UCUENCA 28

2.3.2.2. Inseminacion artificial

La IA es una de las primeras biotecnologias reproductivas que permite el uso de machos
genéticamente superiores con fines de reproduccion. Esta técnica involucra la coleccion de
eyaculados de semen de animales reproductores, su dilucién, congelamiento y deposicién en
el tracto reproductivo de la hembra, por un método que no sea el apareamiento natural. Se
debe prestar mucha atencién al momento de realizar la IA en pequefios rumiantes ya que hay
gue considerar, varios factores que afectan la fertilidad en esta especie. Por ejemplo, la
disposicion anatomica del cérvix y de los procesos de dilucion - conservacion tanto del semen

refrigerado como del congelado (Balcazar-Sanchez & Porras-Almeraya, 2009).

Tipos de inseminacién artificial.

Inseminacion artificial vaginal

Es un método simple y rapido que incluso se puede realizar cuando el animal esta en la
manga en estacion, consiste en depositar el semen fresco (mas de 300 millones de

espermatozoides / ml) en la vagina anterior, con todas las medidas de limpieza.
Inseminacion artificial cervical

Esta técnica se puede realizar con semen congelado a una concentracion de 200 a 400
millones de espermatozoides por dosis con un volumen de 0,2 ml por oveja o cordera
inseminada (Molina et al., 2020). Se realiza por medio de un espéculo, el cual se introduce
lentamente en la vulva, se localiza el orificio externo del cuello uterino en donde va a ser
depositado ématerial espermatico. Este método es rapido, eficaz y el porcentaje de prefiez
obtenido con semen fresco y una dosis de 100 a 150 millones de espermatozoides varia entre
el 60y 70 % (Gibbons & Cueto, 2012).

Inseminacion artificial transcervical

Esta consiste en atravesar el cérvix y depositar el semen dentro de la luz uterina. Se ubica a
la oveja en una camilla, se introduce el vaginoscopio hasta el fondo de la vagina, luego se
localiza la entrada del cuello uterino (cérvix) y posteriormente se deposita el semen (Aisen,
2004; Gorddn, 2017). El porcentaje de prefiez con este método varia entre 60y 70% (Gibbons
& Cueto, 2013).
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2.4. Colectade embriones

La metodologia empleada para la obtencion de embriones consiste en realizar una
laparotomia media y determinar la respuesta ovulatoria (conteo de cuerpos lateos), exponer
el itero y mediante una sonda Foley introducir un medio liquido adecuado para producir una
corriente de arrastre (“lavado o flushing”) a través de los cuernos uterinos. Se utiliza un medio
comercial en base a PBS (Solucién Buffer Fosfato), al que se le debe adicionar un 10 % de
suero adulto bovino, ovino o caprino inactivado. Para la obtencion de suero, se sangra un
animal en forma aséptica con material esterilizado. El suero se centrifuga a 2000 g durante
15 minutos. Se toma el sobrenadante y se realiza una segunda centrifugacion. Se filtra por
membrana de 0,22 um. La inactivacion de la proteina complemento se realiza en bafo de
agua a 56 °C durante 30 minutos. El suero filtrado inactivado se puede conservar durante un
afo a -20 °C. En ovejas, la colecta de embriones se realiza en los dias 6y 7™ después de

la Gltima inseminacion artificial (Gordén, 2017).

Segun (Gibbons & Cueto, 2013a) las colectas embrionarias se realizan en los dias

mencionados debido a los siguientes fundamentos:

- Los embriones estan en el tercio superior de los cuernos uterinos.

- Presentan la zona pellcida, necesaria como barrera sanitaria.

- La congelacion se realiza en estado de mérula compacta o blastocisto.

Una vez haya finalizado el lavado, el liquido recolectado en el filtro de coleccion es colocado
en una placa Petri y se evalla bajo estereomicroscopia, la busqueda de los embriones se
realiza bajo aumento de (10 - 20X). Una vez localizados e identificados los embriones son
aspirados mediante una micropipeta y colocados en una placa con un medio de
mantenimiento, protegiéndolos de la luz y temperatura del laboratorio. Finalizada la busqueda
se procede a realizar la clasificacion de los embriones observandolos con un mayor aumento
(40X) (Aisen, 2004; Gibbons & Cueto, 2013). Para el manejo del embrién es indispensable

utilizar medios e insumos no toxicos y estériles (Gordén, 2017).

