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RESUMEN

El objetivo principal de este trabajo ha sido estudiar las posibilidades de
mejorar la eficacia de los procedimientos de obtencion de embriones ovinos in vivo e
in vitro. Se realizaron 2 experimentos distintos en las instalaciones del Servicio de

Experimentacion Animal de la Universidad de Zaragoza.

En el primer experimento se evallo la eficacia de un protocolo simplificado de
superovulacion (una unica inyeccion de FSH+eCG) y de su aplicacion repetida en la
misma hembra sobre la produccion y la viabilidad de los embriones, tomando como
referencia los procedentes de un protocolo tradicional basado en inyecciones
repetidas y decrecientes de FSH. El ensayo se desarrolld entre los meses de
septiembre de 2008 y marzo de 2009.Se utilizaron 38 ovejas adultas (7,87+0,34
afios de edad y con 5,77+0,28 partos anteriores), de raza Ojalada Soriana. Los celos
se sincronizaron en todas las ovejas con esponjas intravaginales con 30mg de FGA
durante 14 dias. La mitad de las ovejas (n = 19) recibieron un tratamiento
superovulatorio simplificado (una inyeccion combinada de eCG+FSH-p (500 Ul de
eCG+ 210 Ul de FSH-p) 24 horas antes de la retirada de la esponja), y la otra mitad
(n = 19) un tratamiento de varias inyecciones de FSH-p (6 dosis decrecientes de
FSH-p (280 Ul) aplicadas cada 12 horas e iniciando el tratamiento 48 horas antes de
la retirada de la esponja). Los embriones fueron recuperados el dia 8 tras la retirada
de la esponja mediante laparotomia y lavado uterino. Se evalud la salida en celo,
tasa de ovulaciébn y el nidmero y calidad de los embriones recuperados, que
posteriormente fueron vitrificados para analizar luego la viabilidad in vitro de los
mismos tras la descongelacion (porcentajes de reexpansion y tincion celular). El
mismo protocolo se repitid en otras dos ocasiones, con in intervalo de unos 45 dias
entre dos tratamientos consecutivos. Ademas, en el grupo simplificado se evalué la
relacion existente entre el nivel de anticuerpos anti-eCG previos al tratamiento de

superovulacién y la produccion embrionaria.

Los resultados obtenidos no mostraron diferencias entre los dos tratamientos
de superovulacién en cuanto a la tasa de ovulacién y la produccién de embriones

viables y congelables. Asi, en el conjunto de las 3 recuperaciones se obtuvieron un



total de 14,1 embriones viables y 12 congelables por oveja el grupo decreciente,
frente a los 13,7 viables y 11,4 congelables en el grupo simplificado. No obstante, en
el grupo simplificado se detect6 una salida en celo significativamente anterior a la del
grupo decreciente (25,2+0,8 vs 30,1+1,0 horas; P<0,05). Por su parte, en el analisis
global se evidenciéo un efecto perjudicial del nidmero de recuperacion sobre la
mayoria de los pardmetros estudiados, desde la tasa de ovulacion hasta el nUmero
de embriones recuperados, fecundados, viables y congelables (P<0,01). Asi, los
citados parametros fueron significativamente inferiores en la segunda y tercera
recuperaciones. En conjunto, no se detectaron diferencias de viabilidad tras la
descongelacién entre los embriones procedentes de ambos tratamientos (60% de
reexpansion y 228 células por blastocisto en el decreciente frente al 53% de

reexpansion y 157 células en el simplificado).

Finalmente y por lo que a los niveles de anticuerpos anti-eCG previos al
tratamiento simplificado se refiere, los resultados del presente experimento muestran
claramente que unos niveles elevados de anticuerpos se asociaron con una
reduccion significativa de la tasa de fecundacién en las tres recuperaciones, de
manera que en la segunda y tercera dicha reduccion afecté también a las tasas de
viabilidad y de congelabilidad.

En conjunto, los resultados del primer experimento permiten concluir que el
protocolo simplificado de superovulacion propuesto parece ser una buena alternativa
a los tratamientos de varias inyecciones de FSH en términos de embriones
producidos y viabilidad de estos mismos tras la descongelacion, aunque estudios
subsiguientes parecen ser necesarios para evaluar la incidencia de los niveles de
anticuerpos anti-eCG sobre la produccién de embriones tras la aplicacién repetida

de tales protocolos simplificados

El objetivo del segundo experimento fue evaluar la eficacia de la presencia de
melatonina en los medios sobre la maduraciéon, fecundacion y cultivo in vitro de
embriones ovinos obtenidos de ovarios recogidos de ovejas de matadero, con la
finalidad de determinar si la hormona pineal puede mejorar la produccion de
blastocistos in vitro y su viabilidad tras la descongelacion. Para ello, se obtuvieron

ovarios de ovejas de matadero como fuente de oocitos, que fueron divididos en



cuatro grupos, 3 de ellos puestos a madurar con diferentes concentraciones de
melatonina (10°M, 10®M y 10*°M), actuando el cuarto como grupo control. Una vez
maduros, los oocitos fueron fecundados con semen fresco de morueco sometido a
un proceso de swim-up, de forma que los medios de fecundacion y de ulterior
cultivo de los oocitos madurados con melatonina contenian a las mismas
concentraciones. El cultivo de embriones se mantuvo durante 8 dias, y los
embriones se evaluaron los dias 6, 7 y 8 para determinar su estadio de desarrollo.
Los blastocistos obtenidos fueron vitrificados, de manera que posteriormente se

evalué su viabilidad post descongelacion.

Los resultados obtenidos durante los procedimientos in vitro no mostraron
diferencias significativas en la maduracion (75.3%, 74.5%, 72.2% y 73.1% los grupos
10, 108 10'°M melatonina y el grupo control, respectivamente) ni en la tasa de
division (72.8%, 69.6%, 68.7% y 69.7% en los grupos 10°, 108, 10*° M melatonina
y el grupo control, respectivamente). Sin embargo, la melatonina en el medio de
cultivo tuvo un efecto positivo sobre el desarrollo embrionario, siendo en particular
superior el porcentaje de blastocistos en el grupo 10® M con respecto al obtenido en
el grupo control (54,1% vs. 44,6%; P=0,07). Los resultados de vitrificacion mostraron
que el grupo con la menor concentracién de melatonina (10° M) de melatonina tuvo
la mayor tasa de reexpansion, proxima al 30% y significativamente diferente de los
otros grupos, tres veces superior a la obtenida en los otros dos grupos de
melatonina el doble que la obtenida en el grupo control (29,2% vs. 9,4% 10,5% y

13,5% en los grupos 10°M, 108 M y el grupo control; P<0,05).

En conclusién, los resultados del segundo ensayo muestran que la adicién de
la melatonina a dosis bajas a los medios utilizados para la produccién in vitro de
embriones ovinos, puede mejorar el rendimiento en produccién de blastocistos y
muy especialmente la viabilidad embrionaria tras la descongelacién en el caso de los

medios con la menor concentracion de melatonina.






ABSTRACT

The main objective of this study was to investigate the possibilities of
improving the effectiveness of the procedures for obtaining ovine embryos both in
vivo and in vitro. Two experiments were conducted at the facilities of the

Experimental Farm of the University of Zaragoza.

In the first experiment, the effectiveness of a simplified superovulation protocol
(a single FSH+eCG injection ) and its repeated application in the same female was
evaluated based on the production and viability of embryos, compared with the
results obtained from traditional protocols based on repeated injections. This
experiment was carried out between September 2008 and March 2009, using 38
adult Ojalada ewes (7.87 + 0.34 years old and 5.77 = 0.28 previous births).
Synchronization of estrus was conducted with intravaginal sponges containing 30 mg
of FGA for 14 days. Half of the ewes (n = 19) received the simplified superovulatory
treatment (a combined injection of eCG and FSH-p (500 IU FSH-p + (210 1U)) and
the remaining animals (n = 19), a decreasing treatment of FSH-p (6 decreasing
doses of FSH-p (280 IU) administered every 12 hours starting 48 hours before
sponge withdrawal). The embryos were recovered on day 8 after sponge removal by
laparotomy and uterine flushing. Moment of estrous onset, ovulation rate, and
number and viability of recovered embryos were recorded. Embrys were
subsequently vitrified for analyze their in vitro viability after thawing later (re-
expansion percentage and cellular staining). The same protocol was repeated twice,
with an interval of 45 days between two consecutive treatments. Moreover, in the
simplified group the relationship between level of anti-eCG antibodies pre-treatment

and embryo production was evaluated

The results showed no difference between the two superovulation treatments
regarding ovulation rate and production of viable and freezable embryos. Thus, in the
3 recoveries a total of 14.1 viable and 12 freezable embryos per ewe were obtained
in the decreasing group, compared to 13.7 viable and 11.4 freezable embryos in the

simplified group. However, in the simplified group estrous started significantly earlier



than the decreasing group (25.2 £ 0.8 vs. 30.1 = 1.0 h respectively, P <0.05).
Meanwhile, the overall analysis showed a detrimental effect of recovery number on
most of the studied parameters, from ovulation rate to the number of recovered,
fertilized, viable and freezable embryos (P<0,01). Thus, these parameters were
significantly lower in the second and third recoveries. In overall, no differences of
viability after thawing were shown in both treatments (60% re-expansion rate and 228
cells per blastocysts in the decreased group compared with 53% re-expansion and

157 cells in the simplified group).

Finally, concerning the antibody anti-eCG levels before the simplified
treatment, results of this experiment showed clearly that high levels of antibodies
were associated with a significant reduction of fertilization rate in the 3 recoveries, so
that in the second and third recoveries this reduction affected also viability and

freezability rates.

In general, the results of this first experiment allowed to conclude that the
proposed superovulation simplified protocol seems to be a good alternative to
treatments involving several FSH injections, in terms of embryo production and
viability after thawing, although subsequent studies appear to be necessary to
assess the impact of the levels of anti-eCG antibodies on embryo production after
repeated application of those simplified protocols.

The second experiment aimed to assess the efficiency of the presence of
melatonin in the maturation media , fertilization and in vitro culture of ovine embryos
derived from sheep ovaries collected from the slaughterhouse, in order to determine
whether it improves in vitro blastocysts production and their viability after thawing.
For that, oocytes from sheep ovaries collected at the slaughterhouse were divided
into four groups, three of them were maturated with different melatonin
concentrations (10° M, 10® M and 10 M) and the remaining served as control
group. Once maturated, the oocytes were fertilized with fresh ram semen washed by
the swim-up technique, so that all media of fertilization and in vitro culture of
maturated oocytes had the same initial melatonin concentration. The embryo culture

was maintained for 8 days, and the embryos were evaluated on the 6", 7" and 8"

Vi



day to determine their development. After that, those blastocysts obtained were

vitrificated, so that the thawing viability was assessed later.

The results obtained during the in vitro procedures showed no significant
differences in maturation rates (75,3%, 74,5%, 72,2% and 73,1% for groups 10°®, 10"
8 10° M of melatonin and the control group, respectively) or division rate (72,8%,
69,6%, 68,7% and 69,7% in groups 10°, 108 10"° M of melatonin and the control
group, respectively). However, melatonin in the media had a positive effect on
embryonic development, this percentage being higher especially in the group 10% M
compared to the control group (54.1% vs. 44.6% in control group, P = 0,07).
Vitrification results showed that the group with the lowest melatonin concentration
(10™*° M) had the highest re-expansion rate, close to 30% and significantly different
from the other groups, three times larger than the two groups of melatonin and twice
the control group (29,2% vs. 9,4% 10,5% and 13,5 M in groups 10° 10® M of

melatonin and the control group, respectively, P <0.05).

