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RESUMEN

El trabajo de investigacion se realizé en meses de marzo a septiembre en la Estacion
Experimental Choquenaira Provincia Ingavi del Departamento de La Paz que esta a una
altura de 3870 m.s.n.m.; con el objetivo de evaluar el efecto de la Hormona
Gonadotropina Corionica Equina (eCG) para la produccion de embriones en ovinos
donadoras, con un protocolo de Superovulacion, para lo cual se utilizé 8 ovinos
donadoras de 4 afios de edad, tratamiento 1. Se sincronizo a 4 ovinos donadoras con
la esponja intravaginal con progestageno posteriormente se aplico 800 Ul de (eCG) por
via intramuscular, cumpliendo el protocolo de Superovulacién se realizé la colecta, el
lavado y clasificacion de embriones. Tratamiento 2. Se sincronizo a 4 ovinos donadoras
con la esponja intravaginal con progestageno posteriormente se aplico 1000 Ul de
(eCG) por via intramuscular, cumpliendo el protocolo de Superovulacion se realizé la
colecta, el lavado y clasificacion de embriones. En cuanto a los resultado. El promedio
de embriones obtenidos (figura 2) en el tratamiento 1 fue 2.25 + 0.96 embriones por
donadora. En el tratamiento 2 el nimero de embriones fue 1.25 + 0.96. A nivel de 5%
dado que P = 0.1901 es mayor a nivel alfa 0.05, se concluye que no existieron
diferencia significativa (p > 0.05) entre el promedio de embriones del T1 y el T2. Con
estos resultados se acepta la hipotesis nula demostrando que los animales del T1

tienen igual respuesta ovulatoria que los animales del T2.

Para el T2 con un promedio de 1.25 + 0.96 embriones obtenidos por oveja es similar
frente al promedio reportado por Blanco et al. (2003) donde obtuvo un promedio de
1.0+£0.5 embriones por oveja y para el T2 el resultado 2.25 + 0.96 embriones obtenidos
por oveja es superior frente a 1.2+0.6 embriones por oveja reportado por Blanco et al.

(2003) a pesar de tener una dosis menor para la estimulacion.



SUMMARY

This research was carried out in the months of March to September at the Choquenaira
Province Ingavi Experimental Station of the Department of La Paz, which is at a height
of 3870 m.s.n.m .; with the objective of evaluation the effect of Equine Chorionic
Gonadotropin Hormone (eCG) for the production of embryos in donor sheep, with a
Superovulation protocol, for which 8 donor sheep of 4 years of age are used, treatment
1. Synchronized to 4 donor sheep with the intravaginal sponge with posterior progestin,
800 IU of (eCG) is applied intramuscularly, complying with the superovulation protocol,
collection, washing and embryo classification is performed. Treatment 2. It is
synchronized to 4 donated sheep with the intravaginal sponge with progestogen
subsequently 1000 IU of (eCG) is applied intramuscularly, complying with the
superovulation protocol is carried out the collection, washing and classification of
embryos. Regarding the results, the average fast embryos (table 2) in treatment 1 was
2.25 + 0.96 embryos per donor. In treatment 2 the number of embryos was 1.25 + 0.96.
A level of 5% given that P = 0.1901 is higher at the 0.05 alpha level, it is concluded that
there is no significant difference (p > 0.05) between the average embryos of T1 and T2.
With these results, the null hypothesis is accepted demonstrating that T1 animals have

the same ovulatory response as T2 animals.

For T2 with an average of 1.25 = 0.96 embryos recommended by sheep is similar to the
average reported by Blanco et al. (2003) where it obtained an average of 1.0 = 0.5
embryos per sheep and for T2 the result 2.25 + 0.96 embryos obtained per sheep is
higher compared to 1.2 + 0.6 embryos per sheep reported by Blanco et al. (2003)

despite having a lower dose for stimulation.

Xi



1. INTRODUCCION

La ganaderia ovina adquiere importancia en la zona altiplanica, porque gran parte de la
poblacién que se habita en altiplano, asume esta actividad por la vocacion natural. La
crianza de ovinos esta basicamente desarrollado por pequefios productores a nivel
comunal, con sus particularidades propias en cada region. Este rubro cumple roles muy
importantes en la alimentacion, vestimenta y en la generacion de ingresos econdémicos.
La capacidad de reproduccion bajo sistemas tradicionales en las diferentes especies y
razas es un factor limitante para acelerar el progreso genético. En condiciones normales
la crianza de ovinos, se obtiene durante toda la vida productiva de una oveja entre 6 a 8
crias; la transferencia de embriones permite incrementar el potencial reproductivo de las
hembras de alto valor genético mediante un mayor aprovechamiento de la reserva de
ovocitos que se encuentran en el ovario que mediante estimulacibn hormonal
desencadena una ovulacion multiple (OM) pudiéndose obtener un niumero considerable

de embriones en un corto periodo de tiempo. (Gibbons & Cueto, 2013)

La Superovulacion permite la multiplicacién de hembra genéticamente superiores a tasas
mayores que las naturales, utilizadas en diferente especies de interés zootécnico, en
algunos paises, la explotacion ovina ha presentado histéricamente un rubro importante
dentro de las producciones agropecuarias, el estudio la posibilidad de emplear protocolos
sencillos de estimulacion apropiados para estos rebafios extensivos, sin afectar la

produccién de embriones e incluso reduciendo el costo. (Alonso, 2004)

1.1. Planteamiento del problema

Uno de los problemas principales es la baja eficiencia reproductiva, y como consecuencia
los bajos ingresos econdmicos para el sustento de las familias, a pesar de que los
ultimos afios de nuestro pais se esta promoviendo el manejo reproductivo a través de la
técnica de la inseminacion artificial en ovinos, sigue siendo una dificultad difundir

rapidamente el material genético de ejemplares de buena caracteristicas.



El problema principal es los bajos recursos econémicos que generan los ovinos criollos
hoy en dia, donde los pequefios productores quieren hacer desaparecer este animal
criollo y seleccionar los animales mejores e ir mejorando la genética mediante muchos
protocolos, porque esta técnica ha demostrado en otras especie que si se puede mejorar

la calidad genética.

Por la baja calidad genética en el altiplano de los ovinos, expresado en la produccion de
los pequenios productores es necesario realizar este tipo de investigacion para mejorar la

rentabilidad y el ingreso econdmico para las familias que se dedican a este rubro.

1.2. Justificacion

La hormona Gonadotropina Coriénica Equina (eCG), es una hormona que tiene acciones
bilégicas similares a la actividad FSH (80%) y LH (20%) y tiene una larga vida media de
63 horas debido a su alto contenido de &cido sialico. Porque el tratamiento de ovulacion
multiple utilizando eCG presenta ventajas al ser un tratamiento econdmico, puede
administrase en una sola dosis lo que evita el manejo excesivo que resulta ser un factor
estresante para los animales.Se ve por conveniente estudiar el efecto de la aplicacién de
un tratamiento con eCG para la Superovulacion de ovinos para demostrar que es factible
la produccion de embriones viables y con ello realizar en un futuro cercano la
transferencia de embriones y asi acortar el progreso genético en la crianza de ovinos

criadas por las familias en las comunidades.

1.3. Objetivos
1.3.1. Objetivo general

e Evaluar el efecto de la Hormona Gonadotropina Corionica equina (eCG) en la
Superovulacion y la produccion de embriones en ovinos (Ovis aries) en la Estacion

Experimental de Choquenaira.



1.3.2. Objetivos especificos

e Determinar el nimero de cuerpos luteos a efecto de Superovulacién con 800 y
1000 Ul de Gonadotropina Coriénica Equina (eCG) en ovinos.

e Determinar el numero y calidad de embriones a efecto de Superovulacion con 800
y 1000 Ul de Gonadotropina Coriénica Equina (eCG) en ovinos.

1.4. Hipotesis

Ho. Los ovinos tratado con la dosis de 800 Ul de eCG tienen la misma respuesta

ovulatoria que los animales tratados con una dosis de 1000 Ul de eCG.



2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1. Situacion del ganado ovino en Bolivia

La poblacién aproximada de ganado ovino en Bolivia es de 8,877.5100 cabezas, de las
cuales el departamento de La Paz cuenta con 3,169.150 cabezas, distribuidas en el
Altiplano Sur, Central y Norte. (INE, 2011)

En Bolivia el ganado ovino, en su mayoria es de la linea criolla (90%), se hallan
distribuidos en ecosistemas donde, las condiciones ambientales son extremas (sequia,
heladas). EI manejo es realizado por pequefios productores, mediante tecnologia

tradicional, con resultados, nada expectables. (INE, 2011)

La ganaderia ovina se constituye como el elemento estabilizador de la economia familiar
y campesina, ademas de una articulacion directa en la fertilizacion de los suelos
(estiércol), en la utilizacién de artesanias textiles de reconocido valor. (Quiroga, 2005,
pag. 157)

2.2. Anatomia del aparato reproductor de la hembra

2.2.1. Ovario

Son los 6rganos esenciales para la reproduccion de la hembra, son glandulas de
secrecion endocrina (hormonas) y exocrina (gametos). Se sitian en la cavidad abdominal

en la parte anterior de la cavidad pélvica (Villca, 2013).