2.4.1. Clasificacién de embriones

La clasificacién se realiza teniendo en cuenta dos parametros, el primero define su estadio
de desarrollo y el segundo su calidad morfoldgica e integridad del embrién, a cada embrién
sele asignaun grado (1, 2, 3y 4) siguiendo los estandares de la International Embryo Transfer
Society (IETS). El grado 1 y 2 serian transferibles en fresco y/o congelables, el grado 3 seria
solo transferible y con una expectativa de prefiez menor, el grado 4 no son transferibles

(Aisen, 2004). Al evaluar el estadio de desarrollo se debe de observar una correcta simetria
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en el tamafio de las blastbmeras, la compactacion, el color y la vacuolizacion. En la calidad
morfologica se debe observar la forma esférica y la integridad de la membrana pellcida (B6
& Mapletoft, 2013; Gonzales Rosales & Quezada Moscoso, 2016). La calidad morfolégica es

una estimacién de la prediccién de sobrevivencia embrionaria (Gibbons & Cueto, 2013).

24.1.1. Grado de desarrollo
Ovaocito sin fecundar (Codigo 1)

Mérula temprana (Codigo 2): masa que contiene entre 8 - 16 células, se puede contarlas

mismas.

Mérula (Cédigo 3): masa que tiene alrededor de 16 células, siendo dificil de distinguirlos

blastomeros entre si, ocupando la mayor parte del espacio perivitelino.

Morula compacta (Codigo 4): los blastémeros se han unido para formar una masa compacta
la cual ocupa el 60 - 70% del espacio perivitelino.

Blastocito temprano (Cédigo 5): se ha formado el blastocele y da una apariencia general de
un anillo. Elembrién ocupa del 70 al 80 % del espacio perivitelino. Es dificil diferenciar la masa

de la célula interna de las células trofoblasticas en este momento.

Blastocisto (Cédigo 6): es evidente la diferenciacion de la capa trofoblastica externay la masa
celular interna que es mas compacta y oscura. El blastocele es muy prominente, el embrién
ocupa mayor parte del espacio perivitelino. La diferenciaciéon visual entre el trofoblasto

y la masa celular interna es posible en esta etapa de desarrollo.

Blastocisto expandido (Codigo 7): el diametro total del embrion aumenta con un
adelgazamiento concurrente de la zona pelicida a aproximadamente un tercio de suespesor

original.

Blastocisto eclosionado (Cdédigo 8): comienza el proceso de eclosion o puede haber
eliminado completamente la zona pelicida. Los blastocistos eclosionados pueden ser

esféricos con un blastocelebien definido o puede estar colapsado.

2.4.1.2. Calidad embrionaria
Excelente o Bueno (Cédigo 1): masa embrionaria simétrica y esférica, los blastémeros y la
zona pellcida uniformes y al menos el 85% de la masa embrionaria debe estar intacta y

viable.
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Regular (Cédigo 2): embriones con moderada irregularidad tanto en la forma generalde la
masa embrionaria y zona pellcida; al menos el 50% de la masa embrionaria debe estar

intacta y viable.

Pobre o0 Malo (Codigo 3): los embriones tienen irregularidades importantes en la forma de la
masa embrionaria y zona pellcida; al menos el 25 % de la masa embrionaria debe estar

intacta y viable.

Muerto o Degenerado (CdAdigo 4): embriones con irregularidades y malformaciones

marcadas inviables.

Tabla 1. Clasificacion de embriones de acuerdo con su calidad y caracteristicas morfolégicas

propuesto por la IETS.

Segun su estadio desarrollo Segun su calidad

Cadigo Caracteristica Caédigo Caracteristica

0 sin fertilizar (UFO) 1 excelente/bueno

1 2- 4 células 2 Regular

2 8 células 3 pobre/malo

3 16 células 4 muerto/degenerado

4 morula compacta

5 blastocisto temprano

6 Blastocisto

7 blastocisto expandido

8 blastocisto extruido

Fuente: Aisen, (2004).
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Figura 7. Esquema de diferentes etapas del desarrollo embrionario en la oveja (dias post
celo). (A): cigoto, (B): etapa de 2 células, (C): etapa de 4 células, (D): etapa de 8 células, (E):

etapa de 16 células, (F): morula, (G): blastocisto expandido, (H): blastocisto eclosionado, (1):

embrion fragmentado. Obtenido de (Alotaibi et al., 2022; Wang et al., 2022).
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2.5. Congelacion de embriones

El congelamiento de los embriones ovinos y caprinos ha permitido mantenerlos en N2 por
largos periodos lo que ha consentido la comercializacion internacional y la difusién mundial
del material genético. Este método consiste en someter a las células embrionarias a cambios
osmaéticos mediante la agregacion de crioprotectores (polialcoholes) capaces de penetrar en
las células por difusion simple retardando la formacién de cristales de agua por medio del
descenso del punto de congelacion. La viabilidad del embrién se determina por la velocidad
y el tiempo de congelacion, siendo mas eficiente la sobrevivencia embrionaria post
descongelamiento cuando se emplea etilenglicol, respecto al glicerol o dimetilsulfésido
(Gibbons & Cueto, 2013).