In conclusion, the results of the second experiment showed that addition of
low doses of melatonin to the culture media for in vitro ovine embryo production can
improve blastocyst production performance and especially after thawing embryo

viability in the case of lower concentration of melatonin media.
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RESUME

L'objectif principal de ce travail a été d’étudier les possibilités d'amélioration de
l'efficacité des procédures d'obtention d'embryons ovins in vivo et in vitro. Pour cela,
deux expérimentations distinctes ont été menées au niveau des installations de la

Faculté Vétérinaire de I'Université de Saragosse.

Dans la premiere expérimentation, il a été évalué l'efficacité de protocoles
simplifiés de la superovulation (une seule injection de FSH + ECG) et de son
application répétée sur la méme femelle sur la production et la viabilit¢ des
embryons, en comparaison avec ceux issus de protocoles traditionnels basés sur
des injections répétées et décroissantes de FSH. L’'expérimentation a été réalisée
entre les mois de Septembre 2008 et Mars 2009, en utilisant 38 brebis adultes de la
race Ojalada (7,87+0,34 ans d’age avec 5,77+0,28 agnelages antérieurs). La
synchronisation des chaleurs a été réalisée sur toutes les brebis avec des éponges
intra-vaginales imprégnées avec 30 mg de FGA durant 14 jours. La moitié des brebis
(n = 19) a recgu un traitement de superovulation simplifié (une injection combinée de
eCG et FSH-p (500 Ul d’eCG+ 210 Ul d’'FSH-p) 24 heures avant le retrait d’éponge,
et 'autre moitié (n = 19) un traitement décroissant d’FSH-p (6 doses décroissantes
de FSH-p (280 UI)) appliquées toutes les 12 heures en commencant 48 heures avant
le retrait d’éponge. Les embryons ont été récupérés le 8°™ jour aprés le retrait
d’éponge par laparotomie et lavage utérin. Il a été évalué le moment de 'apparition
des chaleurs, le taux d’ovulation et le nombre et la qualité des embryons récupérés
qui, par la suite, ont étés vitrifiés pour analyser leur viabilité in vitro apres
décongélation (pourcentages de réexpansion et coloration cellulaire). Le méme
protocole a été répété deux autres fois avec un intervalle de 45 jours entre deux
traitements successifs. En outre, dans le groupe simplifié, il a été évalué la relation

entre le niveau d’anticorps anti-eCG avant traitement et la production embryonnaire.

Les résultats obtenus n'ont pas montré de différences entre les deux
traitements de superovulation en termes de taux d’ovulation et de production

d'embryons viables et congelables. Ainsi, de 'ensemble des 3 récupérations il a été



obtenu un total de 14.1 embryons viables et 12 congelables par brebis dans le
groupe décroissant contre 13,7 viables et 11,4 congelables dans le groupe simplifié.
Toutefois, dans le groupe simplifié il a été observé une précocité significative dans
I'apparition des chaleurs comparée au groupe décroissant (25,2 + 0,8 vs 30,1+ 1,0 h
dans le groupe décroissant, P<0,05). Pour sa part, 'analyse globale a mis en
évidence un effet préjudiciable du nombre de récupérations sur la majorité des
parametres étudiés depuis le taux d’ovulation jusqu’au nombre d’embryons
récupérés, fécondés, viables et congelables (P<0,01). Ainsi, les parametres cités ont
été significativement inférieurs dans les deuxieme et troisieme récupérations. Dans
'ensemble, il n’a pas été observé de différences de viabilité post décongélation entre
les embryons issus des deux traitements (60% de réexpansion y 228 cellules par
blastocyte dans le groupe décroissant contre 53% de reexpansion y 157 cellules

dans le groupe simplifié).

Finalement, en ce qui concerne les niveaux plasmatiques d’anticorps anti-
eCG, les résultats de ce travail ont clairement montré que les niveaux éleves
d’anticorps sont associés a une réduction significative du taux de fécondation dans
les trois récupérations, de telle maniere que dans les deuxiéme et troisieme ladite

réduction a aussi affecté les taux de viabilité et de congélabilité.

En conclusion, les résultats de la premiere expérimentation permettent de
conclure que le protocole simplifié€ de superovulation proposé parait étre une bonne
alternative aux traitements décroissants de plusieurs injections de FSH en termes
d’embryons produits ainsi que la viabilité de ces derniers aprés la décongélation,
cependant des études ultérieures semblent nécessaires pour évaluer I'impact des
niveau d’anticorps anti-eCG sur la production embryonnaire aprés I'application

répétée de ces protocoles simplifiés.

La deuxieme expérience avait pour objectif d’évaluer l'efficacité de la présence
de la mélatonine dans les milieux sur la maturation, la fécondation et la culture in
vitro des embryons ovins récupérés des ovaires de brebis d’abattoir, afin de
déterminer si ’hormone pinéale peut améliorer la production de blastocytes in vitro et
leur viabilité aprés décongélation. A cet effet, les ovocytes obtenus des ovaires de

brebis d’abattoir ont été divisés en quatre groupes dont 3 ont été mis en maturation



avec différentes concentrations de mélatonine (10°M, 10°M et 10*°M) et la
quatrieme a été utilisé comme groupe témoin. Une fois matures, les ovocytes ont
été fécondés avec de la semence fraiche de béliers lavée par Swim-up, de sorte que
les milieux de fécondation et de culture ultérieure de ces ovocytes matures avec la
mélatonine contiennent les mémes concentrations. Les embryons ont étés
maintenus en culture durant 8 jours et ont étés évalués au 6°™°, 7°™ et 8°™ jour afin
de déterminer leur état de développement. Les blastocytes ainsi obtenus ont étés

vitrifiés, pour une évaluation ultérieure de leur viabilité post décongélation.

Les résultats obtenus lors de procédures in vitro n'‘ont pas montré de
différences significatives dans la maturation (75.3%, 74.5%, 72.2% et 73.1% pour les
groupes de 10°, 108, 10'°M de mélatonine et le groupe témoin, respectivement), ni
dans le taux de division (72.8%, 69.6%, 68.7% et 69.7% en 10° groupes, 108, 10°
M mélatonine et le groupe témoin, respectivement). Toutefois, la présence de
mélatonine dans le milieu de culture a eu un effet positif sur le développement
embryonnaire avec en particulier un pourcentage plus élevé de blastocytes dans le
groupe de 10® M par rapport au groupe témoin (54,1% vs 44,6%, P=0,07). Les
résultats de la vitrification ont montré que le groupe avec la plus faible concentration
de mélatonine (10° M) a eu le taux plus élevé de réexpansion avoisinant 30% et
significativement différent des autres groupes, trois fois plus élevé que ceux obtenus
dans les deux autres groupes de mélatonine et le double de celui du groupe témoin
(29,2% vs. 9,4% 10,5% et 13,5% pour les groupes de mélatonine 10° et 108 et le
témoin respectivement; P <0,05).

En conclusion, les résultats de la deuxiéme expérimentation montrent que
'adition de la mélatonine a faibles doses aux milieux de production in vitro
d’embryons ovins, peut améliorer le rendement de production de blastocytes et
particulierement la viabilité embryonnaire post décongélation dans le cas des milieux

a plus faibles concentrations de mélatonine.
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INTRODUCCION Y OBJETIVOS

Existen multiples motivos en el ambito de la produccion animal para trabajar
en la mejora de la produccién y calidad de los embriones ovinos. Estos se pueden
obtener mediante protocolos in vivo o in vitro. En el primer caso, se pretende la
recuperacion de los embriones directamente de la hembra en el estadio adecuado. A
la hora de obtener embriones de hembras valiosas, se trata de un sistema mas
eficaz que las técnicas in vitro, que requieren la recuperacion de oocitos desde los
foliculos y el desarrollo posterior de las técnicas de maduracién y fecundacion in

vitro seguidas del cultivo hasta el estadio deseado.

La produccién de embriones in vivo va asociada siempre a la superovulacion,
intentando obtener una elevada tasa ovulatoria para maximizar el numero de
embriones recuperados, que posteriormente seran conservados y transferidos.
Todas estas técnicas fueron agrupadas bajo el término MOET (Multiple ovulation
and embryo transfer) por Nicholas y Smith (1983), de manera que su aplicacion

pretende desarrollar los siguientes objetivos:

v' Mejora genética: Las técnicas MOET permiten mejorar la tasa reproductiva de
las hembras donantes, lo que supone un aumento de la presion de seleccion
ya sea por el incremento del nimero de descendientes por hembra o por una
reduccion del nimero de madres seleccionadas por generacién para dar lugar
a la generacion siguiente de reproductoras. Del mismo modo, las técnicas
MOET también permiten acortar el intervalo generacional cuando las

donantes son hembras jovenes.

v"Introduccién y difusién rapida de especies, razas o genotipos de interés: Es
evidente que los costes de transporte, los requerimientos de cuarentena y los
potenciales riesgos sanitarios son muy inferiores cuando se trabaja con

embriones que directamente con animales vivos.

v' Bioseguridad: En sus estadios iniciales de desarrollo, los embriones

representan una barrera para la transmision de agentes patdégenos debido a
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su zona peldcida. Aunque algunos patdgenos puedan quedar adheridos a
ella, los sucesivos lavados a los que son sometidos los embriones tras su
recuperacion y los antibioticos habitualmente afadidos a los medios de
manejo y de cultivo, hacen extremadamente dificil el riesgo de transmision.
Finalmente, los protocolos establecidos por los organismos nacionales e
internacionales para el trabajo con embriones permiten garantizar la sanidad

de todo el proceso.

v' Conservacion indefinida de especies, razas o individuos y mantenimiento de
la diversidad genética: Es el objetivo fundamental perseguido en el presente
estudio. Asi, la conservacion indefinida de embriones congelados permite
preservar el material genético de una raza o0 agrupacion ovina para su
reactivacion posterior o para el mantenimiento de la diversidad genética, algo

fundamental en genotipos de reducido efectivo.

v' Apoyo a otras técnicas reproductivas que suponen la manipulacién de los

propios embriones y a la propia investigacion en fisiologia de la reproduccion.

Por su parte, la produccion in vitro de embriones puede ser una alternativa
para aplicar los continuos avances en el conocimiento de la biotecnologia de la
reproduccion, en la produccion y desarrollo embrionario desde el oocito, recuperado
a su vez in vivo o a partir de ovarios de matadero. No hay que olvidar ademas que
las técnicas in vitro permiten aumentar la capacidad de generar embriones a partir
de hembras seleccionadas cuando las técnicas MOET no pueden ser desarrolladas

en la practica.

Es evidente que ambas técnicas tienen sus limitaciones. En el caso de los
protocolos MOET, y particularizando en la especie ovina, destaca la necesidad de la
via quirargica para la recuperacion embrionaria, lo que limita el namero de
procedimientos a desarrollar en una oveja. Ademas, hay que considerar la gran
variabilidad de resultados obtenidos para protocolos de superovulacion similares asi
como la influencia de la estacion en la respuesta de las hembras a los tratamientos.
También es evidente el elevado coste de mano de obra que requiere la aplicacion de

la mayoria de los tratamientos de superovulacion habitualmente utilizados, que
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consisten en 6-8 inyecciones de FSH a intervalos de 12 horas. Esto eleva
notablemente el coste de cada embrion obtenido, puede propiciar la acumulacion de
errores en la dosificacion y en suma limita la aplicacién de las técnicas MOET a
centros de investigacion. De este modo, en los Gltimos afios estamos asistiendo a un
interés creciente del uso de protocolos simplificados de superovulacion, que
permitan la aplicacion de la dosis de hormona necesaria en una Unica inyeccion. El
optimizar dichos protocolos en nuestras razas ovinas puede permitir que las técnicas
MOET puedan ser aplicadas en centros técnicos y por tanto sean mas eficientes y

utiles para desarrollar los objetivos que persiguen.