En términos generales, se encarga de organizar y dirigir toda la vida sexual de la

hembra, regulando el ciclo estral con la liberacion de hormonas y de un 6vulo cada 17

4



dias, en su superficie se encuentran 2 estructuras: los foliculos y el cuerpo Ilateo (CL), los
primeros estan llenos de fluidos y varian en tamafio el m4s grande se denomina
‘dominante” y es el que ovula cuando el animal entra en celo, por influencia de las

hormonas gonadotropina FSH y LH. (Rojas, 2003)

En el espacio que queda después de la ovulacién, se forma un cuerpo hemorréagico que
luego se transforma en CL. Al momento de la palpacion rectal, la deteccion del CL sirve
para comprobar si ocurrio la fecundacion, en caso contrario se degenera alrededor del
dia 14, los foliculos produce los estrogenos, responsables de la conducta sexual durante
el estro, mientras que el CL secreta progesterona, responsable de la inactividad sexual y

del mantenimiento de la gestaciéon. (Dowd, 1999)

2.2.2. Oviducto

El oviducto sostiene al ovario por medio de las fimbrias quienes se encargan de capturar
al ovocito al momento de la ovulacién; el ovocito avanza sobre el oviducto para
encontrase con los espermatozoides y poder ser fecundado, el oviducto esta dividido en
istmo y &mpula, el punto donde se lleva a cabo la fecundacion o fertilizacion del huevo,

se llama unién istmo ampular. (Hafez E. , 2000)

2.2.3. Cuernos del Gtero

El oviducto termina donde inicia el cuerno uterino, nueve dias después el huevo
fecundado ya es un embrion maduro y puede estar localizados en el cuerno derecho o
izquierdo, dependiendo donde se produjo la ovulacién, en el cuerno del Utero se hace el
reconocimiento del embrién, las paredes del cuerno reconocen el embrion y este es

adherido a ella para dar origen al nuevo feto. (Hafez E. , 2000)



2.2.4. Cuerpo del atero

El cuerpo del Gtero es corto, mientras que los cuernos uterinos son relativamente largos,
el embrion continua su desarrollo aqui y empieza la formacién de la placenta, que lo
cubre mientras se convierte en feto, la placenta proporciona nutricion y oxigeno al
producto y le retira desechos y dioxido de carbono, no hay mescla directa de sangre
entre feto y la madre, pero un complejo sistema permite el paso selectivo de ciertas

moléculas de un lado a otro. (Hafez E. , 2000)

2.2.5. Cérvix

Es una estructura con forma de esfinter con pliegues y criptas que tiene como principal
funcion la de actuar como una barrera separando el Gtero que es una zona limpia de la
vagina. Esta funcién es esencial para que una gestacién se desarrolle sin problemas, la
estructura mas destacada son sus anillos que se encuentran apoyados sobre una
potente lamina de fibras musculares lisas que permite que se contraiga o se relaje
durante el estro para permitir el paso del semen en direccién al Utero o la expulsién del
feto durante el parto. (Hafez E. , 2000)

En la mucosa existen células secretoras de moco cervical, la cantidad y viscosidad de
esta secrecion depende del predominio de estrégenos o progesterona durante el ciclo
estral, en la fase de estro el moco cervical es muy fluido para facilitar la ascension de los
espermatozoides, pero en cambio una vez que se ha producido al ovulacion, debido a la

progesterona, se transforma en una secreciéon muy viscosa.

Por ultimo, el numero de anillos es una particularidad de cada especie, asi por ejemplo,
la vaca posee tres anillos y en cambio la oveja posee al menos siete, lo que impide que
en la practica la inseminacién cervical similar a la de la vaca tenga éxito. (Hafez E. ,
2000)



2.2.6. Vagina

Villca (2003), menciona que es la porcion del conducto del parto situada en la cavidad
pelviana, entre el utero por delante y el vestibulo caudalmente. Sirve como receptaculo

para recibir el pene del macho durante la copula.

La mucosa vaginal carece de glandulas, esta formada de epitelio escamoso estratificado.
Después de la submucosa laxa se extienden las capas musculares, una interna circular
de fibras lisas y una externa longitudinal. Los fondos de saco vaginales se deben a la

proyeccion del cuello.

2.2.7. Vulva

Es la parte mas externa y esta formada por los labios vulvares, de longitud y el clitoris,
gue se encuentra en la comisura ventral. Tiene 3 funciones principales: permitir el paso

de orina, abrirse en el momento de la copula y servir de canal del parto. (Hafez E. , 2000)

Los labios de la vulva tienden a verse secos y arrugados en estado normal, pero cuando
la oveja entra en celo, la vulva se ensancha y adquiere una apariencia rojiza y humedo,
Inmediatamente después se encuentra el vestibulo vaginal, que conecta con la vagina y
esta marcado por el orificio uretral, este representa el primer obstaculo en la
inseminacién artificial, 1A, pues la pipeta podria ser introducida por este orificio. (Hafez E.
, 2000)

2.3. Fisiologia reproductiva de la hembra

2.3.1. Ciclo estral

El ciclo estral de los ovinos tiene una duracion aproximada de 17 dias en la fase lutea,

gue comprende el metaestro y diestro, la concentracion de progesterona alcanza valores
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de 1 mg/ ml 0 més, esta hormona se sintetiza y libera a partir de un cuerpo liteo maduro
y funcional, en este periodo la hembra manifiesta comportamiento sexual activo, es decir
la hembra permite la monta del macho, el macho detecta a la hembra en celos a través
de las feromonas que se libera de la secrecion vaginal, la oveja es receptiva al carnero
Unicamente en un periodo de tiempo de 24 a 36 horas denominada celo, y de no quedar
prefiada repetira el ciclo mientras dure el fotoperiodo corto, la oveja ovula
aproximadamente 48 horas después de la iniciacion del celo, son unas de las principales

caracteristicas que pueden presentar los ovinos cuando entran en épocas reproductivas.

Su duracion es de 16 a 17 dias, con extremos de 14 a 21. Mientras no haya fecundacion
se repetira ritmicamente cada 17 dias, hasta que continle el estimulo externo, cuando
este desaparece, la oveja va a entrar nuevamente en anestro hasta la proxima

temporada sexual. (Becaluba, 2007)

2.3.1.1. Proestro

Es el periodo de preparacion para el estro, el cuerpo Iiteo regresa y se inicia el
crecimiento terminal del o de los foliculos, tiene una duracion de 2 dias. (Becaluba, 2007)

2.3.1.2. Estro

Periodo en el cual la hembra es receptiva al macho, las manifestaciones clinicas son
menos pronunciadas que en la vaca o0 en la yegua, la oveja en celo puede buscar al
carnero, pero hace muy poco esfuerzo por demostrar su deseo sexual, la duracion es de
unas 24 a 36 horas, pero en borregas es mas corto, la presencia del macho o el coito
disminuyen la duracion del mismo, los estrogenos producidos por los foliculos que
crecieron rapidamente en el proestro son los responsables de las manifestaciones
clinicas del estro, producen también la estimulacién del mucus vaginal, enrojecimiento de

la vulva y vagina, y engrosamiento del epitelio vaginal.



La ovulacién ocurre generalmente a las 14 horas posteriores al pico de LH. (Gordon,
1996, pag. 492)

2.3.1.3. Metaestro

Es el periodo post ovulacién caracterizado por la formacion de los cuerpos luteos que por

Su secrecion impediran la ovulacion tiene una duracién de 2 dias. (Gordon, 1996)

2.3.1.4. Diestro

Existe uno o varios cuerpo luteo totalmente desarrollado a partir de los foliculos que han
ovulado, si se ha producido fecundacion el cuerpo luteo continda a lo largo de los 145
dias de gestacion, de lo contrario el cuerpo liteo permanece util solo 11 a 12 dias y
luego regresa (lisis). (Gordon, 1996)

2.3.3. Endocrinologia del ciclo estral

Eje hipotaldmico hipofisario-gonadal del mamifero. En la pubertad, la secrecion pulsatil
de GnRH estimula la hipofisis anterior para la liberacion de LH y FSH. Estas actian
sobre las gonadas y promueven la gametogénesis y la produccién de las hormonas
esteroides gonadales, las cuales forman el circuito de retroalimentacion para regular la
liberacion de GnRH, LH y FSH. Las neuronas kispeptina (Kiss1) actian como el principal
nexo para la retroalimentacion sobre la secrecibn de GnRH. En la hembra, los altos
niveles de estrégenos y progesterona estimulan las neuronas kispeptina del AVPV y
provocan el pico preovulatorio de GnRH/LH, pero inhiben la expresion de Kissl en el
nucleo arcuata (ARC). En el macho, GnRH y las gonadotropinas son reguladas
negativamente por la testosterona circulante, parcialmente a traves de la actividad de las

neuronas kispeptina del ARC. (De Tassigny & Colledge, 2010)