La supervivencia de los embriones va a depender de su calidad y el estadio de desarrollo, los
dafios en estos pueden producirse en cualquier parte del proceso de congelacién. Durante el

equilibrio con la sustancia crioprotectora, los dafios téxicos y osméticos son los principales.

Existen 3 mecanismos que pueden dafiar a los embriones: el enfriamiento de 20 a -5 °C que
provoca cambios en los lipidos, los microfilamentos y los microtibulos; el paso de -5 a -35°C
gue causa la formacion de cristales de hielo y por ultimo el paso de -35 a -130°C puede
producir dafio a nivel estructural en el embrién y la zona pellcida (Bezerra, 2002). Para el
autor Roméo et al. (2016), menciona que en las células embrionarias de diferentes especies
con un alto contenido de lipidos, como en las ovejas , estas gotas de lipidos se unen al
citoesqueleto, la membrana, los organulos y otras estructuras del citoplasma al sufrir el paso

de enfriamiento de 15 a -5 °C se produce un dafio irreversible y mortal.

2.5.1. Crioprotectores

Los crioprotectores son sustancias permeables o no permeables, desempefian el papel de
disminuir los cambios y dafios de los embriones durante la congelacion minimizando la
formacion de cristales de hielo. Pero los efectos negativos de estas sustancias estan
vinculadas a dafios osmaticos y toxicos que dependen principalmente por la concentracion y
el tiempo de exposicion (Romao et al., 2016). Para Liebermann et al. (2002), hay que alcanzar
un equilibrio entre la maximizacién de la velocidad de congelamiento y la minimizacion de la
concentracion del crioprotector para disminuir la toxicidad de los crioprotectores. Entre estos,

tenemos la acetamida, el glicerol, rafinosa, dimetilsulféxido (DMSO) y el etilenglicol (EG).

El etilenglicol es un crioprotector permeable de eleccién, por su alta capacidad de

penetracion, su baja toxicidad, por la proteccién hacia las membranas y las estructuras
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citoplasmaéticas (Cocero et al., 2002).

2.5.2. Técnicas de congelamiento

Los embriones se colocan en dosis descendientes de etilenglicol (0,5 M, 1 M, 1,5 M) en PBS
a 20 — 25 °C, luego se almacenan en pajuelas de 0,25 cc. El tiempo entre colecta y
congelamiento no debe sobrepasar los 40 minutos. El declive de temperatura se realiza a
razon de 1°C a 3 °C hasta los -7°C durante 10 minutos produciéndose un descenso térmico
de -35°C durante 15 minutos y finalmente las pajuelas se transfieren a un termo de N: a -
196°C (Gibbons & Cueto, 2013).

Tapﬂn de Burbqjas de Embrién A]cgw
fabrica are PRS  polivinilico

S R

Figura 8. Disposicion del embrién en la pajuela. Adaptado de Mucci et al., (2010).
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3.1. Materiales

3.1.1. Materiales de campo

Materiales y métodos

35

Jeringas

Cooler

Guantes de latex

Tijeras

Termoémetro

Maquina de esquilar

Ecografo

Collares de identificacion

3.1.2. Materiales fisicos

Sutura vicryl

Camilla pivotante

Equipo de cirugia

Escalimetro

Esponjas artesanales

Cauterizador

Jeringas 1, 2,5,10y 20 ml

Collares de identificacion

3.1.3. Materiales quimicos

Alcohol antiséptico 70 %

Solucién buffer a base de fosfatos (PBS)

Yodo

Xilacina 2 % (Dormi-Xyl®2; Agrovetmarket, Animal Health,

Lima, Per)

Lidocaina 2 % (Lavetec,

Quito, Ecuador)

Ketamina 5 % (Ket-A-100%; Agrovetmarket, Animal Health,

Lima, Per)

Nitrogeno liquido (NL>)

Flunixin meglumine (Flunimine®; Agrovetmarket, Animal

Health, Lima, Pera)

Bloque mineral
(Foscablock; Agro mixtos
Cia.Ltda, Quito, Ecuador)

Penicilina 50 ml (Pen Duo Strep® 250/200; Agrovetmarket,

Animal Health, Lima, Peru)

Gel lubricante

Fenbendazol (Fendek; Farbiopharma, Quito, Ecuador)

Lactato de ringer

Concentrado saco de 40 kg (balanceado BIOmentos;

Bioalimentar Cia. Ltda. Ecuador)

3.1.4. Materiales reactivos

Cloruro de sodio 0.9 %

Afford, Argentina).