Por lo que a la produccion in vitro de embriones se refiere, es evidente que la
mejora del rendimiento de la técnica es el gran caballo de batalla. Recientes
resultados obtenidos por nuestro equipo de investigacibn han mostrado que la
suplementacion con melatonina a los medios puede mejorar la eficacia de los
procesos de maduracion y de fecundacion in vitro de oocitos ovinos, aunque
el efecto de la hormona pineal sobre la calidad y viabilidad de los blastocistos

producidos in vitro queda por dilucidar.

Por lo tanto, el objetivo principal de este trabajo ha sido intentar mejorar la

eficacia de los procedimientos de obtencién de embriones ovinos in vivo e in vitro:

v En el primer caso, se pretende evaluar la eficacia de los protocolos
simplificados de superovulacién y de su aplicacion repetida en la misma
hembra sobre la produccion y la a viabilidad de los embriones, todo ello frente
a los procedentes de protocolos tradicionales basados en inyecciones
repetidas. Para ello, se ha trabajado con ovejas de raza Ojalada en base a un
proyecto de investigacibn que pretende optimizar la produccion y

conservacion de sus embriones.

v En el segundo caso, se pretende evaluar la eficacia de la presencia de
melatonina en los medios sobre la maduracion y la fecundacion in vitro de los
oocitos, Yy por tanto sobre la produccién y viabilidad de los blastocistos

obtenidos tras en cultivo in vitro subsiguiente.
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REVISION BIBLIOGRAFICA

|. CICLO SEXUAL Y FOLICULOGENESIS

1. Ciclo sexual

La oveja es un rumiante poliéstrico estacional que posee un patrén
reproductivo regido por dos ciclos: un ciclo anual determinado por una época
reproductiva y una época de anoestro, y un ciclo estral de una duraciéon media de 16
a 17 dias durante el cual se suceden dos fases: la fase luteal de duracion de 12 a 14
dias y de una fase folicular de unos 3 a 4 dias. La regulacion del ciclo estral esta
controlada por el eje hipotdlamo-hipofisario que interactda con los ovarios y el Gtero

a través de la secrecion de diferentes hormonas.

La fase luteal se caracteriza por la formacioén del cuerpo lateo a partir del
foliculo ovulatorio en un proceso conocido como la luteinizacion. Responsable
principalmente de la secrecion de la progesterona, esta Ultima actia sobre el
establecimiento y el mantenimiento de la gestacion. En ausencia de estructura
embrionaria, la prostaglandina (PG) F2a secretada por el utero induce la regresion
del cuerpo lateo (fenédmeno conocido como la luteolisis) provocando un descenso de
la concentracion plasmatica de progesterona que a su vez disminuye la inhibicién del
eje hipotalamo-hipofisario ejercida por la progesterona activando asi el ciclo. En
consecuencia, varios foliculos primarios cuyo diametro es de 2 a 3 mm entran

entonces en fase de de crecimiento o foliculogénesis.

2. Foliculogénesis

La foliculogénesis es el proceso mediante el cual se forman los foliculos
ovaricos, pasando por diferentes etapas de crecimiento y desarrollo, hasta que se
produzca la ovulacion o bien la atresia, relacionada con la muerte celular

programada o apoptosis tanto de las células somaticas del foliculo como del propio
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oocito. Este proceso se inicia tempranamente durante la vida embrionaria, de modo
que al nacer, la cordera, al igual que la mayoria de las hembras de las especies
domesticas, cuenta con una reserva o pool de oocitos que han detenido su
crecimiento. Estos conforman los foliculos primordiales, cuyo numero oscila entre
40.000 y 300.000 por oveja (Scaramuzzi et al., 1993). Se trata de estructuras sin red

capilar y sin apenas atresia.

2.1. Reclutamiento

De forma continua y ya desde antes de la aparicién de la pubertad, se genera
un reclutamiento inicial de los foliculos primordiales cuando algunos factores
inhibitorios que los mantenian estaticos en su actividad dejan de estar presentes
(Fortune, 2002). A medida que progresan en su desarrollo se genera un cambio
estructural en las células de la granulosa y se forma la teca interna para ser foliculos
primarios. Es importante sefialar que, una vez que el foliculo abandona el pool
primordial e inicia su crecimiento, no vuelve a retornar al estadio quiescente, de

manera que o bien alcanza las fases finales de desarrollo o bien se atresia.

En la fase de reclutamiento tiene lugar un aumento del tamafio del oocito y
una proliferacion de las células de la granulosa, que se disponen en capas
concéntricas a su alrededor (Hirshfield, 1991). Estos foliculos tienen un didmetro
entre 0,03 y 0,1 mm. Son foliculos preantrales por no haberse conformado el antro,
de manera que en esta etapa la foliculogénesis es independiente de las

gonadotrofinas y su estimulo depende de otros factores (Fortune, 2002).

2.2. Foliculos con respuesta a las gonadotrofinas

A medida que van progresando en su desarrollo, los foliculos se van haciendo
sensibles a las gonadotrofinas, de manera que se adquieren receptores para LH y
FSH en células de la teca y la granulosa respectivamente; en consecuencia tienen
capacidad para sintetizar progesterona y androgenos, aunque las cantidades de

estradiol no son detectables hasta que el foliculo no alcanza los 0,5 mm de diametro.



CAPITULO Il REVISION BIBLIOGRAFICA

También se forma el antro y el foliculo sigue creciendo hasta alcanzar 1-2,5 mm de
diametro Esta etapa de desarrollo folicular dependiente de gonadotrofinas tiene lugar
de forma ciclica y organizada en forma de ondas foliculares (Montgomery et al.,
2001). En conjunto, una oveja viene a tener unos 25 foliculos con respuesta a las

gonadotrofinas.

2.3. Foliculos dependientes de gonadotrofinas

Se trata de estructuras que para superar los 2,5 mm de didmetro dependen
mucho tanto de la FSH (necesaria para la aromatizacion o produccion de
estrogenos) como de la LH (implicada en la produccién de andrégenos, sustrato
para la sintesis de estrogenos). Por tanto, son muy eficientes en la produccién de
estradiol, especialmente conforme progresan en su desarrollo y aumentan el nimero
de receptores a ambas gonadotrofinas, sobre todo a la LH en las células de la
granulosa (Scaramuzzi et al., 1993). Su nimero esta entre 1 y 8 por ovario, y se
trata de foliculos cuyo destino (ovulacion o atresia) estda intimamente ligado a la
evolucién de las gonadotrofinas a lo largo del ciclo sexual.

2.4. Foliculos ovulatorios:

Los foliculos ovulatorios requieren unas concentraciones de FSH reducidas
como consecuencia de su alta produccién de estradiol e inhibina (Scaramuzzi et al.,
1993). Tales concentraciones impiden el desarrollo de los foliculos dependientes de
gonadotrofinas que vienen por detras, con lo que el foliculo que va a ovular ejerce un
efecto de dominancia que puede alterar la respuesta a los tratamientos de

superovulacién (Gonzalez-Bulnes et al., 2004). En la

Figura 1 se representan las diferentes fases del crecimiento, capacitacion y

maduracién durante la foliculogénesis del oocito segiin Mermillod et al. (1999)
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Figura 1: Representacion esquematica del crecimiento del oocito, capacitacion y
maduracion durante la foliculogénesis (Mermillod et al., 1999)

2.5. Ondas de desarrollo folicular.

En las ovejas se han descrito entre 2 y 4 ondas foliculares durante un ciclo
sexual (Evans et al., 2000), de manera que cada onda esta constituida por tres

etapas:

- Reclutamiento:

Es el inicio de la onda folicular. En esta etapa un grupo de foliculos antrales
(de 2 mm de didmetro) responden a los incrementos de FSH (Driancourt et al.,
1993). El foliculo cuenta con receptores LH en las células de la teca y receptores
FSH en las células de la granulosa y ambos grupos de células generan estrogenos,
que junto a la FSH aumentan la produccion de liquido folicular en la medida que el

antro va creciendo.

10
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- Seleccion:

El foliculo dominante crece de forma acelerada asumiendo que este foliculo
es seleccionado para ovular y los demas foliculos subordinados crecen pero a
menor velocidad hasta detener su desarrollo e iniciar la atresia. El foliculo
seleccionado tiene la mayor cantidad de receptores de LH (en teca y granulosa) y
FSH, por lo que posee los mayores niveles intrafoliculares de estradiol, sobre todo al
alcanzar 4 mm de diametro (Driancourt, 2001), de manera que los demas foliculos

del grupo completan su regresion hasta la atresia.

- Dominancia:

El mecanismo principal que regula la dominancia folicular es una reduccién
notable de los niveles de FSH debido a la accién combinada de la inhibina y el E2
producidos por el futuro foliculo dominante que actdan por retroalimentacion
negativa sobre la hipdfisis (Gibbons et al., 1997). La aparicion de receptores de LH
en la células de la granulosa permite superar las consecuencias de la supresion de
FSH provocada por la secrecion de estradiol por lo que el nimero de dichos
receptores aumenta a la par que los niveles de E2 de forma tal que esta produccion
acelerada actua a nivel central para estimular el pico de LH. El foliculo dominante
finalmente se atresia u ovula dependiendo de la existencia o no de cuerpo luteo. De
existir cuerpo luteo, la P4 actla inhibiendo los pulsos de LH, de modo que los
foliculos dominantes no terminan su maduracion y sufren atresia.

La magnitud de la dominancia se mide por la diferencia de tamafio entre el
foliculo dominante y el foliculo subordinado mas grande, que en general es de
Gnicamente 2 a 3 mm de didmetro en la oveja, con lo que en esta especie la
dominancia no seria excesiva (Driancourt, 2001).Tras la luteolisis al ir aumentando la
secrecion de LH, la dominancia se hace mas evidente (Gonzéalez-Bulnes et al.,
2004).

Como consecuencia de la ovulacién cesa la sintesis de E2, posteriormente a
esto tiene lugar un pico secundario de FSH, el cual estimula la emergencia de una

nueva onda folicular (Simonetti, 2008).
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Figura 2: Representacion esquematica del desarrollo folicular y los perfiles
hormonales durante el ciclo estral de la oveja (Simonetti, 2008).

En la Figura 2 se puede observar el crecimiento y atresia durante 3 ondas de
desarrollo folicular. Como se puede observar, la LH se mantiene basal durante casi
todo el ciclo, alcanzando niveles altos en el momento del pico preovulatorio. La FSH
es producida en ondas en concordancia con las ondas foliculares y su nivel mas alto
se produce junto al pico preovulatorio de LH. El estradiol presenta elevaciones
peridédicas que coinciden con el crecimiento del foliculo mayor de cada onda y su
nivel maximo ocurre en la onda ovulatoria. La progesterona se mantiene basal
durante todo el desarrollo folicular, aumentando en la fase luteal y cayendo en forma

abrupta en la luteolisis.
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ll. PRODUCCION DE EMBRIONES IN VIVO

Las técnicas en las que se basa la produccion de embriones in vivo en los
pequefios rumiantes se conocen desde hace tiempo, y lo cierto es que han
evolucionado poco en los ultimos afos, en particular en relacion a su eficacia y a su

aplicacion practica.