La hormona Kisspeptina y liberacion de GnRH, las neuronas que secretan kisspeptina y
las neuronas que secretan GnRH. Las neuronas que expresan KiSS-1 mRNA desde el
nuacleo arcuata (Arc) y los ndcleos peri ventriculares antero ventrales (AVPV), hacen
contacto sinaptico con las neuronas GnRH dentro del area pre optica (POA). Sobre la
activacion del receptor kisspeptina GPR54, las neuronas GnRH son estimuladas para
liberar GnRH en la circulacion portal, lo cual a la vez estimula la liberacion de
gonadotropinas, hormona foliculo estimulante (FSH) y hormona luteinizante (LH) de la
pituitaria. La kisspeptina es un Nero péptido. Se conoce que la kisspeptina (Kp) liberada
por las neuronas kisspeptina dentro del hipotdlamo controla la secrecion de GnRH de las
neuronas GnRH a través de la interaccion con su receptor cognato (KissR/GPR54).
Luego, la secrecibn de GnRH de estas neuronas conduce a la secrecion de
gonadotropinas (FSH/LH) de las gonado tropaspituitarias. (Smith & Steiner, 2006, pag.
11)

El pico preovulatorio de la hormona luteinizante LH conduce a la ovulacion del (o de los)
foliculo preovulatorio y a la luteinizacion de la estructura folicular remanente, con la
subsecuente formacion del cuerpo lateo, mientras el cuerpo lateo se desarrolla, las
concentraciones de progesterona secretadas por éste aumentan, la progesterona
secretada durante la fase luteal ejerce varios efectos durante el ciclo estral: 1) realizan un
‘priming” sobre los centros comportamentales del cerebro de forma tal que el
comportamiento de celo sera inducido por el aumento posterior de los estrégenos en la
fase folicular, 2) modulan el desarrollo folicular de forma que el préximo pico de LH
inducira la formacién de un cuerpo lateo normal, 3)inhiben la secrecion uterina de PgF2a
durante los primeros dias de la fase luteal, y 4)suprimen la frecuencia de pulsos de la
hormona hipotalamica liberadora de gonadotrofinas (GnRH) por lo que se inhibe la

secrecion tonica de LH. (Huanca, 2008)

Hacia el dia 11-12 del ciclo, se gatilla el mecanismo de retroalimentacién (+) oxitocina
luteal- PGF2a endometrial que culmina con la lisis del cuerpo IUteo, que lleva a una caida
brusca de la progesterona plasmatica alrededor del dia 14, en éste mecanismo estan

involucrados tanto la propia progesterona como los estrégenos, quienes controlan la
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concentracion de receptores para la oxitocina a nivel de las células endometriales, esta
caida de la progesterona permite el aumento de pulsaciones de GnRH y LH lo que
estimula la secreciéon de estradiol por el ovario, el aumento sostenido de estradiol
estimula el comportamiento estral y los aumentos preovulatorios de GnRH y LH. El
aumento de LH induce la ovulacién y luteinizacion, con lo que disminuye la secrecién de
estradiol, iniciAndose un nuevo ciclo.

El rol preponderante que juegan los esteroides ovaricos queda evidenciado en los tres
eventos criticos del ciclo estral que son la luteolisis, el comportamiento estral, y el
proceso de ovulacién-luteinizacion, la progesterona, regulando el mecanismo oxitocina
luteal-PGF2a endometrial, controla la luteolisis; mientras que el aumento de estradiol de
la fase folicular es responsable del comportamiento estral y del aumento de los niveles

de LH que conducen a la ovulacion. (Hincapié, 2004)

El desarrollo folicular en los pequefios rumiantes ocurre en ondas, tanto en la estacion
reproductiva como durante el anestro estacional, las que emergen a intervalos de 4 a 6
dias, en cada onda se selecciona un foliculo (en razas monoovulatorias) que ejercera
dominancia sobre los otros que, por su parte se atresiaran, el foliculo mayor (dominante)
de una onda seré el foliculo ovulatorio si logra establecer una cascada endocrina con la
LH que desemboque en el pico preovulatorio de LH (para que esto suceda no debe
existir concentraciones elevadas de progesterona que “bloqueen” al hipotalamo o a la
apofisis), en su defecto se atresiard mientras emerge otra onda folicular, por su parte
durante el anestro estacional, el foliculo dominante de una onda no podra ovular mientras
gue los factores exteroceptivos inhibitorios (relacién luz /oscuridad y su traduccién
enddcrina) se mantengan y predomine un feedback negativo entre los estrégenos y el eje

hipotalamo-hipofisario. (Hincapié, 2004)

Los esteroides ovaricos interactian con las gonadotrofinas para regular la dinamica
folicular. La emergencia de las ondas foliculares esta determinada por la FSH y una
elevacion de su concentracion sérica precede en 1-2 dias a cada onda. Los productos
foliculares estrogenos e inhibina, sintetizados fundamentalmente por el foliculo

dominante, retroinhiben negativamente la secrecion de FSH, por lo que cuando existe un
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foliculo dominante la FSH disminuye, y cuando comienza la atresia de ese foliculo
productor de sustancias inhibidoras, la FSH tiene un pequeiio aumento que es el
responsable de la emergencia de la siguiente onda folicular, el foliculo dominante es
dependiente en su fase final de crecimiento también de la LH y en particular de su

pulsatilidad, durante el ciclo estral. (Huanca, 2008)

2.4. Métodos de sincronizacion del estro

(Kelly, 1997)La sincronizacién del estro involucra el control o manipulacion del ciclo estral
con el propédsito de que las hembras elegidas en un rebafio expresen estro (celo)
aproximadamente al mismo tiempo, la base de su éxito consiste en la aplicacién del
producto en el momento que la hembra presenta cuerpo liteo, es una técnica biolégica
mediante el empleo de hormonas exdgenas con el objetivo de concentrar la presentacion
de celos y de esta manera acortar o eliminar la deteccion de celo, permitiendo predecir el

momento de estro con una seguridad razonable.

En el caso de la transferencia de embriones, mas que la exacta sincronia del celo y
ovulaciones entre ovinos hembras donantes y receptoras y estadio (edad) embrionarios
son mas importantes puesto que al momento de realizar la colecta de embriones esto
presentan una importante variabilidad en cuanto a sus edades es importante también
disponer de receptoras que tengan alguna variabilidad en su grado de sincronia del
momento de ovulacion, esto permitird elegir la receptora mas adecuada para cada tipo
de embrién a transferir. (Jiménez, 2009)

2.4.1. Sincronizacioén utilizando progestagenos

El mecanismo de accion de los progestagenos sintéticos utilizados para sincronizar el
estro, es inhibir la secrecion de LH de la Hipdfisis, evitando la foliculogenesis. (Hafez &
Hafez, 2002)
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Consiste en la aplicacién de un dispositivo que puede ser una esponja 0 un implante
denominado CIDR impregnado con una fuente de progesterona, y es aplicada por via
vaginal, imitando la fase luteal del ciclo estral y al final del proceso se aplica una
gonadotropina capaz de favorecer la respuesta ovulatoria. (Abecia, Forcada, & Gonzale-
Bulnes, 2012)

2.4.2. Sincronizacion utilizando PGF-2a

Se realiza mediante la aplicacion de un anélogo de la PGF-2a induciendo una regresion
temprana del CL, interrumpiendo la fase luteal y desencadenando una nueva fase
folicular, este método no es efectivo si no existe la presencia de un CL funcional
(Universidad Nacional Autobnoma De México, 2008). Consiste en una primera aplicacion
de la hormona que provocara luteolisis solo en las hembras que presenten un CL, 9 a 11
dias posteriores se aplica una segunda dosis donde las hembras que no respondieron a
la primera aplicacion tendra ya un CL funcional, y las que respondieron tendran un CL a
mitad del ciclo y también tendran respuesta. (Abecia, Forcada, & Gonzéale-Bulnes, 2012)

2.5. Tratamiento de estimulacién ovarica

Durante la Superovulacién, las gonadotrofinas son suplementadas a los efectos de
aumentar el nimero de foliculos que ovulan. Su mecanismo de accién esta basado en la
unién y activacion de los receptores de FSH de las células de la granulosa presentes en
los foliculos. (Beard, 1994)

El aumento de la tasa ovulatoria por encima de la normal inducido por las gonadotrofinas
exdgenas se produce mediante la combinacion de distintos mecanismos. Entre ellos,
tiene lugar el reclutamiento de foliculos mas pequefios, de modo que el tamafio minimo
de los foliculos para ser reclutados disminuye a unos 0,8 mm. También se produce una
disminucién del tamafio de los foliculos preovulatorios, a unos 2-3 mm generalmente.
(Cerbobn, 1995)
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Un trabajo reciente ha establecido que los foliculos deben alcanzar un tamafio minimo de
3 mm para lograr ovocitos viables, en tanto que aquellos que miden 2 mm suelen
asociarse a mayores tasas de degeneracion embrionaria. El reclutamiento de foliculos
demasiado pequefios, que tendria lugar especialmente en ovejas con tasa ovulatoria
elevada, no permitiria un adecuado desarrollo folicular y maduracion del ovocito, aun
cuando fueran capaces. Un estudio de Robalo(2005), sefiala que la cantidad de cuerpos
luteos estaria relacionada con la poblacion de foliculos de al menos 4 mm al momento
del inicio del celo, pero no con la clase mas limitada de foliculos iguales o mayores a 6
mm, tamafio referido como ovulatoria en ovinos, especialmente de raza Merino.
(Driancourt, 1987)