Acetato de medroxiprogesterona (Novul ®;

Prostaglandina F2 alfa

(Sincrocio®; | Hormona foliculo estimulante FSH (Folltropin®;

Ourofino, Brasil).

Vetoquinol, Georges, lavaltrie, QC, Canada).

Heparina sddica (Sanderson SA, Chile)
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3.1.5. Materiales biolégicos

36

Diez ovejas de raza corriedale y katahdin

Dos reproductores ovinos: uno de raza dorpery

uno de raza katahdin.

3.1.6. Materiales de laboratorio

Sondas Foley (8G)

Filtros de coleccion

Micropipeteador

Estereoscopio

Tubos Falcén de 20 ml

Cajas cuadriculadas de busqueda

Cajas Petri

Etilenglicol 10 %

Pinzas

Pajuelas de 0,25ml
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3.2. Metodologia

3.2.1. Ubicacion del proyecto

El presente trabajo se realiz6 en la granja de Nero de la Facultad de Ciencias Agropecuarias
de la Universidad de Cuenca, ubicada en la provincia del Azuay, en la parroquia Bafios, a 12
kilbmetros del canton Cuenca, sector Nero cuyas coordenadas son latitud sur 2°57'24"S y
longitud oeste 79°6'22"0, una altitud de 3.100 metros de altura sobre el nivel del mar (m. s.

n. m.) y una temperatura promedio de 10 °C.

Chilcapamba

| "N
P !
Granja Nero

Universidad de Cuenca

Hacienda
Poglio

Tutupalli

Figura 9. Ubicacion del &rea de estudio (Cuenca-Azuay).
Fuente: (Google Maps,2022).

3.2.2. Seleccién de las ovejas y carneros

Se trabajé con 10 ovejas (8 de raza corriedale y 2 de raza katahdin destinadas para la
superovulacién), las cuales fueron seleccionadas de acuerdo a las caracteristicas fenotipicas
(cuerpo simétrico, firmes con una buena conformacién muscular, con un buen peso y tamafio
respectivamente de acuerdo a cada raza), se recopild informacién del historial productivo,
reproductivo y origen que cumplieron con los siguientes parametros de seleccion: una
condicién corporal de 3 £ 0,5 valorados sobre una escala de 0 a 5 en la que 0 es caquéctica
y 5 es obesa (Russel , Doney, & Gunn, 1969), una edad de 3,5 £ 1 afios, un peso promedio

superior a 60 + 10 kg, clinicamente sanas y adaptadas a un mismo protocolo de manejo,
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alimentacién y sanidad (desparasitacion, vitaminizacion, recorte de cascos y disponibilidad
de una mezcla de forrajes como el rygrass, kikuyo y trébol) que se aplica en la granja de Nero.
De la misma manera, se selecciond a 2 ovinos machos para ejecutar la monta directa.
Asimismo, se realiz6 una evaluacion fisica general con los siguientes parametros: una
condicion corporal de 4, un examen clinico del 6rgano sexual del macho, una edad de 2 afios
y un peso promedio superior de 70 kg. Las ovejas fueron divididas aleatoriamente en 5

grupos, cada uno de ellos con 2 animales y se identificO a cada una con una cinta de colores.

Tabla 2: Disposicion de los grupos de ovejas para el estudio realizado.

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4 Grupo 5

S
)
b

\

o)

NO

ovejas

Fuente: Autores.

3.2.3. Protocolo de manejo y adaptacion de los ovinos

Antes de iniciar el estudio tanto los ovinos machos y hembras fueron desparasitados con
fenbendazol a una dosis de 5 mg/kg de peso (Fenbek; Farbiopharma, Quito, Ecuador).
Asimismo, a todos los animales se les realizé un examen fisico - clinico que incluyo la revision
de pezufias, piel, dientes, etc., para descartar cualquier problema que dificulte la aplicacion
del protocolo. Previo al inicio y durante del protocolo de sincronizacién y superovulacion, los
ovinos estuvieron sometidos a un periodo de adaptacién que incluyé un manejo nutricional
con un alto nivel energético de 3,6 de Mcal (flushing) con alimento concentrado a una dosis
2 kg por cada animal, cuya formula nutricional se basa en una racion que contiene (proteina
cruda min: 20%, grasa min: 2%, fibra cruda max.: 7 %, cenizas max.: 5%, humedad max.:
12% vy extractos libres de nitrdgeno max.: 54%). También se les suministrd6 una mezcla de
sales minerales ad libitum (9% de calcio, 2% de fosforo, 1,9% de azufre, 0,026% de magnesio
y 46% de sal “Foscablock” (Agromixtos CIA. LTDA, Ecuador).
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3.2.4. Tratamiento superovulatorio
El tratamiento hormonal que se utilizd para la sincronizacion de celo y superovulacion de las

hembras donantes se detalla a continuacion.