La produccion de un numero de embriones suficientemente elevado supone la
estimulacion hormonal de los acontecimientos endocrinos que regulan el ciclo sexual
de la oveja con la finalidad de inducir el celo y estimular el crecimiento y la ovulacién
de la poblacion de foliculos en un momento determinado. Todo ello supone un

tratamiento de sincronizacion-ovulacion y otro de sobreestimulacion ovérica.

1. Tratamiento de Sincronizacion:

La sincronizacion se basa principalmente en la manipulaciéon de la fase luteal
del ciclo. La estrategias de sincronizacion pueden ser empleadas bien para inducir o
para prolongar esta fase mediante la administraciéon de progesterona exogena, 0
bien para acortarla prematuramente induciendo la luteolisis y subsiguiente fase
folicular utilizando las prostaglandinas (Wildeus, 2000). Por tanto y segun la
hormona utilizada, se pueden distinguir los tratamientos con progestagenos (los mas

difundidos en ovinos) y los tratamientos con prostaglandinas.

1.1. Tratamientos con progestagenos:

El fundamento de este método es producir en los animales un efecto similar al
ejercido en el ciclo sexual por la progesterona, es decir, una induccion o
prolongacion de la fase luteal y una inhibicion de la accién de las gonadotrofinas y
por lo tanto de las etapas finales de maduracion de los foliculos. A ser retirada la
fuente de progestageno se anula dicha inhibicion. En consecuencia, en la practica
las ovejas se sincronizan en un estado similar de su ciclo estral, entrando la mayoria

de las ellas en celo (Raso et al., 2004).
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El tratamiento tradicional de sincronizacion en pequefios rumiantes tanto en
estacion sexual como durante el anoestro estacional ha supuesto la aplicacion de
esponjas de poliuretano impregnadas con progestagenos. Los niveles de
progestagenos, aunque bajos, son de igual eficacia que la progesterona natural.
Actualmente existen dos tipos de esponjas, las impregnadas de acetato de
fluorogestona (FGA) y las que contienen acetato de medroxiprogesterona (MAP)
(Wildeus, 2000).

La colocacion de la esponja por via intravaginal tiene por objetivo simular la
accion del cuerpo lateo en la regulacion del ciclo estral. La esponja permanece
durante 12 a 14 dias en el tracto reproductivo (tiempo equivalente a la fase luteal
natural), de manera que los niveles elevados del progestdgeno liberado actian a
nivel del eje hipotalamo hipofisario inhibiendo la secrecion pulsatil del GnRH y por
tanto suprimiendo la secrecién de gonadotrofinas e inhibiendo el crecimiento folicular

y la ovulacion.

Al retirar la esponja se produce una disminucion brusca de los niveles
plasmaticos de progesterona eliminando el bloqueo sobre el eje hipotalamo
hipofisario favoreciendo la reanudacion de los acontecimientos endocrinos que

inducen el celo y la ovulacién (Cognie, 1992).

Un aspecto a destacar de la sincronizacién con esponjas vaginales es que en
el momento de su colocacién se desconoce el momento del ciclo estral en el que se
encuentra la oveja. Ademas, los niveles de progestagenos, altos tras la aplicacién de
la esponja, se reducen notablemente conforme pasan los dias, con lo que en la fase
final del tratamiento son demasiado bajos como para inhibir la liberacién de LH,
produciendo un inadecuado desarrollo folicular con persistencia de foliculos
envejecidos (Vifioles et al., 1999) cuya ovulacion ha sido asociada en ocasiones con
una menor fertilidad (Ungerfeld y Rubianes, 1999; Vifioles et al., 2001). Si bien es
cierto que la actual normativa comunitaria ha promovido el desarrollo de esponjas
vaginales que tienen un liberacion mas contante del progestageno (FGA), también lo
es que la aplicacion de un segundo dispositivo a los 7 dias de la insercion del
primero puede reducir los problemas anteriores (Thompson et al., 1990), con lo que

en los protocolos de superovulacién actuales se sustituye la esponja vaginal en la
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mitad del tratamiento de sincronizacién, asegurando de este modo unos niveles de

progestagenos altos y relativamente constantes (Gonzélez-Bulnes et al., 2004).

1.2. Tratamientos con prostaglandinas:

El uso de la PGF2a o de sus analogos como método de sincronizacion en
ovinos se considerd una posibilidad tras el estudio de McCracken (1972), que

describi6 la PGF2a como la hormona luteolitica en ovinos.

La PGF2a es secretada por el endometrio estimulado por el estradiol ovarico
a partir de los dias 13-14 del ciclo estral de la oveja (siendo el dia 0 el dia de la
ovulacion) y las altas concentraciones de los dias 15 y 16 son responsables de la
luteolisis. En ausencia de embrién, la pPGF2a provoca la ruptura del cuerpo luteo y
por tanto una caida de los niveles de progesterona, eliminando contrélela inhibicién
de la misma sobre el eje hipotalamo hipofisario y por tanto la reanudacion de la fase
folicular (Baril et al., 1993).

Este método se basa en la destrucciobn del cuerpo Iiteo y con esto la
disminucién de la secrecion natural de progesterona y un consecuente desarrollo
sincronizado de la fase folicular, con lo cual, la mayoria de las ovejas salen en celo
de manera sincronizada. Para que exista accion de las prostaglandinas o de sus
analogos, debe existir un cuerpo liteo activo. Por lo tanto, no seran susceptible a
este tratamiento las ovejas que recientemente han ovulado y tienen un cuerpo lateo
poco desarrollado o las que se encuentran normalmente en fase folicular (Raso et
al., 2004).

En la sincronizacion del ciclo a nivel comercial se aplica la prostaglandina en
dos inyecciones separadas por 9-12 dias. No obstante, en los ultimos afios también
se utilizan prostaglandinas asociada a protocolos de superovulaciéon. Asi, Gonzélez-
Bulnes et al. (2004) obtienen unos buenos resultados de produccion y viabilidad
embrionaria inyectando cloprostenol a las 72 horas antes de la retirada de la
esponja, justo al inicio del tratamiento de superovulacion con FSH, al objeto de
uniformizar la poblacién folicular. Estos autores también han mostrado que los

mejores resultados de embriones viables se obtienen cuando el tratamiento

15



CAPITULO Il REVISION BIBLIOGRAFICA

progestativo de sincronizacion se inicia en el inicio de la fase luteal, con lo que

utilizan prostaglandinas para sincronizar el celo en tales condiciones.

2. Estimulacion ovarica:

El tratamiento de superovulacién consiste en inducir una tasa ovulatoria por
encima de la normal estimulando los ovarios mediante la aplicacion de

gonadotrofinas exdgenas.

Los principios de la superovulacion en ovino y caprino son iguales que en
bovino y Consisten en la administracion de una gonadotrofina foliculo estimulante al
final de la fase luteal del ciclo (dias 11 a 13) o alrededor del dia 1 o 2 antes del final
de los tratamientos de sincronizacién (Ishwar y Memon, 1996). Esto consigue el
reclutamiento de foliculos pequefios, de manera que se acelera el desarrollo folicular
y paralelamente también disminuye el tamafio de los foliculos preovulatorios
(Driancourt, 1987, 2001).

La fase preovulatoria del ciclo estral en ovejas es caracterizada por la
seleccibn de uno u varios foliculos dominantes y la atresia de los foliculos
subordinados por accion de la inhibina y del estradiol secretados por el foliculo
dominante actuando sobre el eje hipotalamo hipofisario disminuyendo asi la
concentracion plasmatica de FSH (Driancourt et al., 1985). Por ello, para llevar a
cabo un tratamiento de superovulacion, hay que vencer los mecanismos inhibidores
establecidos por el/los foliculos dominantes aportando altas cantidades de FSH

exogena.

Durante la fase folicular temprana se ha observado que el crecimiento de los
pequefios foliculos antrales esta directamente correlacionado con las
concentraciones altas de FSH en el plasma periférico (Cabhill et al., 1985; McNatty et
al., 1985). Ademas, la administracion de preparaciones de gonadotrofinas exégenas
gue contienen extractos hipofisarios con actividad similar a la FSH durante el periodo
de concentraciones bajas de FSH endogeno, puede vencer los mecanismos
inhibidores ejercidos por el foliculo dominante e inducir el crecimiento de mdultiples

foliculos preovulatorios (Rubianes et al., 1997).

16



CAPITULO Il REVISION BIBLIOGRAFICA

La superovulacion en ovinos ha sido realizada mediante la utilizacion de
varias fuentes hormonales. Entre las hormonas m&s cominmente empleadas se
hallan la eCG (Gonadotrofina Coriénica Equina, también denominada PMSG) vy la

FSH (Hormona Foliculo Estimulante).

Es importante que la dosis de las hormonas utilizadas sea la adecuada, pues
si es excesiva el numero de foliculos ovulados se reduce notablemente tanto con
eCG (Mutiga y Baker, 1982; Gonzalez-Reyna et al., 1999) como con FSH (Smith,
1984; D'Alessandro et al., 1996), ademas de que los riesgos de regresion prematura
de los cuerpos lateos formados aumentan (Ryan et al., 1991; D'Alessandro et al.,
1996).

2.1. La Gonadotrofina Coridnica Equina (eCG):

Descubierta por Cole y Hart en el afio 1930. La eCG es una hormona
glucoproteica (Christakos y Bahl, 1979), producida naturalmente por las copas
endometriales de la yegua entre los dias 40 y 120 de gestacion (Allen y Moor, 1972).
Esta utilizada para la induccion de crecimiento folicular y ovulacién en particular
durante el anoestro en ganado ovino, asociandose con la inseminacion artificial en
varias especies. En ovinos, la eCG presenta una elevada vida media (mas de 21
horas) debida principalmente a su alto contenido en acido sélico que la protege de la
degradacion hepatica y por tanto retrasa notablemente su eliminacién de la
circulaciéon sanguinea (Mclintosh et al., 1975). Es por ello que se aplica en una Unica
inyeccion, lo que facilita enormemente las cosas a nivel comercial. De hecho, fue la
primera hormona utilizada para inducir superovulacion en la especie ovina, en una
Unica inyeccion de entre 1000 y 2000 Ul 24 6 48 horas antes de le retirada de la

esponja.

A pesar de que ha sido ampliamente utilizada en programas de
superovulacion, la eCG, presenta varios efectos negativos debido a su prolongada

presencia en la circulacion provocando:
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- Una baja eficiencia de recuperacién embrionaria asociada al mayor numero
de foliculos presentes a la hora del lavado, y al niumero bajo de oocitos
fertilizados (Chagas e Silva et al., 2003).

- La formacion de un gran numero de foliculos anovulatorios que persisten tras
la ovulacion (Jabbour y Evans, 1991; Martemucci et al., 1995)

- Altos niveles periovulatorios de estradiol asociados a la presencia de los
anteriores foliculos anovulatorios y que puede interferir con el transporte de
los oocitos en el oviducto (Jabbour y Evans, 1991)

- Altos niveles periovulatorios de progesterona asociados a las ovulaciones
tempranas (a veces antes de la retirada de la esponja), que puede perjudicar
el transporte de espermatozoides y oocitos (Cameron et al., 1988).