La citada reduccion en el tamafio de los foliculos ovulatorias ha sido encontrada no soélo
en ovejas superovuladas, sino también durante el ciclo estral en hembras de lineas muy
prolificas (Suéarez, 2014). Otro mecanismo alterado por la administracion de
gonadotrofinas es el ritmo de crecimiento del “pool”, de modo que se duplicaria la tasa de
crecimiento folicular, alcanzando unos 3 mm/dia (Fernandez Abella, 1993). Finalmente,
la proteccién folicular de la atresia y la extensién del reclutamiento, aln en presencia
previa de foliculos grandes, permiten que mas foliculos sean incluidos en el grupo
ovulatoria. (Gherardi, 2001)

Sin embargo, las gonadotrofinas ejercen al mismo tiempo efectos negativos. Entre ellos,
aumentan la incidencia de alteraciones en el desarrollo folicular, en la maduracion de los
ovocitos y en los mecanismos ovulatorias. Frecuentemente, foliculos que han iniciado su
atresia son rescatados (Irazoquiet al., 2002), pero el desarrollo de esta poblacion folicular
suele ser inadecuado, lo que conduce a fallos ovulatorias (Irelandet al., 2005). Asimismo
se han observado alteraciones en la competencia foliculo-ovocito, en los patrones
enddcrinos durante los periodos preovulatorios y preimplantacionales, en la capacidad de
desarrollo de los embriones y en el ambiente uterino, todas ellas asociadas a una menor

y variable viabilidad embrionaria en ovejas superovuladas. (Greve, 2003)

(Mueller, 2008) La Superovulacion en ovinos ha sido realizada mediante la utilizacion de

diferentes fuentes hormonales. Entre las hormonas mas comunmente empleadas se
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hallan la eCG (Gonadotropina Coridnica Equina; también denominada PMSG,
Gonadotropina del Suero de Yegua Prefiada) y la FSH (Hormona Foliculo Estimulante).

2.5.1. Seleccion de Donadoras y Receptoras

El elemento fundamental en que se basa la eleccion de una donadora es su valor
genético conforme a criterios apropiados de aptitudes zootécnicas investigadas en la
raza en cuestion. En cambio, no se tiene en cuenta ninguna exigencia a este tipo
en la seleccion de receptoras. En todo caso, donadoras y receptoras deberan
satisfacer los criterios fisiolégicos y patolégicos que condicionan el éxito del

programa:

Todas las hembras seleccionadas como donadoras deben haber tenido un parto en la
temporada reproductiva anterior y deberd haber transcurrido como minimode 2 a 5
meses antes de iniciar los tratamientos segun la raza. La puesta en reproduccion
precoz con relaciéon al parto anterior determina con frecuencia una escasa fertilidad.
(Ramon, 2003, pag. 66).

Los animales deberan encontrarse Clinicamente sanos y rechazarse los animales que

presenten liquidos vaginales que puedan revelar infecciones del tracto reproductor:

e La edad de la oveja es un factor a considerar, ya que se ha observado
mejor respuesta en hembras de 2 partos o mas que en las primalas, esto
fundamentalmente porque ya existe una madurez sexualy probada

fertilidad y prolificidad.

e Por lo que respecta a las hembras donantes, la seleccién puede basarse en una

excelente condicion corporal lo que reflejara una mejor respuesta.

e Cuando se trate de hembras nuliparas, éstas deben presentar un desarrollo
corporal representativo de al menos el 60% del peso vivo adulto y tener una edad

minima de 8-10 meses.
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e Antes de la seleccion de donantes y receptoras seran sometidas a varios

ensayos seroldgicos para detectar posibles enfermedades contagiosas.

e La seleccion de receptoras deberan de cubrir los mismos requisitos que las
donadoras excepto el valor genético ya que de preferencia seran animales
cruzados con alta resistencia y vigor hibrido, buen instinto materno y

produccion de leche, pues de ellas dependera la sobrevivencia del cordero.

2.5.2. Factores que intervienen en la respuesta a la ovulacion multiple

El factor intrinseco de cada animal juega un rol primario en la respuesta al tratamiento de
ovulacion multiple. Estudios realizados en vacunos demostraron que solamente el 68%
de las hembras respondid con embriones transferibles. El 32% restante incluia a las
hembras sin respuesta a la estimulacion ovarica, sin recuperacion de embriones u
ovocitos, 0 con recuperacion de embriones no transferibles (Donaldson, 1984). Por
consiguiente siempre se debe tener presente que un porcentaje de hembras no

respondera al tratamiento hormonal de ovulacion multiple. (Gallardo, 2001)

La variabilidad individual a la respuesta hormonal de ovulacion mdiltiple esta
condicionada por el estado fisioldgico del ovario y por el nUmero de pequefios foliculos (1

a 2 mm) en el momento de comenzar el tratamiento hormonal con FSH. (Gallardo, 2001)

En la seleccion de las hembras donantes se debe tener presente la alta variabilidad
individual en la respuesta ovulatoria multiple. Para evitar un gasto innecesario de tiempo
y dinero, es posible realizar una predeterminacion de la respuesta ovulatoria. La
respuesta individual de cada hembra donante esta correlacionada positivamente (r=
+0.7) con el numero de foliculos presente al momento de iniciar el tratamiento hormonal
de ovulacion multiple la factibilidad de realizar una predeterminacion individual por
observacion laparoscopica permite rechazar las hembras que daran un bajo nimero de
embriones. (Gallardo, 2001)
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La raza es otro factor de variacion, presentandose en las mas prolificas una mayor
respuesta a la ovulacion mdaltiple, embriones transferibles y crias nacidas, la estacion
sexual también influye sobre el nimero medio de ovulaciones por hembra ovina, siendo
superior en la estacion reproductiva con respecto al periodo de anestro Esta diferencia
no se observo en las cabras aunque la calidad de los embriones fue superior en la época
reproductiva. (Gallardo, 2001)

La alimentacidon juega un rol muy importante en la respuesta a los tratamientos
hormonales de ovulacién mdltiple, debido a que se ha demostrado que no solamente
afecta la respuesta ovulatoria sino que es posible que se presenten luteolisis prematuras,
tanto en estacion como en contraestacion sexual, en cabras, la aparicion de este
fendmeno es muy variable (0% a 27%). Consecuentemente la recuperacion embrionaria
es baja, debido al transporte anormal de los embriones en el medio uterino este
problema también ha sido reportado en ovinos, en la actualidad existen varios factores
no bien esclarecidos, que controlan la foliculogenesis, el crecimiento folicular, la
maduracion de los ovocitos, la ovulacion y la fertilizacién. Los avances que se logren en
el entendimiento de sus funciones y sus interrelaciones, determinardn una mayor
eficiencia de los tratamientos hormonales de ovulacién multiple, reduciendo los costos e

incrementando los beneficios de la TE. (Gibbons S. , 1995, pag. 17)

2.5.3. Colecta de embriones

Los embriones se recogen mediante lavados sucesivos de los cuernos uterinos. Para
ello se inyecta una solucion fisiolégica (PBS: Phosphate bufferedsaline) en un extremo
de los cuernos y el flujo generado empuja los embriones al extremo opuesto del cuerno,

donde se recuperan mediante un catéter colector.

La metodologia empleada para la colecta de embriones consiste en inyectar un medio
liguido para producir una corriente de arrastre (lavado o Flushing) a través de los

cuernos uterinos. El medio que se utiliza es el PBS (Solucion Buffer Fosfato) enriquecida
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con 4% de Albumina sérica bovina (BSA fraccion V) o 10% de suero fetal bovino.
En general, la colecta de embriones se realiza entre los dias 6° a 7°, posterior al dia de

inicio del celo (dia cero).

La razon de estos tiempos se debe a los siguientes fundamentos: -Los embriones
estan en el tercio superior de los cuernos uterinos. -Presentan la membrana
pelucida, necesaria como barrera sanitaria. -La congelacion se realiza en estado de

morula compacta o blastocisto. (Romo, 1993).

Las técnicas para la colecta de embriones en los rumiantes menores son:

. Técnica quirdrgica -laparotomia media.
. Técnica no quirdrgica -laparoscopia.
o transcervical (Elsden, &Seidel 1986). Estas intervenciones se llevan a cabo bajo

anestesia general. Es indispensable que los animales no reciban alimento ni agua, en las
24 horas previas a la operacion. Se utiliza un tranquilizante y un anestésico, es posible
realizar una combinacion de Xilazina (0.11 mg/kg) y Clorhidrato de ketamina (5.5
mg/kg), suministrando esta Gltima a los 10 minutos de la primera (Martinez, 1999).

2.5.3.1. Técnica quirargica

La hembra se ubica en un plano inclinado en una camilla (cabeza hacia abajo).

Se rasura y se desinfecta el campo operatorio. Se realiza una laparotomia media de 5
a 7 cm, y a3 cm por delante de la ubre. Antes de comenzar con la recuperacion
embrionaria se realiza la exteriorizacion de los ovarios, para determinar la respuesta

ovulatoria (nUmero de cuerpos luteos).
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La intervencién consiste en la colocaciébn de una sonda, se realiza una puncion en
la unidn utero tubéarica con aguja roma numero 18 o catéter intravenoso o bien con la
punta de una pinza de mosquito y se coloca la sonda en el interior de la luz del cuerno
uterino (1 cm),. Aproximadamente a un par de cm de la bifurcacion de los cuernos
uterinos, se realiza una segunda puncién, para la inyeccion de 20 cc de medio de
colecta a 37°C. De esta manera se produce una corriente de arrastre que fluye hacia

el oviducto y que sale por la sonda(N° 8) hasta un filtro emcom de colecta.