Dia 0: A las 6:30 a.m. sé coloco una esponja intravaginal impregnada con 200 mg de acetato

de medroxiprogesterona (MAP, Novul®, Afford, Argentina).

Para la colocacion de la esponja intravaginal se realiz6 la asepsia de la vulva, se introdujo
una pinza quirargica con la esponja deslizandola suavemente en el canal vaginal, en un
angulo de 45°. Una vez ya en el interior se suelta la esponja, se saca la pinza suavemente,

asegurando que la esponja este introducida y sujeta fuertemente en el interior.

Dia 1,2,3: Se observé que la esponja permaneciera en el interior de la vulva.

Dia 4: A las 6:30 a.m. se removio6 la esponja inicial y se recambio por una nueva.

Dia 8: A las 6:30 a.m. y 6: 30 p.m., se aplicé 40 mg (2 ml) de FSH (Folltropin®) via IM.
Dia 9: A las 6:30 a.m. y p.m., se aplicé 30 mg (1,5 ml) de FSH (Folltropin®) via IM.

Dia 10: A las 6:30 a.m. y 6:30 p.m., se aplicé 20 mg (1 ml) de FSH (Folltropin®). via IM.
Asimismo, a las 6:30 am se retir6 la esponja intravaginal y se aplicé una dosis de 2 ml de

prostaglandina (Sincrocio®) via IM.

Dia 11: A las 6:30 a.m. y 6: 30 p.m., se aplicé 10 mg (0,5 cc) de FSH (Folltropin®) via IM y
también se observoé signos del celo.

Dia 12: Se ejecutd la monta directa cada 6 h (8h00, 12h00, 18h00) con el macho. Esto

coincide a las 48 h del retiro de la esponja intravaginal.

Para el servicio se separ0 a las ovejas sincronizadas en un corral pequefio y se introdujo al
macho al interior de este para que interactte libremente con las hembras, estas presentaron
signos del celo que se podian evidenciar con los cambios en su actitud, una vez que el macho
cubria a una hembra se esperaba un tiempo promedio de 7 minutos (periodo refractario) para

la siguiente monta de la otra hembra.
Dia 18: Se realiz6 la colecta de las estructuras (embriones).

3.2.5. Recuperacion de estructuras y evaluacion de la respuesta ovulatoria
La recuperacion de los embriones se realizé mediante laparotomia después de haber

realizado la ultima monta directa (dia 18 del protocolo). Las ovejas se mantuvieron en un
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ayuno estricto de 24 horas de agua y comida para evitar punciones accidentales del rumen o

la vejiga y evitar problemas digestivos como el desarrollo del timpanismo.

3.2.6. Protocolo preoperatorio.
Para la recuperacion de las estructuras se procedi6 a limpiar el sitio de la incision, se rasurd
la zona abdominal y craneal de la ubre con la maquina esquiladora, luego con abundante

agua y jabon yodado se lavé varias veces hasta desinfectar toda el area.

Se aplicé un tratamiento preanestésico con xilacina al 2 % (Dormi-Xyl® 2; Agrovetmarket,
Animal Health, Lima, Per() a una dosis de 0,2 mg/kg por via IM y ketamina al 5 % (Ket-A-
100®; Agrovetmarket, Animal Health, Lima, Pert) usando una dosis de 20 mg/kg por via IM.

En el area de incision se coloco anestesia local con lidocaina al 2 % (Lavetec, Quito, Ecuador).

3.2.7. Recuperacion de embriones

Se coloco a la oveja en una camilla pivotante con un sistema que inmovilizo a la hembra en
decubito dorsal, se inclind hasta un angulo de 40° a 45° de forma que las visceras se
desplacen en sentido craneal para tener una mejor visualizacién y exteriorizar sin problemas
los cuernos uterinos. Se realizd antisepsia con jabon yodado, alcohol y desinfeccién del

campo operatorio.