- En algunos animales, la formacion de anticuerpos anti eCG tras inyecciones
repetidas de eCG que puede interferir con los subsiguientes tratamientos en
ovino (Bodin et al., 1997) y en caprinos (Herve et al., 2004). De acuerdo con
Maurel et al (2003) y en relacién a dosis comerciales de eCG, un 20% de las
ovejas desarrollan niveles altos de anticuerpos en respuesta a los sucesivos
tratamientos con eCG. Esta respuesta puede producir un retraso del celo, del
pico de LH y por tanto de la ovulacion tras cada tratamiento, lo que puede
afectar negativamente los resultados tras la inseminaciéon artificial. No
obstante, no hay referencias relativas a los niveles de anticuerpos anti eCG
inducidos por tratamientos repetidos de la hormona en programas de
superovulacion, asi como a sus consecuencias sobre la recuperacion de

embriones.

No obstante y a pesar de de todas sus desventajas, la eCG sigue siendo
ampliamente utilizada a nivel comercial asociada a inseminacion e incluso en los
programas MOET debido especialmente a su bajo coste y a su sencilla utilizacién,
ademas de su permanente disponibilidad.

18



CAPITULO Il REVISION BIBLIOGRAFICA

2.2. La Hormona Foliculo Estimulante (FSH):

Es una hormona glicoproteica producida en las células gonadotrofas de la
adenohipofisis. Actualmente las preparaciones comercializadas de FSH son de
origen ovino u porcino y en realidad se tratan de los extractos hipofisarios
parcialmente purificados con una elevada actividad FSH y con una cantidad variable
de LH. .

Por lo que al contenido de LH en los extractos hipofisarios que se han
comercializado con los afios se refiere, el Pluset (FSH porcina) posee cantidades
iguales de FSH y LH, mientras que en el Folltropin-V (FSH porcina) se ha extraido el
80% de la LH, con lo que su relacion FSH:LH queda en 49:1 (Henderson et al.,
1990). Finalmente, el Ovagen (FSH ovina) parece ser el producto mas purificado,
con poca contaminacion LH y una relacion FSH:LH de 1090:1. En general, parece
claro que un alto contenido de LH se asocia con una reduccion de la respuesta
ovulatoria (Chupin et al., 1987; Torres et al., 1987), con lo que la tendencia en el

tiempo ha sido utilizar productos cada vez mas purificados.

En virtud de los problemas encontrados al emplear la eCG, la alternativa de
superovular empleando la FSH ha sido una opcién utilizada durante décadas en los
programas MOET. La utilizacion de la FSH se asocia con una menor variabilidad en
la tasa de recuperacion y una menor cantidad de foliculos anovulatorios (Chagas e
Silva et al., 2003). Ademas, su aplicacion repetida en sucesivos tratamientos
superovulatorios anuales (Bari et al., 2001) o incluso cada 2 meses sobre la misma
hembra (Forcada et al.,, 2000) (Tabla 1), no parece reducir significativamente el

rendimiento en la produccion de embriones de los programas MOET.
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Tabla 1: Efecto del tratamiento repetido con FSH ovina sobre la respuesta ovérica y
la produccion de embriones en ovejas Rasa Aragonesa al final de su vida
reproductiva (adaptado de Forcada et al., 2000)

Numero de tratamientos 1 2 3
Ovejas en celo 84/113 63/73 22/25
Ovejas superovuladas (CL funcional) 70/84 52/63 19/22
Tasa de Ovulacion 11,4° 11,6° 8,5
Recuperados/oveja 7,3%¢ 8,0° 5,49
Fecundados/oveja 5,8 6,2 4,0
Viables/oveja 5,0 5,4 3,5
Congelables/oveja 4,1° 4,5¢ 2,4Pd

Superindices diferentes indican diferencias de P<0,05 (mayusculas) o P<0,1
(mindsculas)

Dado que la FSH tiene una vida media corta de Unicamente 3 a 5 horas
(Laster, 1972; Demoustier et al., 1988), requiere que sea administrada de manera
repetida para mantener altos sus niveles en plasma y por tanto para asegurar su
eficacia en los programas MOET. Asi, se inyecta cada 12 horas en protocolos de 6 a
8 inyecciones, aunque también se han descrito protocolos de 4 inyecciones. De este
modo, la eficacia de la aplicacion de la FSH cada 12 horas ha sido superior a la
obtenida con una administracion menos frecuente, cada 24 horas (Thompson et al.,
1990).

Por lo que al modo de aplicacion de FSH se refiere, tradicionalmente se ha
adoptado el protocolo de dosis decrecientes, fundamentalmente porque en las
preparaciones con un elevado contenido de LH, que fueron las disponibles en primer
lugar, la eficacia del mismo fue superior a la obtenida con un protocolo de dosis
constantes (Torres et al., 1987). La aparicién de sucesivos preparados de extractos
hipofisarios apenas contaminados con LH se asoci6 con la posibilidad de utilizar de
nuevo los protocolos de dosis constantes, mas comodos en la practica y con menos
riesgos de errores en la dosificacién. De hecho y por ejemplo, el propio laboratorio

gue proporcionaba el preparado Ovagen (Immuno-Chemical Products Bio, Nueva
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Zelanda) sugeria la adopcién de un protocolo de dosis iguales, que algunos autores
han mostrado que se asocia con resultados muy satisfactorios (Bettencourt et al.,
2008) y consistentes en el tiempo, como los registros de 8 afios en el programa
MOET desarrollado sobre ovejas Scottish Backface (Bari et al., 2001). No obstante,
esta consistencia no ha sido contrastada por otros autores, que han mostrado que el
protocolo de dosis constantes ofrece resultados variables y por tanto poco
predecibles (Gonzalez-Bulnes et al., 2002a; Berlinguer et al., 2004). De este modo u
en conjunto, Gonzalez-Bulnes et al. (2004) parecen demostrar una cierta
superioridad de los protocolos de dosis decrecientes de FSH respecto a los de dosis
constantes, seflalando que los primeros estarian mas proximos a los cambios de

secrecion hipofisaria que tienen lugar en la fase folicular del ciclo sexual natural.

No obstante y aunque en los programas MOET parece mas extendida la
utilizacién de protocolos con dosis decrecientes de FSH, lo cierto es que cuando lo
que se pretende es recuperar oocitos in vivo mediante OPU, se recomienda la
adopcién de protocolos de dosis constantes, que ofrecen mejores resultados en las
ulteriores técnicas de produccién de embriones in vitro, en particular en lo relativo al
namero de blastocistos obtenidos (Berlinguer et al., 2004). En concreto, se sefiala
que las dos primeras dosis elevadas de FSH aplicadas en los regimenes
decrecientes, parecen acelerar el desarrollo folicular y por tanto producen una falta
de sincronizacion entre dicho crecimiento y el proceso de maduracién citoplasmatica
del oocito (Blondin et al., 1996), lo que provoca que éste tenga una menor

competencia a la hora de producir embriones in vitro.

Finalmente, hay que tener en cuenta que la respuesta a la superovulacion con
FSH, en términos de tasa de ovulacion y del numero y calidad de los embriones
recuperados, se considera relacionada con el numero de foliculos pequefios
(Gonzalez-Bulnes et al., 2000) y con la presencia de un gran foliculo dominante,
como también por la presencia/ausencia de cuerpo luteo al comienzo de los
tratamientos superovulatorios. En este sentido, los resultados son mejores cuando el
tratamiento de superovulacion se inicia en ausencia de foliculo dominante (Rubianes

et al., 1995) y en presencia de cuerpo luteo (Gonzalez-Bulnes et al., 2002a).
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3. Simplificacién de los tratamientos de superovulacion:

La eCG y la FSH han sido ampliamente empleadas en programas de
superovulacion y transferencia embrionaria. La eCG presenta un aspecto interesante
que se relaciona con su bajo coste y su facil utilizacion. También por su lenta
eliminacién del organismo, la eCG mantiene concentraciones sanguineas altas
durante un tiempo prolongado (Mclintosh et al., 1975) y por lo tanto, la posibilidad de
ser administrada en una Unica inyeccidbn es considerable. No obstante, tiene

multiples problemas cuando se suministra en dosis elevadas

Por su parte, la utilizacion de la FSH en reemplazo de la eCG se asociaria
con una menor variabilidad en la respuesta superovulatoria (Pintado et al., 1998),
una mejor tasa de ovulacién (Armstrong et al.,, 1983) y una mayor cantidad de
embriones recuperados y una mejor calidad embrionaria (Wright et al., 1981). Sin
embargo, su corta vida media requiere una administracion frecuente para mantener
concentraciones sanguineas adecuadas y lograr una respuesta ovarica satisfactoria
(Armstrong y Evans, 1983; Martemucci et al., 1988). Estos protocolos son muy
onerosos en mano de obra, pueden dar lugar a errores de dosificacion e incluso se
estresantes para los propios animales. Por tanto, desde hace afios se han
ensayado distintos procedimientos simplificados de aplicacién tanto de la FSH sola
como de la combinacion FSH-eCG.

3.1. Aplicacién Unica de FSH

En general, la simplificacion de los tratamientos con FSH se refiere
fundamentalmente a su administracién en una uUnica inyecciéon. Para ello, se puede
utilizar un vehiculo salino igual que en el caso de su aplicacién en mdultiples dosis.
Tal protocolo ha ofrecido en general resultados poco satisfactorios en ovino tras una
inyeccion intramuscular de la hormona, caracterizandose por ausencia de celo, baja
tasa ovulatoria y fallo en la recuperacion de embriones (Watanabe et al., 1998;
Okada et al., 1999). Sin embargo, la inyeccion subcutanea puede mejora algo los
resultados, pues permite mantener elevados por mas tiempo los niveles plasmaticos

de FSH (Kelly et al., 1997). No obstante, la estimulacion sigue siendo insuficiente, y
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se manifiesta un alto porcentaje de regresion luteal temprana tras la ovulacion
(Riesenberg et al., 2001).

Otra posibilidad ha sido aplicar la FSH en una Unica inyeccion utilizando
productos que liberen mas lentamente la hormona y por tanto que permitan su
presencia en plasma por mas tiempo. Asi, la inyeccion de FSH disuelta en
propilenglicol permite que las concentraciones de FSH se mantengan elevadas
durante 5 dias induciendo un aumento de la tasa ovulatoria (LOpez Sebastian et al.,
1993; 1999).