Finalizada la recuperacion embrionaria, se realiza la sutura de los planos
quirargicos y se administran antibiéticos. Se procede de igual manera con el otro cuerno
uterino. También es posible ubicar una sonda de Foley en la bifurcacion de los cuernos
uterinos, recuperando el liquido de colecta por la misma sonda. ElI medio
recuperado es vaciado en cajas de Petri cuadriculadas para proceder a la
busqueda de embriones bajo un microscopio estereoscopico con lente 10X. Esta
técnica permite una recuperaciéon del 70% de los embriones. El inconveniente que
presenta es la formacién de adherencias post quirdrgicas que reducen la eficiencia de

posteriores recuperaciones embrionarias (Le6n et al., 2009).

2.5.3.2. Técnica no quirargica

La técnica no quirdrgica o por laparoscopia, fue desarrollada por (Mc Kelvey,
Robinson, Aitken, & Robertson, 1986) en ovinos, se realizan tres punciones (con
trocares) en la cavidad abdominal. La primera puncién permite introducir el
laparoscoépico; la segunda, una sonda de tres vias (cada via corresponde a: 1) entrada
del PBS, 2) salida del PBS e 3) insuflacion del balon); y la tercera, una pinza no
traumatica. Esta pinza permite la manipulacién del tracto reproductivo, a fin de hacer
avanzar la sonda por la luz uterina, y fijar la union Utero tubarica durante el flujo del PBS.
Esta técnica requiere un muy buen entrenamiento y su costo es elevado debido a la
necesidad de disponer de un laparoscopio. Presenta una menor eficiencia en la
recuperacion de embriones (60%). La obstruccion de la sonda por coagulos o

mucus representa a veces una gran dificultad; pero su ventaja es que no crea
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adherencias y por lo tanto no se disminuye el porcentaje de recuperacion
embrionaria  en intervenciones sucesivas. El tiempo medio para realizar una
recuperacion de embriones es de aproximadamente 15 a 20 minutos (quirdrgica) y 20 a

30 minutos (por laparoscopia) por hembra. (Nellenschulte y Niemann 1992).

La recuperacion embrionaria transcervical no ha alcanzado amplio desarrollo, debido a
gue es una técnica cuya eficiencia es muy variable. Independientemente de la técnica
de recuperacion embrionaria utilizada, se debe administrar prostaglandinas PF2
alfa al final de las intervenciones, para estar seguros que las hembras no han quedado
prefiadas (Bessoudo et al., 1988).

2.6. Evaluacion y clasificacion de embriones

El medio colectado con embriones es vertido en una placa de busqueda de embriones.
La busqueda se realiza bajo lente 10x con sumo cuidado. Se recomienda
efectuar siempre una segunda lectura de la placa. A medida que se identifican los
embriones, los mismos son aspirados mediante micro pipetas, puntas o capilares y
colocados en una caja de Petri con medio para transferencia enriquecido, Una vez
finalizada la busqueda, se procede a la clasificacibn de los embriones. Se
recomienda trabajar en condiciones estrictas de esterilidad. (International Embryo

Transfer Society, pag. 79)

La clasificacion de los embriones se realiza en base a sus aspectos morfolégicos,
se debe observar la integridad de la membrana pelucida y su esfericidad. El
embrion debe tener un desarrollo acorde con el dia de colecta; se tolera hasta un
maximo de 48 horas de retraso. En el dia 6to o 7mo, se deben descartar los
embriones de menos de 32 células. Las células deben ser claras y de contorno
regular, siendo la opacidad signo de degeneracion. En algunos embriones, se puede
observar desprendimiento parcial de células en el espacio perivitelino. Esta

caracteristica es tolerable si el resto conforma una masa celular uniforme y sin opacidad.
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Cuando los embriones son dudosos, se recomienda realizar una segunda observacion
a las dos horas. Este tipo de examen morfoldégico no constituye un test absoluto
de la viabilidad embrionaria. Sin embargo se presentan diferencias significativas en el
porcentaje de prefiez cuando se transfieren embriones de calidad media o mediocre
respecto a la calidad buena o excelente Esta diferencia es mayor cuando se
procede a la siembra de embriones que fueron congelados en nitrégeno liquido.

2.6.1. Grados de clasificacion de embriones

Clase 1: calidad excelente.

Embrion ideal, esférico, simétrico con ceélulas de tamafio, color y textura uniforme.
Desarrollo embrionario correspondiente al dia de recoleccion. No existen defectos

visibles los blastomeros son visibles y la zona pelucida esta intacta.

Clase 2: calidad bueno.

Posee imperfecciones triviales, el embrién tiene pocos blastémeros desprendidos de la
masa celular y/o posee una pequefia cantidad de vesiculas. Su forma puede ser

ligeramente irregular.

Clase 3: calidad regular.

El embrion posee defectos definidos: detritus celular, forma irregular, color muy oscuro o
muy claro y/o ligero agrietamiento de la zona pelucida. Pocas células degeneradas,

vesiculas y presencia de blastomeros desprendidos.
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Clase 4: calidad Malo.

El embrion posee severos defectos: los correspondientes a la calidad 3 mas desarrollo
retardado, seria ruptura de la zona pelucida (el embridon puede estar parcialmente fuera
de la misma), forma muy asimétrica, tendencia a la desintegracion con granulacion y
vacuolizacion de los blastbmeros. Incluye a los estados hasta 8 células y la

degeneracion. Esta categoria de embriones no es transferible.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Localizacién

El presente trabajo de investigacion se realiz0 en la Estacion Experimental de
Choquenaira de la Facultad de Agronomia de la Universidad Mayor de San Andrés,
ubicado de la primera seccidon del cantdn Viacha, provincia Ingavi del departamento de
La Paz, a una altura de 3850 m.s.n.m. ubicada a los 16° 42' 5" altitud sur y 68° 15' 15"
longitud oeste (SENAMHI, 2004, citado por Arguedas, 2005) a una distancia de
aproximada de 32 km de La Paz y a 6 km de localidad de Viacha.

Figura 1. Localizacion del trabajo de investigacion

gy Forae demarifala
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3.2. Materiales

3.2.1.

3.2.2.

Materiales bioldgicos

8 ovinos donadoras de 4 afios de edad

Materiales para superovulacion

Sonda Foley de 2 vias
Termometro

Cocinilla eléctrica

Ollade 2L

Bandeja porta instrumental quirdrgico
Aplicador de esponja Intravaginal
Jeringas de 5 ml

Jeringas de 1 ml

Placas Petri de 4 a 6 pocillos
Placas Petri medianas

Pipetas FIV

Algodén

Gasa

Papel toallas unidades

Jabdn carboxilico

Guantes latex caja

Catgut cromico de 000

Catgut cromico de 00

Catgut cromico de 0

Nylon metro

Hojas de bisturi unidades
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e Hojas de afeitar caja
e Tijera de esquila

e Baldes

e Lavadores

e Basureros

3.2.3. Medicamentos medios y hormonas

e Medios de coleccion de embriones
e Medios de mantenimiento, sachet
e Suero fisiologico

e Penicilina procaica en polvo gr

e Violeta de genciana mL

e Ciprofloxacina ml

e Promazil ml

e Lidocaina ml

e Alcohol al 70 %

e Esponjas intrabajinales

e eCG

e Prostaglandina PGF2a

e Benzoato de estradiol

e Xilacina

3.2.4. Equipos

e Camilla reclinable
e Estereoscopio
e Platina térmica

e Plato térmico



3.2.5. Desparasitantes y vitaminas

e |lvomec de 100 mly vitamina ADE- selenio

3.3. Métodos

3.3.1. Seleccion de ovinos donadoras de embriones

Se seleccion6é mediante un examen ginecologico de los 6rganos genitales con el uso de
la ecografia de8 ovinos hembras de la raza corriedale, aproximadamente de 3 afios de
edad con un peso vivo de 50 a 60 kg, en base a sus antecedentes de fertilidad
considerando los siguientes requisitos: condicién corporal de 2.5 a 3.5, ciclo estral normal
y que no presente retencién placentaria en su vida Util, propuesto por Gallardo. (Gallardo,
2001)

3.3.2. Etapa de Vitaminizacion y desparasitacion

La Vitaminizacion y desparasitacion se realizo 20 dias antes de empezar con el trabajo
de investigacion, para la desparasitacion se utilizé ivermectina que actGa contra los

parasitos externos e internos, y posteriormente se les administro vitamina ADE.