Se procedid a realizar una incision sobre a linea alba de 8 a 10 cm y a unos 3 cm por delante
de la ubre, y unavez en la cavidad abdominal se exteriorizé los cuernos uterinos y los ovarios.
Se valor6 la respuesta ovulatoria a través del registro del nimero y tamafio de cuerpos luteos
existentes en cada ovario. Ademas, se registrd otras estructuras presentes en el ovario
(foliculos que no han ovulado). Se puncioné en la base del cuerpo uterino posterior a la
bifurcacion de cada cuerno, se inserté una sonda Foley (calibre 8G), se fij6 insuflando el globo
de la sonda con una jeringa de 5 ml. Al otro extremo del cuerno a nivel del oviducto se
introdujo una aguja de 20 x 1 / 2 sin bisel dentro del canal oviductal y se administré 40 ml que
contenia la solucién de lavado Hepes- fluido oviductal sintético (hSOF suplementado con
suero fetal bovino) a 37°C. A través del extremo de la sonda Foley se recuperoé el liquido de
lavado mediante un Flusing (flujo) retrogrado. El liquido recuperado fue contenido
previamente en un filtro para retener las estructuras. Este procedimiento fue desarrollado de
manera similar en el otro cuerno uterino. El filtro con el medio obtenido fue transportado a
otro sitio donde se realiz6 la busqueda de los embriones mediante el uso del
estereomicroscopio. Estos procedimientos de transporte, manipulaciéon y busqueda fueron

realizados a 37 °C.
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Después de haber terminado la recoleccién se procedié a suturar las diferentes capas de
tejido abdominal utilizando un hilo de sutura absorbible (vicril N°2) y posteriormente la piel
con seda N°1 de un punto simple en cada lugar de la puncion y se aplicé antibiético de amplio
espectro y larga acciéon (Penicilina G procainica, Pen Duo Strep® 250/200) con una dosis de
12.000 Ul/kg y un antiinflamatorio (Flunixin meglumine Flunimine®; Agrovetmarket, Animal
Health, Lima, Pert) con una dosis de 1,1 mg/kg via IM. A las ovejas con respuesta
superovulatoria se les aplicé una dosis de PGFy, (Sincrocio®; Ourofino, Brasil), a una dosis
de 25mg.

3.2.8. Clasificacion de embriones

Una vez realizado el lavado de ambos cuernos uterinos, el sobrante obtenido el filtro fue
vaciado en una caja Petri cuadriculada a resguardo de la luz y a temperatura de 37 °C, a
través del uso del estereomicroscopio (Nikon S2 Tokio, Japdn), una vez recuperados todas
las estructuras fueron clasificadas de acuerdo con los criterios morfolégicos “grado de

desarrollo y calidad” establecido por la International Embryo Transfer Society (IETS).

Luego de la clasificacion se procedié a realizar la criopreservacion de los embriones en el

estadio de desarrollo de mérulas y blastocisto con una calidad excelente y regular.

3.2.9. Congelacién de embriones

Una vez recuperados y seleccionados los embriones se colocaron en una solucion de
etilenglicol (EG; Ethylene Glycol Freeze Plus, VIGRO™, Vetoquinol, Canada), fueron cargados
individualmente en una pajuela plastica de 0,25 mly sometidos a un proceso de enfriamiento
lento y congelacion para lo cual se utilizé una maquina congeladora programable (cryologic,
FREEZE CONTROL®, Australia).

Para realizar la congelacién, La maquina se programé a una tasa de 0,3 a 0,5 °C/min hasta
los -7 °C, cuando alcanz6 esta temperatura se tocd la pajuela con un elemento metalico
enfriado N2 (induccién de la cristalizacion o seeding). Una vez que se hayan cristalizado todas
las pajuelas por completo, se realiz6 un descenso térmico a 0,5 °C/min hasta -35°C
(enfriamiento lento). Una vez alcanzado la temperatura de -35°C, se retird la pajuela de la
maquina congeladora y se procedié a sumergirlas en un contenedor con N (enfriamiento

rapido), finalmente las pajuelas fueron almacenadas en un termo de Nz,
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3.3. Andlisis de los resultados

Los datos fueron recopilados en hojas respectivas y posteriormente tabulados en Microsoft
Excel, software que se utilizé para la depuracion de todos los datos, para después ser
analizados mediante el programa estadistico SPSS® version 22 (IBM Corp., Armonk, NY, EE.
UU): se realiz6é una estadistica descriptiva de todas las variables, se usé tablas de frecuencia
e histogramas para valorar la respuesta superovularia a través del nimero de estructuras
obtenidas. La asociacion entre el tamafio del cuerpo liteo y la calidad de las estructuras

obtenidas fueron valoradas a través de una correlacion de Spearman.
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Resultados

El nimero de ovejas que respondieron al tratamiento de superovulacion fue del 50 % (5/10),
de estas 5 hembras se recolectaron un total de 42 estructuras de las cuales el 72 % (31/42)
fueron de excelente calidad distribuidas en 77,4 % (24/31) moérulas y el 22,6 % (7/31)
blastocistos. Al valorar la respuesta superovulatoria de todas las ovejas que respondieron al
tratamiento a través de la visualizacion de las estructuras se contabilizaron un total de 71 + 1
cuerpo lateos y 9 * 1 foliculos. Asimismo, se valoré el didmetro del cuerpo lateo 9,91 + 2,04
mm, el cual se correlacion6 de manera positiva y significativa con la calidad de las estructuras
obtenidas (r=0,413, p=0,0001).