Més frecuente en la bibliografia ha sido el uso de la polivinilpirrolidona (PVP)
como diluyente, de manera que este polimero es bastante utilizado en la actualidad
para la elaboracion de farmacos de accion prolongada. Se asocio por primera vez
con la FSH en vacas (Takedomi et al., 1995), donde se comprobd la elevada
permanencia de la gonadotrofina en plasma, similar incluso a la inducida por
protocolos de varias inyecciones. Desde entonces, distintos autores han encontrado
una buena respuesta utilizando este protocolo en dicha especie. En la especie ovina,
los resultados publicados sefialan que la inyeccion de FSH disuelta en PVP ofrece
una respuesta ovulatoria bastante aceptable en genotipos de reducido potencial
ovulatorio, incluso similar a la recogida tras la aplicacién de varias inyecciones de
FSH (Dattena et al., 1994 -raza Sarda-; D'Alessandro et al., 2001 -raza Leccese-).
Sin embargo, la respuesta parece ser peor en genotipos de mayor potencial
ovulatorio, como la raza Romanov (Lajous et al., 1997). Mas recientemente,
Simonetti et al. (2008), en un estudio sobre ovejas Corriedale, han encontrado que
aguellas ovejas tratadas con una inyeccidon de FSH ovina+PVP mostraron una
respuesta ovulatoria similar que la que tuvieron las hembras tratadas con un
protocolo de FSH con 4 inyecciones, si bien dicha respuesta fue inferior a la ofrecida

por el grupo que recibié un protocolo de 8 inyecciones (Tabla 2)
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Tabla 2: Respuesta ovarica y produccion embrionaria en ovejas Corriedale tratadas
con 176 NIH-FSH-S1 unidades de oFSH administrada en una Unica inyeccidén en un
vehiculo PVP (oFSH+PVP), en 4 dosis iguales o en 8 dosis iguales (adaptado de
Simonetti et al. 2008)

REVISION BIBLIOGRAFICA

Tratamiento oFSH+PVP OFSH (4 dosis) o0oFSH (8 dosis)
Ovejas en celo (%) 13/13 (100) 12/12 (100) 17/17 (100)
Inicio celo, horas 40,6£3,5 40,0+2,0 30,4+1,7
Ovuladas con CL normal (%) 12/13 (92,3) 12/12 (100) 17/17 (100)
Tasa de ovulacion 4,7£1,0 6,2+1,1 10,7+0,9
Estructuras recuperadas 3,2+1,1 3,1+1,1 7,8+0,8
Tasa de recuperacion (%) 39/57 (68,4) 37175 (49,3) 132/182 (72,5)
Embriones fecundados 2,910 1,4+0,4 7,3£1,0
Tasa de fecundacion (%) 35/39 (89,7) 17/37 (45,9) 124/132 (93,9)
Embriones viables 2,5+0,9 1,2+0,4 5,5+0,8

Tasa de viabilidad (%)

30/39 (76,9)

15/37 (40,5)

94/132 (71,2)

Sin embargo, el tratamiento con PVP no adelanté el celo ni el pico de LHy no
alter6 las tasas de recuperacion y de viabilidad embrionaria, lo que muestra que fue
capaz de mantener concentraciones elevadas de FSH durante el tiempo necesario.

3.2. Aplicaciéon conjunta de FSH+eCG

El objetivo fundamental de asociar en una Unica inyeccién la FSH con la eCG
(en dosis de 200 a 800 Ul) ha sido conseguir que la mayor vida media de esta Ultima
consiga mantener durante un tiempo adecuado la estimulacién folicular iniciada por
la FSH, todo ello sin producir los efectos perjudiciales que se han descrito cuando se
aplica unicamente la eCG para superovular a dosis elevadas, por encima de las
1000 UL.

Este protocolo de una unica inyeccion de FSH+eCG fue inicialmente testado
en la raza Merino por Maxwell y Wilson (1989), y bastante utilizado desde entonces

en distintas razas con resultados variables, tanto de elevada estacionalidad sexual
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como la Southdown y la Suffolk (Fukui et al., 1998; Okada et al., 1999; 2000) como
en razas mediterraneas y de reducida estacionalidad reproductiva como la propia
Merino (Jabbour y Evans, 1991; Ryan et al., 1991), la Sarda (Ledda et al., 1992;
Leoni et al., 2001; Dattena et al., 1994), la Rasa Aragonesa (Ledda et al., 1992) o la
Corriedale (Yamada et al., 1996; Simonetti et al., 2008). En general, los resultados
parecen ser adecuados en la raza Merino o en los genotipos que derivan de ella
como la Corriedale, asi como en la raza Sarda. Sin embargo, en las razas mas
estacionales y en la Rasa Aragonesa se han visto algunos problemas asociados con
el tratamiento. Entre ellos, parece muy llamativa la hiperestimulacion ovérica, que
hace que se reduzca notablemente las tasas de recuperacion (excesivo tamafo de
los ovarios que dificulta la recogida de los oocitos por la fimbria) y de fecundacion
(elevados niveles de estradiol antes del pico de LH e incluso después gracias a los
foliculos persistentes). También se han sefialado, especialmente en genotipos de
elevada estacionalidad reproductiva, unas tasas elevadas de regresion luteal de
hasta el 70% (Fukui et al., 1998). Quizas el mayor problema de muchos de los
estudios, al comparar con los protocolos tradicionales de varias inyecciones de
FSH, es que la dosis total de FSH sea la misma en éstos que en los protocolos
simplificados de FSH+eCG. En este sentido, Simonetti et al. (2008) han demostrado
recientemente una notable mejora de los resultados (embriones viables recuperados
por oveja) cuando la cantidad inyectada de FSH se reduce un 30% en el protocolo
simplificado. Dicha reduccion puede menguar algo la tasa de ovulacion, pero mejora
sustancialmente las tasas de fecundacion y de viabilidad, y consecuentemente el
rendimiento final (Simonetti et al., 2008) (Tabla 3).
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Tabla 3: Respuesta ovarica y produccion embrionaria en ovejas Corriedale tratadas
con 176 (grupo T1) o con 132 (grupo T2) NIH-FSH-S1 unidades de oFSH con 500 Ul
de eCG administrada en una Unica inyeccion (adaptado de Simonetti et al. 2008)

Tratamiento oFSH+eCG (T1) oFSH+eCG (T2)

Ovejas en celo (%) 15/16 (93,8) 14/14 (100)
Inicio celo, horas 22,0£1,4 20,1+£1,0
Ovuladas con CL normal (%) 15/15 (100) 13/14 (92,8)
Tasa de ovulacion 13,7£1,7 10,3+1,3
Estructuras recuperadas 7,9+1,2 5,8+0,7
Tasa de recuperacion (%) 118/206 (57,3) 76/134 (56,7)
Embriones fecundados 4,3+1,1 4,840,8
Tasa de fecundacion (%) 64/118 (54,2) 62/76 (81,6)
Embriones viables 3,3£1,0 4,0+£0,8
Tasa de viabilidad (%) 50/118 (42,4) 52/76 (68,4)

Queda por dilucidar, sin embargo, si la aplicacion repetida de este protocolo
simplificado puede tener efectos negativos en base a los anticuerpos que la propia
oveja pueda sintetizar frente a la eCG.

4. Fecundacion de las hembras:

Tanto el momento de inicio del celo como el de la ovulacibn son muy
importantes a la hora de valorar el éxito en la fecundacién de ovejas superovuladas.
En general, el celo aparece mas temprano el ovejas superovuladas que en aquéllas
que han recibido el clasico tratamiento de induccién y sincronizacion del celo con
esponjas y 400-500 Ul de eCG, si bien dicho momento varia con el tipo de
tratamiento de superovulacion recibido. Asi y en general, los tratamientos
simplificados FSH+eCG son los que parecen inducir una salida en celo mas
temprana, entre 20 y 26 horas tras la retirada de la esponja vaginal, seguidos de los
protocolos de varias inyecciones con FSH porcina (22-28 horas) y finalmente de

aguéllos que suponen varias inyecciones de FSH ovina (30-36 horas). Del mismo
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modo, la ovulacién se produce a las 44-54 horas tras la retirada de la esponja en los
protocolos simplificados FSH+eCG, a las 54-60 horas con protocolos de FSH
porcina y a las 58-64 horas con tratamientos con FSH ovina. Hay que tener en
cuenta que el momento de la ovulacion parece estar mas sincronizado entre
individuos cuando el tratamiento se realiza en la estacion reproductiva que cuando
tiene lugar en el periodo de anoestro. Asimismo, las diferencias senaladas entre
tratamientos son importantes tanto a la hora de considerar el momento mas
oportuno para la inseminacion artificial como a la hora de precisar la edad de los

embriones que vamos a recuperar con posterioridad.

Por lo que a la fecundacion se refiere, en un programa MOET el objetivo
fundamental es conseguir la mayor fertilidad posible, es decir, que la practica
totalidad de los oocitos producidos queden fecundados. Para ello, la monta natural
es la mejor opcion, siempre que sea controlada y con un reducido nimero de ovejas
por morueco, y se pueden alcanzar porcentajes de fecundacién del 90% con
tratamientos de superovulaciéon adecuados. No obstante, en muchas ocasiones se
hace necesario utilizar la inseminacion artificial en programas de mejora genética.
Con inseminacién cervical con semen fresco es posible conseguir unos resultados
aceptables, proximos al 70%, aunque con una gran variacion individual. No obstante,
el uso de semen congelado por esta via se desaconseja totalmente, pues la
fecundacion se reduce hasta niveles del 10%. Dado que el uso de semen congelado
resulta fundamental en este tipo de técnicas, cuando se asocia superovulacion con
inseminacién artificial se recomienda encarecidamente abordar la inseminacion
intrauterina por laparoscopia, que permite garantizar unas buenas tasas de
fecundacion en ovejas superovuladas, entre el 50 y el 70% (Armstrong y Evans,
1983; Berbion et al., 1992), porcentajes que podrian llegar al 80-90% con semen
fresco (Robinson et al, 1989; Scudamore et al., 1991). Con la técnica de
inseminacién intrauterina hay que precisar notablemente el momento de la
inseminacién en funcion del tratamiento de superovulacién utilizado, que va a
determinar el momento de inicio del celo y de la ovulacién. Del mismo modo, nuestro
equipo ha demostrado que una seleccion de los espermatozoides a utilizar puede
mejorar la fecundacion incluso reduciendo el niumero de espermatozoides por dosis
(Grasa et al., 2004).
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5. Recuperacion de embriones:

La recuperacion de embriones in vivo se realiza mediante lavado del tracto
genital, oviducto o Utero en funcién de la edad del embrion (Wintenberger-Torres y
Sevellec, 1987) (Tabla 4)

Tabla 4: Estadios de desarrollo embrionario previo a la implantacion en ganado
ovino. Adaptado de Witenberger-Torres y Sevellec (1987).

ESTADIO ANTES Y DESPUES DE LA OVULACION TI:\'IEI'\C/'IF:)OCTE'T_AOS
INICIO DEL CELO 0 HORAS
Ovulacion 24-30 horas
Primera division (2 blastomeros) 56 horas
Estadio de 4 blastbmeros 60 horas
Estadio de 8 blastomeros 72 horas
16 células: Morula 96 horas
48 células (44-150) Mérula Dia 5
100 células (44-150) Blastocisto joven Dia 6
200 células (138-308) Blastocisto expandido Dia 7
400 células (150-650) Blastocisto eclosionando Dia 8
400 células (250-550) Blastocisto eclosionado Dia 9

Aunque los embriones pueden ser recuperados del oviducto y ser cultivados
in vitro algunos dias hasta el estadio deseado, la recuperacion se realiza del uUtero
en la mayoria de los casos y entre los dias 5y 7 tras el celo. Hay que sefialar que

las caracteristicas anatomicas del cuello uterino en la especie ovina hacen poco
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viable la recuperacion via vaginal. Aunque algunos autores han intentado poner a
punto técnicas que permitieran llevarla a cabo, lo cierto es que los porcentajes de
recuperacion han sido notablemente bajos, en torno al 36-37% (Soonen et al., 1991;
Flores-Foxworth et al.,, 1992). Es por ello que la laparotomia es la técnica
generalizada para abordar el oviducto o el Utero y realizar el correspondiente lavado.
En el primer caso el lavado es relativamente simple y la tasa de recuperacion
elevada, del 90-100% en relacion a la tasa de ovulacion, dado que el volumen de
liquido a introducir es reducido. El lavado de Gtero se realiza cuando se pretende
recuperar embriones en un estadio de desarrollo posterior al de 16 células (moérula 'y
blastocisto). El porcentaje de recuperacién es menor que en el caso anterior, del 70-
80%. Es bastante frecuente la recuperacion de embriones a dia 7 tras el celo en un
estadio de blastocisto expandido, sobre todo cuando se pretende realizar
congelacion mediante vitrificacion, pues este estadio de desarrollo el que asegura
unas mayores tasas de supervivencia tras la conservacion mediante esta técnica
(Naitana et al., 1997).