3.3.3. Alimentacion bajo sistema Flushing de los ovinos donadoras

Los ovinos donadoras fueron sometidos bajo un sistema de alimentacion a dlibitum
sobre alfalfares, tomando en mente que deben mantener un buen grado de condiciéon
corporal. Para la desparasitacion se utilizé ivermectina que actia contra los parasitos

internos y externos, asimismo se adicionaron vitaminas ADE y minerales (P, Se).
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3.3.4. Sincronizacion de estro y tratamiento de Superovulacion de ovejas
donadoras

Inicialmente los ovinos han sido distribuidos en dos grupos, el primero grupo ha recibido
la dosis de 800 Ul y el segundo grupo se aplicd 1000 Ul de la hormona Coridénica Equina

por via intramuscular.

Cuadro 1 Protocolo de Superovulaciéon en ovinos donadoras (1000 Ul eCG)

Dia0: Con la ayuda de un aplicador se colocé la esponja a base de
progesterona (P4) en la vagina de la hembra ovina.

Dia11: | Se administr6 una dosis Unica de 5 ml de la hormona

eCGequivalenteal000Ulviaintramuscular

Dia12: | Se procedi6 al retiro de la esponja intravaginal vy

simultdneamente se aplicé 1 ml de prostaglandina F2a.

Dia 13: | Deteccion de celo de 36 a 72 horas post retiro de la esponja
intravaginal + empadre + 2 ml de GnRH.

Dial9: Colecciéon y evaluacién de embriones por método quirdrgico

(laparotomia)

Cuadro 2 Protocolo de Superovulacién en ovinos donadoras (800 Ul eCG)

DiaO: Con la ayuda de un aplicador se coloco la esponja a base
de progesterona (P4) en la vagina de la hembra ovina.

Dia 11: Se administr6 una dosis Unica de 4 ml de la hormona

eCGequivalentea800Ulviaintramuscular.

Dia 12: Se procedio al retiro de la esponja intravaginal y

simultdneamente se aplicé 1 ml de prostaglandina F2a.
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Dia 13: | Deteccion de celo de 36 a 72 horas post retiro de la esponja
intravaginal+ empadre + 2 ml de GnRH.

Dial9: Coleccion y evaluacion de embriones por método quirargico

(laparotomia)

3.3.4.1. Procedimiento para colocacion de esponja intravaginal

Se desinfecto el aplicador de esponjas con DG-6 (Piridonio cloruro).

e Se coloco la esponja en la extremidad posterior del aplicador de esponjas.

e Se abrié la vulva e introdujo el aplicador lubricado, se lo deslizo suavemente
hasta el fondo de la vagina, se retird ligeramente el aplicador, se empujo la

esponja con ayuda del embolo hasta que salga del tubo aplicador.

e Se retiré de la vagina el tubo aplicador y el émbolo del aplicador suavemente
(Daza, 1997).

3.3.5. Etapa de empadres de ovejas donadoras

Una vez que se ha retirado las esponjas Intravaginal de los ovinos donadoras a las 52
horas se realizo el empadre con ovinos machos en tres oportunidades (8:00 am, 14:00
pmy 20:00 pm).

3.3.6. Preparacion del ambiente y materiales para el lavado de embriones

Para la desinfeccién de todo el laboratorio se utilizé alcohol al 70% y posteriormente se

procedié al atemperado el laboratorio a 28 °C con la estufa eléctrica.
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Los materiales de vidrio fueron esterilizados en autoclave, y otros materiales como
placas Petri, tubos falcon, etc. Fueron desinfectados en camara de UV con la finalidad de

minimizar la contaminacion.

3.3.7. Preparacion de las donadoras para el lavado de embriones

e Se realizara la aplicacion de tranquilizante a cada donadora via intra muscular.

e Se colocé a la oveja en la camilla con la cabeza hacia abajo, se sujetd a la oveja,
seguidamente se realizé el lavado con agua y jabén luego la tricotomia con una
afeitadora en la parte abdominal y se desinfectara con un atomizador donde se

realizara la incision.
e Se administré 5 ml de lidocaina al 2% como anestésico local.

e Se realiz6 la incision de 8 a 10 cm, a 3 cm por delante de la ubre, en la linea alba,
hasta entrar a cavidad abdominal, exteriorizar los ovarios y utero (Morrow et al.,
1994; Pugh&Baird, 2012).

e Posteriormente con la ayuda de los dedos indice y medio se ubicé los 6rganos
reproductores de la hembra, exponiendo hacia afuera los cuernos uterinos y

ovarios.

3.3.8. Etapa de coleccion de embriones

Los embriones se recogieron mediante lavados sucesivos de los cuernos uterinos. Para
ello se inyecto una solucion fisiolégica (PBS: Phosphatebufferedsaline) en un extremo de
los cuernos y el flujo generado empuja los embriones al extremo opuesto del cuerno,

donde se recuperaron mediante un catéter colector.

La metodologia empleada para la colecta de embriones consistio en inyectar un medio
liquido para producir una corriente de arrastre (lavado o flushing) a través de los

cuernos uterinos. El medio que se utiliza es el PBS(Solucion Buffer Fosfato) enriquecida
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con

4% de Albumina Sérica Bovina (BSA fraccion V), bajo el siguiente

procedimiento:

La coleccion de embriones se realiz6 a los 7 dias posteriores a la monta natural.

Las ovejas superovuladas fueron sometidas al ayuno 24 horas antes del lavado.

Una vez expuestos los ovarios uterinos se introdujo el catéter de Foley de dos vias
(8 Fr/Ch), colocando el catéter en el tercio superior del cuerno uterino derecho,

luego en el cuerno izquierdo.

Posteriormente con una aguja intravenosa se insertd en la unién Gtero tubérica
para el ingreso del medio de lavado ( Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline (D-
PSB).

Seguidamente se retird la sonda Foley y se lo introdujo a una placa Petri, conde

se recolecto el medio de lavado con los supuestos embriones.

La placa Petri con el medio de lavado y los embriones fueron trasladado al
laboratorio, a una temperatura de medio ambiente, luego se inicié con la busqueda

y seleccién de los embriones.

Una vez terminado el lavado de los cuernos uterinos, se suturd los planos
quirdrgicos, el plano muscular-aponeurético con una sutura reabsorbible, y el
cutaneo con una sutura no absorbible. Se administré un antibiotico de amplio

espectro y larga accion, analgésico y un analogo de la prostaglandina F2a.
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3.3.9. Manipulacion de embriones

e Concluido el lavado de los cuernos uterinos, se trasladd la placa Petri que
contenia los embriones y dejando sedimentar durante 10 minutos.

e Luego se utilizé el estereoscopio para identificar los embriones.

3.3.10. Busqueda y conteo del niumero de embriones

e Primeramente se ubicd los embriones en las placas de cultivo en 6 pocillos de
fondo redondo con tapas, con ayuda de Unopette de 20 ul para la manipulacion de

embriones.

e Luego se realizé la busqueda y el conteo de embriones, con la ayuda de un
equipo de micro estereoscopio de 40 a 180 X.

3.3.11. Evaluacién de la calidad morfoldgica de los embriones

Los embriones colectados fueron lavados 6 veces en medio de mantenimiento para el
cual se emplearon en medio Bovi PRO TM Holding Medium (medio de mantencion),
Solucién tampon idnica bipolar conteniendo D-Glucosa, Piruvato de Na, BSA 0.4%,

aminoacidos, factores de crecimiento, vitaminas, Kanamicina y gentamicina.

Una vez que se encontré al embridn se procedio a la evaluacion observando el estadio
de desarrollo de los embriones, luego se registré las caracteristicas morfolégicas que
presentaron cada uno de ellos y se compararon con los parametros de clasificacion que
presenta la IETS que describe (Gibbons S. , 1995), de esta manera fueron categorizados
los embriones segun su calidad, estableciéndose las siguientes categorias: Embriones

excelentes, embriones buenos, embriones regulares y embriones malos.
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3.4. Factor de estudio

e Protocolo de Superovulacion a base de Hormona Gonadotropina Corionica Equina
(eCG) con 800 y 1000 UL.

3.5. Variables de respuesta

Para la evaluacion de embriones post Superovulacion, se consideraran las siguientes

variables de respuesta.

e Numero de cuerpos lUteos

e NuUmero de embriones

3.6. Analisis estadistico

Para analizar los resultados, se empleé la prueba de T student:

X, — X
- 1 2
g~ 5 g,-
N 4 N,
Donde:

X1 = es el promedio de los valores de la muestra 1
X2 = es el promedio de los valores de la muestra 2

S1 = es la varianza de los valores de la muestra 1
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S2 = es |la varianza de los valores de la muestra 2
N1 = es el nUmero de elementos de la muestra 1

N2 = es el nUmero de elementos de la muestra 2
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Resultados del conteo de cuerpos luteos

Los resultados del conteo de cuerpos luteos de ovejas donadoras superovuladas con la
aplicacién de la Hormona Gonadotropina Coridnica Equina (eCG), diagnosticadas a los

19 dias del protocolo de superovulacion en tiempo fijo se presentan en tabla N° 1.

Figura 1. Conteo de cuerpos luteos.