Tabla 3. Descripcion de la respuesta ovulatoria en ovejas corriedale y katahdin sometidas a

un solo tratamiento de superovulacién con 200 mg FSH.

Cuerpo lateo (CL) Foliculo (F)

N° Total Didmetro Didmetro X +DE Total Didmetro Didmetro X +DE

animal CL min. max. F min. max.
(mm) (mm) (mm) (mm)

280 11 7 12 9,54+1,86 - - - -

275 2 11 11 1110 3 4 4 4+1

256 34 4 15 9,61+2,57 2 4 4 4+1

001 10 8 11 10,1+1,13 - - - -

002 14 9 12 10,64+0,92 4 3 4 3.75+0,5
Total 71 4 15 9,91+2,04 9 3 4 3,88+0,33
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Tabla 4. Embriones recuperados en el lavado uterino de ovejas corriedale y katahdin

sometidas a un solo tratamiento de superovulacion con 200 mg FSH.

Estado de desarrollo

Calidad Morula Blastocisto UFOs Total
Excelente 24 7 - -
Regular 6 - - -
Malo 1 - - -
Degenerado - - 4 -
TOTAL 31 7 4 42

Jenny Alejandra Agudo Benavides — Jessica Maribel Tepan Rumipulla



UCUENCA 5

Discusion
El 100 % de las ovejas a las que se les aplicé el protocolo de superovulaciéon presentaron
estro, pero el porcentaje de respuesta a la superovulacién a través de la visualizacién de
cuerpos lateos fue del 50 % (5/10). Los resultados de este estudio de las donadoras, es similar
al encontrado por (Martinez - Rojero et al., 2017) en ovinos criollos y por (Urban-Duarte et al.,
2016) en ovejas de la raza chiapas, no obstante la tasa de respuesta superovulatoria de las
ovejas de nuestra tesis fue menor al reportado en otros estudios en los que se obtienen tasas
de hasta un 70 % de respuesta al tratamiento con FSH (Aké-Lopez et al., 2003), quizas el
alto porcentaje de respuesta de este estudio se deba a la utilizacion de ovejas de raza
pelibuey en la que se conoce que presentan una mayor respuesta a la aplicacion de un
tratamiento superovulatorio. Sin embargo, algunos investigadores concluyen que siempre
existira un porcentaje de hembras que no respondan al tratamiento hormonal superovulatorio
aplicado (Bruno - Galarraga et al., 2014; Cognie, 1999). La respuesta superovulatoria
observada en nuestro estudio fue: CL (71 + 1), foliculos que no llegaron a ovular (9 £ 1) y
namero de embriones congelables (37 + 1), lo que nos permite dilucidar que existié una
variabilidad entre las hembras que respondieron al tratamiento, lo que concuerda con otras
investigaciones que sugieren que al aplicar un tratamiento de superovulacion no se tendra un
resultado homogéneo y que mucho de esta heterogeneidad dependera de algunos factores
genéticos, nutricionales, de manejo, medioambientales y otros (Martinez-Rojero et al., 2017).
No obstante, se puede afirmar que la respuesta de superovulacion dependera en gran medida
al factor intrinseco de cada hembra. Segun, Martinez Rojero et al. (2017) la variabilidad
individual a la respuesta hormonal en la oveja esta condicionada por el estado fisiologico del
ovario y por el nimero de pequefios foliculos (1 a 2 mm) en el momento de comenzar el
tratamiento hormonal con FSH, en caso de nuestro estudio desconociamos la cantidad de
foliculos en el ovario y el tamafio de estos al momento de iniciar con el tratamiento hormonal

de superovulacién.