Ante los inconvenientes que presenta la recuperacién de embriones mediante
laparotomia, sobre todo relacionados con la presencia de adherencias que dificultan
recuperaciones posteriores sobre la misma hembra (Torres y Sevellec, 1987),
algunos autores han propuesto la via laparoscépica como alternativa, desarrollada
en ovinos por McKelvey et al. (1986). Supone realizar tres punciones en la cavidad
abdominal. La primera permite introducir el laparoscopio, la segunda una sonda de
tres vias (entrada PBS, Salida PBS e insuflacién del bal6n) y la tercera, una pinza de

manipulacion no traumatica.

Esta técnica requiere un buen entrenamiento y su coste es elevado debido a
la necesidad de disponer de un endoscopio. Su mayor ventaja es que induce la
aparicion de menos adherencias y por tanto permite mantener el porcentaje de
recuperacion en sucesivas intervenciones (Gibbons y Cueto, 1995). No obstante, su
mayor inconveniente es que los porcentajes de recuperacion no son adecuados,

estando casi siempre por debajo del 50%.
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6. Posibilidades de mejora de la eficacia de las técnicas MOET

Cuando el objetivo fundamental de las técnicas MOET es el mantenimiento de
la diversidad genética y en concreto el conservar razas o agrupaciones de interés
local en peligro de extincion, es evidente que hay que conseguir desarrollar dos

aspectos fundamentales:

v' Transferir la técnica a centros de transferencia de tecnologia, que estan
directamente en contacto con el sector, lo que supone una simplificacion de
la misma sin pérdida de eficacia. Es aqui donde entra en juego la
optimizacién de protocolos simplificados de superovulacion como el propuesto

en el presente estudio.

v Intentar obtener el mayor nimero de embriones de hembras de alto valor
genético y preferentemente al final de su vida productiva. En este sentido, la
recuperacion repetida de embriones de la misma oveja es una opcién muy
interesante en genotipos en peligro de extincién. En un experimento previo
sobre ovejas Rasa Aragonesa, la aplicacion de 3 tratamientos de
superovulacién sucesivos con FSH ovina y con un intervalo de 2 meses entre
ellos, ha permitido obtener una media de 14 embriones viables por oveja
(Forcada et al., 2000).

lIl. PRODUCCION DE EMBRIONES IN VITRO:

Se trata de una técnica que evita los inconvenientes del uso de hembras vivas
para obtener embriones ademas de que permite la complementacién con otras

biotécnicas utilizadas en programas de mejora genética.

Los embriones se obtienen a partir de oocitos recuperados de ovarios
provenientes de animales sacrificados en matadero o in vivo de hembras
ovariectomizadas. Otra alternativa para la obtencién de oocitos de animales vivos
consiste en la aspiracion transvaginal de los foliculos ovaricos con ayuda de la

ultrasonografia y una bomba de vacio o mediante laparoscopia o laparotomia.
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En todos los casos, los oocitos son madurados (MIV) y fecundados (FIV) en el
laboratorio y cultivados en estufa en condiciones atmosféricas especiales durante un
periodo de 7 a 8 dias. Finalizado este periodo, los embriones se encuentran en
condiciones de ser transferidos (embriones frescos) a una oveja receptora preparada
para tal fin o de ser congelados y conservados hasta su transferencia en el momento

apropiado.

El primer cordero nacido tras la aplicacion de la tecnologia FIV a partir de
oocitos madurados in vitro fue obtenido por Cheng et al. (1986). Desde entonces, el
progreso de la técnica de produccion de embriones in vitro ha sido grande, pero
todavia no puede competir con la eficacia y calidad de los embriones obtenidos en el
estadio de desarrollo deseado directamente de hembras in vivo.

1. Obtencidon de oocitos:

1.1. Oocitos de donantes vivas:

- Aspiracién guiada de ultrasonografia (Ovum Pick-Up):

La aspiracion folicular transvaginal es una técnica mediante la cual los oocitos
inmaduros son recuperados de los foliculos de los ovarios de un animal vivo

mediante aspiracién guiada por ultrasonografia a través de la vagina.

La sonda ultrasonografica para OPU ha sido construida con la finalidad de
permitir la manipulacién de la aguja desde el exterior del animal y que el transductor
esté en contacto con los ovarios; de ese modo, el extremo de la aguja puede ser
visualizado cuando penetra dentro de los foliculos que seran aspirados. La aguja
esta conectada a la bomba de vacio por medio de una tuberia plastica o de silicona,
lo que permite que el contenido folicular sea vaciado directamente al filtro, que es
similar al utilizado para la recoleccion de embriones. Este procedimiento se lleva a
cabo una o dos veces a la semana y puede ser repetido durante varias

semanas.(Galli y Lazzari, 1996).

Es importante resaltar que el uso de esta técnica es muy utilizado en bovinos

pero no esta restringida solo a esta especie y ha sido también aplicada en equinos y
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bdfalos, asi como en ovinos (Ptak et al., 1999), ademas de representar una

herramienta importante en la recuperacion de especies en peligro de extincion.

- Aspiracion por laparotomia

Consiste en obtener oocitos después de la exteriorizacion del ovario a través
de una incision en la pared abdominal (Stenbak et al., 2001). Es una técnica
interesante en aquellas especies, como la ovina, en las que el acceso al ovario via

vaginal estd notablemente dificultado por cuestiones anatomicas.

La desventaja de esta técnica es la aparicion de cicatrices y adherencias en el
lugar de la intervencion y en el propio tracto reproductivo, lo que altera el
rendimiento en recuperaciones sucesivas y que ademas puede tener efectos
negativos a medio y largo plazo sobre la reproduccion de la hembra. Asi, algunos
autores (Ptak et al., 1999) recomiendan aplicar pomadas con acetato de

hidrocortisona para prevenir las adherencias.

Dichos autores han recuperado con esta técnica un total de 11,5 oocitos por
oveja tras un tratamiento hormonal previo de 96 Ul de FSH (Ovagen).

Finalmente, hay que sefialar que esta técnica puede no ser aceptada desde el
punto de vista de bienestar animal por lo invasiva que resulta, siendo sustituida por

la técnica de LOPU (Laparoscopic ovum pick-up).

- Puncion Folicular mediante Laparoscopia (LOPU).

Si bien la aspiracion ovarica por laparoscopia sin estimulacion hormonal ha
sido descrita en pequefios rumiantes (Stangl et al., 1999), a fin de obtener una
maxima respuesta es altamente recomendable preparar las donantes con un
tratamiento hormonal que sincronice su ciclo estral y estimule el desarrollo folicular.
Esto permite disponer en el momento de la aspiracion de una gran cantidad de
foliculos sincronizados en un estadio de desarrollo adecuado (2-5mm de diametro).
El tratamiento de estimulacion ovarica promueve el crecimiento de los foliculos
pequefios a foliculos de tamafio mayor, lo que conlleva a un incremento en la tasa
de recuperacion que llega a estar situada entre 55,5 y 79,9% (Baldassarre et al.,
1994; Ptak et al., 1999).
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En ovejas Rasa Aragonesa adultas y con tratamientos entre 32 y 42 mg de
FSHp, Hammami (2008) obtuvo entre 6 y 11 oocitos recuperados por oveja, mientras
gue Alberio et al. (2002) recuperaron 6,2 = 3,8 oocitos/oveja/sesion, después de la
estimulacién ovarica con 4,4 mg (5 ml) de NIADDK-oFSH-17 (oFSH) en dosis

decrecientes.

Estos procedimientos pueden repetirse 4 veces con intervalos de 7 dias
(Tervit et al., 1992) o 6 veces con 14 dias de intervalo (Anel et al., 1997).

Teniendo en cuenta que la aspiracion folicular guiada por laparoscopia es una
técnica eficaz y repetible, el inconveniente que presente respecto a otras técnicas de
recuperacion de oocitos, es que aumenta la perdida de células del camulo al
momento de ser aspirado el oocito desde el foliculo (Tibary et al., 2005). Esto
depende tanto de los materiales utilizados para la aspiracion, como el diametro
interno de la aguja y de la tuberia o la presion de vacio que se genera (Rodriguez et
al., 2006). Debido a la importancia de las células de cumulo en los resultados de la
maduracion in vitro, se ha comprobado que, utilizando agujas de didmetro 16 G se
obtiene una tasa de recuperacion del 81,9 % (Baldassarre et al., 1994), mientras que
utilizando agujas 23 G la tasa de recuperacion es de 45,2%z* 17,1% (Alberio et al.,
2001).

Ademés del ganado ovino (Stangl et al.,, 1999), la técnica LOPU se ha
aplicado también en cabras (Pierson et al., 2004), caballos (Brick et al., 1997), y
llamas (Brogliatti et al., 2000).

1.2. Ovarios de hembras de matadero

Ha sido la opcion mas utilizada a la hora de obtener oocitos a gran escala y
producir embriones in vitro a partir de los mismos (Wani et al., 1999; Wani, 2002). No
obstante, en ganado ovino el principal problema es que la mayoria de los sacrificios
corresponden a animales impuberes (corderas), mientras que el sacrificio de ovejas
adultas es mucho mas limitado. Esto hace que el rendimiento de la técnica no sea
adecuado, pues la produccion de embriones in vitro a partir de ovarios de corderas

es muy inferior que cuando provienen de ovarios de ovejas adultas (Izquierdo et al.,
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2002). No obstante, el obtener oocitos a partir de ovarios de hembras de alto valor

genético una vez son sacrificadas es una opcion realmente interesante.

Los ovarios se obtienen de mataderos y son transportados al laboratorio en
un tiempo no superior a las 3 h una solucion salina de PBS a 30-35°C (Pugh et al.,

1991). Los oocitos son recolectados por las siguientes técnicas:
- Puncion:

Los ovarios se colocan en una placa de Petri con 5 ml de medio de
recoleccion de oocitos, de manera que los foliculos de toda la superficie del ovario

se pinchan con una aguja hipodérmica calibre 18.

- Corte en rodajas (slicing):

Los ovarios se colocan en placa de Petri con 5 ml del medio de recoleccion de
oocitos, y se realizan incisiones a lo largo de toda la superficie del ovario mediante
una hoja de bisturi, ayudando a separar los oocitos de los foliculos mediante una

aguja.

- Aspiracion:
En las 3 técnicas las placas de Petri se dejan reposar durante 5 minutos para
gue los oocitos caigan al fondo de la placa, lo que facilita su recoleccion. Por ultimo

se examina cada placa de Petri mediante una lupa binocular para valorar el nGmero

total de oocitos recolectados y su morfologia.

Segun Wani et al. (2000) los oocitos se pueden clasificar en buenos,

regulares y malos:

— Buenos: Oocitos completos con una gruesa capa de células del cumulo
celular y citoplasma uniforme.

— Regulares: Oocitos con una capa mas delgada o incompleta de células del
cumulo y citoplasma uniforme.