Tratamiento 2 cuerpos luteos tratamiento 1 cuerpos luteos

1000 Ul (eCG) 3 800 Ul 4
1000 Ul (eCG) 4 800 UI 3
1000 Ul (eCG) 4 800 Ul 2
1000 Ul (eCG) 2 800 Ul 5

promedio 3,25 promedio 3,5

des 0,96 des 1,29

total 13 total 14

Fuente: Elaboracién propia

En la tabla N°1, observamos tasa de conteo de numero de cuerpos lateos por cada oveja
superovuladas con una dosis de 800 y 1000 Ul de (eCG), en el cual las ovejas son de 4
afios de edad respondieron al protocolo de Superovulacién una totalidad al 100%, estas
al ser sometidos al andlisis estadistico de prueba de T de student se evidenciaron que no
hay diferencias significativas por efecto de dosis de hormona empleada a las ovejas que

ya tenian anteriormente partos.
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4.2. Determinacién del numero de cuerpos luteos a efecto de Superovulaciéon con

800 y 1000 Ul de Gonadotropina Coridnica Equina (eCG) en ovinos

Figura 2. NUumero de cuerpos lateos observados mediante laparotomia

Tratamiento N Promedio Desviacion P>t
cuerpo lateos estandar
T1 (800 Ul eCG) 4 3.50 1.29
T2 (1000 Ul eCG) 4 3.25 0.96 0.7663

Fuente: Elaboracién propia

El nUmero de cuerpos lateos obtenidos (cuadro 1) en el tratamiento 1 fue de 3.50 £ 1.29

mientras que para el tratamiento 2 fue de 3.25 + 0.96.

A nivel de 5% dado que P = 0.7663 es mayor a nivel alfa 0.05, se concluye que no existe
diferencia significativa (p >0.05) entre el promedio de cuerpos lateos del T1 y el T2. Estos
resultados confirman la hipo6tesis nula demostrando que los animales del T1 tienen igual

respuesta ovulatoria que los animales del T2.

Los resultados obtenidos son inferiores a los reportados por Blanco et al. (2003) quienes
obtuvieron 6.2+0.8 con una dosis de 1200 Ul de eCG y 11+3.0 cuerpos lateos con una
dosis de 1600 Ul de eCG, encontrando una diferencia significativa entre los tratamientos.
Asi mismo los resultados son inferiores a los obtenidos por Azawi et al. (2011) los
mismos que obtuvieron 7.33£0.54 cuerpos lateos utilizando una dosis de 1200 Ul de
eCG.
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Fuente: Propia (2019).

Figura 3. Numero de cuerpos luteos en ovinos donadoras a base de 1000 Ul eCG.

En el figura 1. Se observa la respuesta ovarica sobre el numero de cuerpos luteos
presente en los ovinos donadoras tratadas a base de 1000 Ul de la Hormona Corionica

Equina, ovinos donadoras 1, 2, 3 y 4 lograron producir 3, 4, 4 y 2 cuerpos lUteos,

respectivamente.
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Fuente: Propia (2019).

Figura 4. Numero de cuerpos luteos en ovinos donadoras a base de 800 Ul eCG.
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En el figura 2, se observa la respuesta ovarica sobre el nimero de cuerpos lUteos
presente en los ovinos donadoras tratadas a base de 800 Ul de la Hormona Coriénica
Equina, ovinos donadoras 1, 2, 3 y 4 lograron producir 4, 3, 2 y 5 cuerpos l(teos,

respectivamente.

Morales y Salazar (2017), compararon dos protocolos de Superovulacion utilizando 1000
y 1500 Ul de Gonadotropina Coridnica Equina (eCG) en la produccion de embriones
ovinos, el niamero de cuerpos Iuteos se logré en el tratamiento | (5.40+3.02) y en el

tratamiento 1l (9.845.20), valores que son superiores a la presente investigacion.

(Liu, 2007), un factor determinante en la respuesta al tratamiento superovulatoria ademas
de la dosis administrada de eCG son las caracteristicas intrinsecas de cada individuo sus
estudios muestran que solamente el 68% de las hembras respondieron al tratamiento y el
32% restante no tuvo respuesta a la estimulacion, por consiguiente siempre se debe
tener presente que un porcentaje de hembras no respondera al tratamiento hormonal de

ovulacion multiple.

Los resultados obtenidos confirman lo mencionado por (Bartlewaki, y otros, 2016), donde
indica que a pesar del extenso conocimiento de la fisiologia ovérica, particularmente de
dinAmica folicular y su supuesta relacion con el resultado superovulatoria, ha
proporcionado valiosas pautas e indicios para predecir la respuesta superovulatoria
anticipada de las ovejas donantes. Sin embargo, al existir una continua falta de
consistencia en los rendimientos superovulatorios entre diversos estudios, sugiere que es
necesario cambiar y ampliar la orientacién de los estudios, mas allad de modificaciones en
protocolos de estimulacién ovarica, sino enfocarse ahora en la evaluacion de aspectos
relacionados con la condicion gonadal, tales como: la medicion de las concentraciones
séricas de hormonas ovaricas (Inhibina A, estrogeno, FSH y LH enddgena), evaluar la
presencia y numerode estructuras ovaricas (foliculos y CL), ademas el flujo sanguineo en

el tracto reproductivo.
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La caracterizacion de perfiles hormonales podria enfocarse a establecer dichos perfiles
en base a caracteristicas especificas como: razas (prolificas y no prolificas), edad,
historia reproductiva (nuliparas, multiparas), regiones geograficas y temporadas, incluso
para diferentes tipos de progestagenos usados en la sincronizacion del estro. Factores
hemodinamicos podrian tener una interaccion en la salud folicular y la calidad del ovocito
que a través de ecografia Doppler permitiria establecer una relacion individual en la

respuesta ovulatoria. (Bartlewaki, y otros, 2016)

Otro de los factores que puede dar una variacion en la respuesta individual a la
estimulacion hormonal segun (Bruno, y otros, 2014) esta el estado fisiolégico del ovario y
por el nimero de foliculos al iniciar el tratamiento hormonal. Lo cual es corroborado por;
(Mossa, Duffy, Lonergan, & Evans, 2007) demostrando que en su estudio los animales
con el mayor numero de foliculos (28) con un diametro = 2 mm denominado grupo alto al
iniciar la Superovulacién produjeron mas cuerpos lateos (p<0.05) con relacién a los que
presentaban menos foliculos (<7) denominado grupo bajo al inicio de la Superovulacion.
Ademas el nimero de embriones totales, y de buena calidad fue mayor en el grupo alto
pero sin existir una diferencia estadisticamente significativa en cuanto a dicha calidad, y
tampoco se vio afectada la tasa de recuperacion embrionaria.

La variabilidad en el numero de foliculos es aun desconocida, pero podria estar
influenciada por factores intrinsecos como el numero de foliculos primordiales al nacer
(Erickson, 1966), mecanismos genéticos (Spearow & Bradfoed, 1983), niveles
hormonales o por factores externos como nutricion (Lucy et al., 1991) condiciones

ambientales citado por (Mossa, Duffy, Lonergan, & Evans, 2007)

En cuanto al numero de foliculos al inicio del tratamiento superovulatoria (Bartlewaki, y
otros, 2016) establece que no se relaciona con la respuesta ovulatorias, pero establece
una relacion entre el nimero de foliculos de tamafio mediano es decir 4 mm de diametro
detectados 12 horas después de la primera inyeccion de pFSH con el numero CL y
embriones viables después de la superovulacion. Puesto que a pesar de la existencia de

38



los receptores de gonadotropina sélo una parte de foliculos podria utilizar FSH ex6gena

para el crecimiento que culminara en la ovulacion y posterior formacion del CL.

Segun varios autores mencionan que la dominancia folicular tiene un efecto perjudicial
sobre el resultado superovulatorio en ovejas, disminuyendo el nUmero de ovulaciones,
viabilidad y recuperacion embrionaria, asociando la presencia de un foliculo dominante
con disminucién en la tasa de ovulacidn y recuperacion embrionaria. (Bartlewaki, y otros,
2016)

Figura 5. Colecta de embriones a efecto de (eCG).

tratamiento 1 embriones tratamiento 2 embriones

800 UI 3 1000 Ul 0
800 UI 1 1000 Ul 2
80 Ul 2 1000 Ul 1
80 Ul 3 1000 Ul 2
Promedio 2,25 Promedio 1,25
D.E. 1,29 D.E. 0,96
Suma 9 Suma 5

Fuente: Propia (2019).

Ref.: D.E.: Desviacién estandar; Ul: Unidades Internacionales

La tabla 2 muestra el nidmero de embriones colectados a efecto de la Hormona
Gonadotropina Coridnica Equina (eCG), con una dosis de 800 y 1000 Ul aplicadas a 8
ovejas donadoras donde se encontraron un 99% de embriones, esto al ser sometido a la
prueba estadistica de prueba de T student reflejaron que no existe diferencias

significativas (P=0,05) por efecto de la hormona.
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5.3. Determinacidon del numero y calidad de embriones a efecto de Superovulacién con 800

y 1000 Ul de Gonadotropina Coridnica Equina (eCG) en ovinos

Figura 6. Embriones obtenidos mediante lavado uterino, y clasificacién.

Promedio N° N° o
. . _ Analisis
Tratamiento n de Embrione Embriones o
_ _ _ estadistico
embriones s viables no viables
T1 (800 Ul eCG) 4 225%0.96 3 2
T2 (1000UleCG) 4 1.25+0.96 5 4 0.1901

Fuente: Propia (2019).