No obstante, en otros estudios en los que se ha realizado ecografia ovarica (Martinez-Rojero
et al., 2017) se ha podido evidenciar el efecto negativo que tiene la presencia de foliculos
mayores a 6 mm de diametro y la posible ventaja que tiene la presencia de foliculos entre un
rango de 2 a 3 mm; lo que permite hipotetizar que la alta variabilidad individual al tratamiento
superovulatorio se encuentra correlacionada positivamente (r = 0,7; p<0,05) con el numero
de foliculos menores a 3 mm presentes al momento de iniciar el tratamiento (Bruno-Galarraga
et al., 2014; Gonzalez-Bulnes et al., 2004; Menchaca et al., 2010).
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Como se indico con anterioridad, el genotipo de la hembra es otro de las factores que puede
estar relacionado directamente con la heterogeneidad de la respuesta al tratamiento
superovulatorio y por ende con su eficiencia, por cuanto se ha demostrado que las razas
hiperprolificas (merino booroola, belclare, cambridge, aragonesa, lacaune, frisona milchschaf,
finnish landrace, iverdale, romney marsh) tienen una mejor respuesta al tratamiento
superovulatorio y por consiguiente con el nimero de embriones congelables o transferibles y
el nimero de crias nacidas (Hanrahan et al., 2004; Jurado et al., 2012; Palomera et al., 2014).
Las razas que fueron utilizadas en nuestro estudio eran mestizas (corriedale y katahdin) cuyas
caracteristicas reproductivas son, tener un solo parto al afio, lo que se relaciona con una
prolificidad disminuida, lo que pudo estar relacionado con la baja tasa de respuesta en el bajo

namero de cuerpos liteos y embriones colectados.

Navarrete-Sierra et al., (2008) en su estudio realizado en ovejas pelibuey obtuvieron la
cantidad de 89 cuerpos luteos, siendo este valor superior al encontrado en muestro estudio,

pero un resultado similar de 35 embriones viables.
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Conclusiones

La aplicacion de un protocolo de superovulacién basado en el uso de FSH a una dosis total
de 200 mg, logro un porcentaje moderado de superovulacion (50%), valorada a través del
namero de embriones recolectados lo que demuestra una alta variabilidad individual de las

hembras utilizadas en nuestro estudio.

Se obtuvo un total de 42 embriones de los cuales solo 37 fueron seleccionados como aptos
para ser congelados y almacenados en Ny, creando asi el primer banco de material genético
disponible para el mejoramiento genético del hato ovino existente en la granja experimental

de Nero de la Universidad de Cuenca.

Existié una correlacién entre las dos variables tamafio de cuerpo lateo y calidad de estructuras

obtenidas (embriones).
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Anexos

Anexo A. Plantilla de valoracion de donantes

Datos generales Anamnesis Historial clinico Revisién clinica
ID Fecha de ultimo Ultima Condicién
donante: suceso de enfermedad corporal

exposicion presentada
Raza N° partos Fecha ultimo
tratamiento
Edad Fecha del ultimo Farmacos
parto aplicados
Peso

Jenny Alejandra Agudo Benavides — Jessica Maribel Tepan Rumipulla




UCUENCA

Anexo B. Registro del protocolo de las ovejas donadoras

54

ID oveja donadora:
Dia Fecha Mafiana (6:30) AM Tarde (18:30) PM
0
martes Colocar esponja
1
2
3
4 . :
sdbado Recambio de esponja
5
6
7
8 |
miércoles FSH (40 mg = 2 ml) FSH (40 mg =2 ml)
9
jueves FSH (30 mg = 1.5 ml) FSH (30 mg = 1.5 ml)
10 FSH (20 mg = 1 ml) + retirar
viernes esponja + PG (25 mg = 2ml) FSH (20mg = 1 ml)
11 FSH (10mg = 0,5cc)
Sabado FSH (10mg = 0,5cc)
12
Domingo Dar monta 8 am, 12pm, 6pm Dar monta
13
14
15
16 | Jueves Retirar agua y comida
17
Viernes Retirar agua y comida Retirar agua y comida
18
Sabado Lavado y colecta embriones
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Anexo C. Registro de la monta donadoras

CONTROL DE MONTA DONADORAS

Fecha ID oveja Semental 8 AM 1PM 6 PM
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Anexo D. Registro de estructuras observadas mediante laparotomia

56

ID Oveja:
oD Ol

N° | Estructura Diametro Observacion N° | Estructura Diametro | Observacion
(mm) (mm)
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Anexo E. Registro de estructuras recuperadas mediante el lavado

ID oveja N° embriones Estado de Calidad Embriones
desarrollo transferibles

Embriones totales

Jenny Alejandra Agudo Benavides — Jessica Maribel Tepan Rumipulla



UCUENCA

¥

Anexo F. Ovejas donadora

“—

S —

Anexo J. Preparacién prequirargica Anexo K. Colocacion de la oveja en

la camilla pivotante

58
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2 4
Anexo L. Preparacion del area de Anexo M. Incisién en la zona
cirugia. abdominal.

Anexo N. Exteriorizacién de los Anexo O. Respuesta superovulatoria
cuernos uterinos.

Anexo P. Colocacién de la sonda Foley Anexo Q. Lavado
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Anexo R. Recoleccion en filtro

de coleccién.

Anexo V. Congelacién y almacenamiento de pajuelas en N

60
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