El promedio de embriones obtenidos (cuadro 2) en el tratamiento 1 fue 2.25 + 0.96
embriones por donadora. En el tratamiento 2 el nUmero de embriones fue 1.25 + 0.96. A
nivel de 5% dado que P = 0.1901 es mayor a nivel alfa 0.05, se concluye que no existe
diferencia significativa (p > 0.05) entre el promedio de embriones del T1 y el T2. Con
estos resultados se acepta la hipotesis nula demostrando que los animales del T1 tienen
igual respuesta ovulatoria que los animales del T2.

Para el T2 con un promedio de 1.25 + 0.96 embriones obtenidos por oveja es similar
frente al promedio reportado por Blanco et al. (2003) donde obtuvo un promedio de
1.0+0.5 embriones por oveja y para el T2 el resultado 2.25 + 0.96 embriones obtenidos
por oveja es superior frente a 1.2+0.6 embriones por oveja reportado por Blanco et al.

(2003) a pesar de tener una dosis menor para la estimulacién.

Los estudios anteriores (Jabbour, 1991) (Evans & Amstrong, 1984), Chagas e Silva et al.,
2003), 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 producciéon hormonal podrian producir elevadas concentraciones
de estradiol, afectando el medio uterino interfiriendo con el transporte de oOvulos al

momento de la captura de O6vulos por las fimbrias (Murray et al., 1994) vy
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espermatozoides a través del tracto genital femenino afectando la recuperacion de
embriones citado por (Blanco, Simonetti, & Rivera, 2003)

En estudios que comparan tratamiento superovulatorios utilizando pFSH y eCG,
coinciden que la pFSH produjo mayor numero de embriones viables y mejor
desarrollados, en comparacion con la eCG. Posiblemente porque la pFSH, al ser una
glucoproteina natural, con menor vida media que es captada y metabolizada mas facil y

eficientemente. (Blanco, Simonetti, & Rivera, 2003)

(Bartlewaki, y otros, 2016) Reportaron que foliculos 24 mm de diametro el dia de la
remocion de la EIV se asocié con una aparicion temprana de estro y aumento de la LH
circulante y una mayor tasa de ovulacion. Sin embargo, la tasa de recuperacion de
embriones disminuyd significativamente en ovejas con picos de LH preovulatorios
tempranos, por consiguiente bajas en la recuperacion de embriones que pueden anular
el nimero de ovulaciones en ovejas con un alto numero de pequefios foliculos presentes
al inicio de la estimulaciéon hormonal, a pesar de ello no es clara la relacion que existe por

lo que sugiere més estudios para aclarar dichas relaciones en ovejas.

Existen factores antes mencionados los que en conjunto van a inferir y modificar la
respuesta ovulatoria y la recuperacion embrionaria, para lo cual seria necesario evaluar
mas aspectos como perfiles hormonales que deben ser evaluados durante todo el
tratamiento hasta la recuperacion embrionaria, ademas caracteristicas y cambios en los
ovarios antes, durante y después de la estimulacion hormonal, que podrian tomarse en

cuenta para futuros estudios.
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Figura 7. Produccion de embriones por donadora a base de 1000 Ul eCG

En el figura 3. Se observa la respuesta ovérica sobre el nimero de embriones de
acuerdo a los ovinos donadoras tratadas a base de 1000 Ul de la Hormona Corionica
Equina, los ovinos donadoras 1, 2, 3 y 4 lograron producir 0, 2, 1 y 2 embriones,

respectivamente.
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Fuente: Propia (2019).

Figura 8. Produccion de embriones por donadora a base de 800 Ul eCG.
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En el figura 4. Se observa la respuesta ovéarica sobre el nimero de embriones de
acuerdo a los ovinos donadoras tratadas a base de 800 Ul de la Hormona Corionica
Equina, los ovinos donadoras 1, 2, 3 y 4 lograron producir 3, 1, 2 y 3 embriones,

respectivamente.
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5. CONCLUSIONES

En relacion al nimero de cuerpos luteos obtenidos 3.50+£1.29 en el tratamiento 1
con 800 Ul de eCG mostro una mejor respuesta ovulatoria que el tratamiento2
con 1000 Ul eCG donde se obtuvo 3.25+ 0.96 cuerpos luteos, con estos
resultados se demuestra que los animales del T1 tienen diferente respuesta
ovulatoria que los animales del T2.La cantidad de cuerpos lUteos registrados al
momento del lavado es directamente influenciada por el porcentaje de ovulacion,
siendo que algunos foliculos preovulatorios no llegan a ovular, estos terminan por

regresar y por consiguiente no forman cuerpos lateos en su lugar.

El nimero de embriones obtenidos en el tratamiento 1 (2.25 £ 0.96) con 800 Ul
de eCG fue mayor que el numero de embriones obtenidos en el tratamiento 2
(2.25 £ 0.96) con 1000 Ul de eCG.La baja cantidad de embriones colectados en
la presente investigacion, posiblemente se deba a que los évulos no entrarian
suficientemente maduros para una fecundacion eficiente; debido a efecto de la
hormona de super estimulacion. Con relacibn a embriones transferibles en el
tratamiento 1 (3 embriones viables) fue menor en comparacion al segundo
tratamiento 2 (3 embriones viables), respectivamente. La diferencia de los
resultados podria atribuirse que la eCG tiene un elevado peso molecular, no
atraviesa el filtro renal y por lo tanto tiene larga vida media, en sangre. Esto
permite inducir superovulacion en la hembra bovina mediante la administracion

de una dosis Unicaentrelosdias8 yl4delcicloestral.

Sin embargo, su permanencia prolongada en sangre provoca un crecimiento
folicular disperso, con niveles altos de estrogenos que afectan tanto la tasa de
fertilizacion como la calidad embrionaria. Ademas de generar procesos
inmunitarios que hacen necesario, en tratamientos posteriores, emplear una

mayor dosis de hormona para lograr el mismo efecto.
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6. RECOMENDACIONES

Realizar investigaciones donde se utilice protocolos a base de FSH para producir
mayor cantidad de embriones y su posterior transferencia de embriones.

Realizar seguimiento de los ovinos donadoras con super estimulacién ovarica

mediante la utilizacion del ecégrafo antes del lavado de embriones.

Seleccionar a hembras de Ultima campafia y a punto de terminar su ciclo vital ya
gue son donantes potenciales, que a veces son eliminadas de la reproduccion por
su avanzada edad, pero por tener mejores indices reproductivos, se las debe
aprovechar el maximo de ovocitos que aun poseen, de esta manera estarian

prolongado la vida reproductiva de animales con potencial genético.

Se recomienda realizar trabajos de investigacion tomando en cuenta la
Superovulacion con diferentes protocolos para asi poder mejorar la genética de

los animales.
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ANEXOS



Fuente: Reporte Fotografico (2019).

Anexo 1. Ovinos donadoras de embriones.

Fuente: Reporte Fotografico (2019).

Anexo 2. Hormona gonadotropina Coriénica Equina (eCG)
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Fuente: reporte fotografico (2019).

Anexo 3. Aplicacion de Hormona eCG.

Fuente: reporte fotografico (2019).

Anexo 4. Tricotomia de donadora de embriones



Fuente: Reporte Fotogréfico (2019).

Anexo 5. Camilla Reclinable

Fuente: reporte Fotografico (2019).

Anexo 6. Material Quirurgico.



Fuente: reporte Fotografico (2019).

Anexo 7. Extraccion de Cuernos Uterinos.

Fuente: Reporte Fotogréafico (2019).

Anexo 8. Conteo de Numero de Cuerpos Luteos.



Fuente: Reporte Fotografico (2019).

Anexo 9 Proceso de Coleccién de Embriones.

Fuente: Reporte Fotografico (2019).

Anexo 10. Busqueday clasificacion de embriones en estereoscopio



Fuente: Reporte Fotografico (2019).

Anexo 11. Clasificacion de embriones por su morfologia

Fuente: Reporte Fotogréfico (2019).

Anexo 12. Embriones de Diferentes Categorias



Anexo 13. Costos

Material en
general

Materiales unidad | Cantidad Costo Costo total
unitario (Bs)
en Bs.

esponjas 8 16 128
intravaginales

sonda Foley de 2 4 100 400
viales

Termometro 1 125 125
placas Petri 4 a 6 130 8 1040
pocillos

aplicador de esponjas 155 1 155
Jeringas 2 50 100
Algodén libra 2 25 50
Gasa 6 10 60
jabon carboxilico 2 18 36
catgut cromico de 000 8 18 144
catgut cromico de 000 8 18 144
catgut cromico de 0 8 18 144
hojas de bisturi 16 2.5 40
tijera de esquila 1 50 50
basurero 1 20 20
suero fisioldgico litro 3 15 45
penicilina procaico en 4 50 200
polvo

promacil 2 80 160
lidocaina 4 25 100
alcohol litro 1 75 75
lodo litro 2 85 170
eCG 2 400 800




prostaglandina 4 125 500
benzoato de estradiol 2 50 100
GnRH 2 160 320
Xilacina 2 50 100
vitamina K3 1 150 150
vitamina ADE 1 50 50
camilla reclinable 1 650 650
guantes latex caja 1 80 80
TOTAL 4142
MATERIALES

Fuente: elaboracion propia (2019)