— Malos: Oocitos con pocas o ninguna células del cimulo, o citoplasma no

homogéneo.
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Es interesante sefialar que la morfologia del ovario en el momento en que se
van a recuperar oocitos es un buen criterio a la hora de evaluar su respuesta en
términos de la obtencion del mayor numero posible de oocitos con la mayor
competencia para su desarrollo in vitro, y asi lo sefialan Gandolfi et al. (1997) en
ganado bovino. Estos autores clasifican los ovarios en 3 categorias basandose en:
A) presencia de un foliculo > 10 mm de didmetro; B) presencia de méas de 10
foliculos de 2-5 mm de diametro y ningun foliculo > 10 mm; y C) presencia de < 10
foliculos de 2-5 mm de diametro y ningun foliculo > 10 mm. Gandolfi et al. (1997)
observaron que los complejos cumulo-oocito aislados de ovarios de la categoria C
mostraron tasas menores de maduracion y de formacién de blastocistos que
aguéllos aislados de ovarios de las categorias A y B. Ademas, los blastocistos
derivados de la categoria C presentaron menos células que aquellos derivados de
las otras 2 categorias. El primer trabajo que se conoce sobre seleccion de oocitos
basandose en sus caracteristicas morfologicas es el publicado por Leibfried y First
(1979) en ganado bovino. Numerosos autores han descrito que la presencia de un
cumulo intacto alrededor del oocito y una apariencia homogénea del ooplasma son
indicadoras de oocitos con capacidad para madurar y desarrollarse (Leibfried y First,
1979; Younis et al.,, 1989; Gordon y Lu, 1990). Por otro lado, diferentes estudios
demuestran que los oocitos denudados presentan una capacidad reducida para la
maduracién, fecundacion y posterior desarrollo embrionario (Fukui y Sakuma, 1980;
Shioya et al., 1988; Yang y Lu, 1990) en relacién a su incapacidad de respuesta a

las gonadotrofinas hipofisarias.

2. Maduracioén in vitro

Maduracién es la etapa final de un largo proceso de diferenciacion en el que
el oocito adquiere su capacidad para ser fecundado. La maduracion del oocito
implica el reinicio de la meiosis y la progresién hacia el estadio de metafase Il
(maduracion nuclear) y una serie de sucesos citoplasmaticos (morfolégicos,
funcionales y bioquimicos) necesarios para la fecundacion y el desarrollo
embrionario temprano (maduracién citoplasmatica) (Eppig et al., 1994).

Aproximadamente el 90% de los oocitos inmaduros puestos a cultivar, alcanzan la

35



CAPITULO Il REVISION BIBLIOGRAFICA

metafase Il y expulsan el primer cuerpo polar entre las 16 y 24 h de comenzar la

maduracion.

La maduracion completa (nuclear y citoplasmatica) del oocito se apoya sobre
una interaccion compleja de gonadotrofinas, esteroides y sefales foliculares (Osborn
y Moor, 1983; Thibault et al., 1987). El inicio de la meiosis se desencadena mediante
el pico preovulatorio de la hormona luteinizante (LH) (Dieleman et al., 1983). In vitro,
la maduracién nuclear se induce espontaneamente cuando los oocitos se liberan del
ambiente inhibitorio del foliculo y se transfieren a un medio de cultivo adecuado
(Thibault et al., 1987).

De esta manera, en ganado ovino los foliculos de 2 a 6 mm de diametro
contienen oocitos aptos para la maduracion nuclear in vitro, por lo que no existe una
relacion directa entre el tamafio del oocito y su maduracion nuclear dentro de dichos
limites (Shirazi y Sadeghi, 2007). También parece existir una relacion entre el
crecimiento del oocito y su capacidad de desarrollo (Otoi et al., 1997) de hecho,
Thibault et al. (1987) describieron que el crecimiento del oocito lo capacita
progresivamente para reanudar la meiosis, y que la competencia meiotica aparece
cuando el oocito presenta un 80-90% de su tamafio maximo, con lo que hasta que
no alcanza su maximo tamafio el oocito no es capaz de llegar a la metafase Il y
completar la maduracion. La competencia mei6tica de oocitos procedentes de
foliculos de diferentes tamafios se ha investigado en varias especies, y se ha
demostrado que los oocitos adquieren la capacidad de realizar la maduracion
meidtica cerca del final de su fase de crecimiento, tras alcanzar un tamafio
especifico (en ratones: Sorensen y Wassarman, 1976; en humana: Durinzik et al.,
1995; en perra: Hewitt y England, 1998). Por lo que a la maduracion nuclear se
refiere, hay que sefialar que in vivo, los oocitos de la mayoria de los mamiferos se
encuentran en diplotene de la profase de la meiosis, hasta que se produce la
adecuada estimulacion mediante factores de crecimiento y hormonales que
desencadenan la progresion de estos oocitos al estadio M-Il, fase en la que
guedaran los oocitos de los rumiantes hasta que se produzca la fecundacion
(Mermillod, 2002). El potencial para la maduracion nuclear se adquiere en

concomitancia con el desarrollo del foliculo, y se ha comprobado en el ovino que los
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foliculos 2 a 6 mm de didmetro contienen oocitos completamente aptos para la

maduracion nuclear in vitro (Shirazi y Sadeghi, 2007).

Respecto a la maduracién citoplasmatica, se trata de un conjunto de cambios
que se produce al nivel del citoplasma y que incluyen tanto procesos fisiologicos
como una serie compleja de modificaciones morfoldgicas, tales como la migracién
de granulos corticales en la region periférica del ooplasma (revisado por Hyttel et al.,
1997) y la expansion de las células del cimulo. Se ha demostrado (Trounson, 1992)
gue a pesar de que lo oocitos maduros a nivel nuclear pueden ser fecundados, estos
pueden ser incompetentes para el desarrollo embrionario posterior si la maduracion
citoplasmatica no se ha completado. No obstante, la maduracion citoplasmatica
también influye en la preparacion del oocito para ser fecundado con éxito (Mermillod
et al., 1999).

2.1. Medios de maduracion

Los parametros biofisicos mas importantes a controlar en los medios de

produccion in vitro de embriones son los siguientes:

— Osmolaridad: Teniendo en cuenta los valores observados en las secreciones
uterinas, podria asumirse que lo o6ptimo seria 280 + 20 mOsm/kg. Sin
embargo, existe evidencia que indica que valores de alrededor de 245
mOsm/kg favorecerian el desarrollo embrionario (Duque et al., 2003).

— pH: La mayoria de los embriones de mamiferos cultivados in vitro desarrollan
en pH neutro o ligeramente alcalino, obteniéndose los mejores resultados
entre pH 7,2y 7,6.

— CO,y 0O,. La fase gaseosa mas utilizada es aquella compuesta por 5% CO,
en aire para la maduracion oocitaria y fecundacién, y 5% O,, 90% N, y 5%
CO; para el desarrollo embrionario. Estas son similares a las registradas en el

oviducto de algunas hembras mamiferas.

El medio de maduracibn mas utilizado es el TCM-199. Este medio se

complementa con una serie de suplementos que lo acercan a las condiciones
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Optimas similares a las de maduracién in vivo. Dentro de estos suplementos

podemos citar:

- Gonadotrofinas y esteroides:

En general, se acepta que las gonadotrofinas juegan un papel principal en la
estimulacién del reinicio de la meiosis y en la expansion del cimulos o6foro in vivo
(Eppig, 1980). Sin embargo, es posible que otros factores hormonales también
influyan asimismo sobre la maduracion meiética de los oocitos de mamiferos durante
el periodo preovulatorio. Por ejemplo, el estradiol es uno de los factores que pueden
estimular el desarrollo folicular y el crecimiento de las células de la granulosa in vivo,
aunque no actla como mitdbgeno para las células de la granulosa in vitro. Sin
embargo, no es necesaria la adicion de estradiol a los medios que ya contienen un
fluido biolégico como el fluido folicular (Guler et al., 2000). Por otra parte, la
suplementacién del medio de MIV con progesterona incrementa el porcentaje de
espermatozoides penetrantes que forman pronucleos masculinos (Mattioli et al.,
1988). Ademas, se ha comprobado que la proteina acidica del fluido seminal bovino
estimula la secrecién de progesterona por parte de las células de la granulosa
bovinas in vitro (Einspanier et al., 1991). Teniendo en cuenta ambos datos,
Funahashi y Day (1993) hipotetizaron que la produccién de progesterona en las
células somaticas alrededor de los oocitos porcinos debia estar estimulada por el
fluido seminal y, en consecuencia, la tasa de formacion del prondcleo masculino

deberia mejorar.

Mattioli et al. (1988) mostraron que los esteroides (en particular la
progesterona) secretados por las células foliculares eran responsables de la
maduracién citoplasmatica oocitaria, mientras que Ding y Foxcroft (1992) sugirieron
gue otros factores foliculares estaban también implicados, ya que andlisis detallados
no mostraron correlaciones entre las concentraciones de esteroides secretadas por
las células foliculares durante la maduracion oocitaria y las tasas de formacion del
prondcleo masculino. La adicion de gonadotrofinas al medio de maduracién no
afectd la produccion de estradiol por las células foliculares, pero si elevdé en gran

proporcion la de progesterona (Ding y Foxcroft, 1994), mientras que la adicion de
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células foliculares al cultivo es capaz de incrementar la secrecion de estradiol pero

sin modificar la produccion de progesterona.

- Sueros:

El suero es una combinaciéon compleja de componentes que incluye
proteinas, acidos grasos, vitaminas, hormonas, elementos traza y factores de
crecimiento. El suero actia como una fuente de albimina que equilibra la
osmolaridad y elimina moléculas potencialmente perjudiciales e iones metélicos que
pueden actuar como fuente de radicales libres de oxigeno. La suplementacion de los
medios de maduracion con suero se ha utilizado de forma regular en los sistemas de
maduracién in vitro para proporcionar una fuente de proteinas y energia al oocito
durante la maduracion. Las formas de suero bovino empleadas con mas frecuencia
han sido el suero fetal bovino (FCS), el suero bovino de macho castrado (SS), el
suero de vaca u oveja en estro (ECS 6 OCS), suero de vaca en proestro y suero de
vaca superovulada (revisado por Gordon, 1994). En conjunto, el papel del suero en
el reinicio de la meiosis y en la maduracién oocitaria ha sido demostrado en varias
especies (raton: Ducibella et al., 1990; bovino: Fukui et al., 1982; Younis et al.,
1989).

- Factores de Crecimiento (EGF, IGF-I):

En estudios realizados en bovinos, se demostré que afiadiendo al medio de
maduracién de oocitos tanto el factor de crecimiento epidérmico (EGF) como el
factor de crecimiento similar a la insulina (IGF-I), se consigue aumentar el porcentaje
de maduracion nuclear y se promueve la formacion del pronicleo masculino y la
expansion de las células del camulo (Lonergan et al., 1996). Estos suplementos
proporcionan un incremento en la tasa de maduracién y una optimizacién en la
formacion de blastocistos (21% vs 13,4% en el control) obtenidos a partir de oocitos

de ovejas tratadas con FSH (Guler et al., 2000).

- Fluido Folicular:

Durante la maduracion in vivo, los oocitos estan bafiados en fluido folicular,
gue contiene hormonas esteroideas, gonadotrofinas y factores de crecimiento

(Ainsworth et al., 1980). En la literatura, los estudios del efecto del fluido folicular
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sobre la maduracion y el desarrollo embrionario in vitro son contradictorios. Algunos
autores han mostrado que es inhibitorio, mientras que otros han evidenciado que es
un activador de la maduracién del oocito a nivel citoplasmatico. En ovinos, la
suplementaciéon del medio MIV con fluido folicular, en proporcion del 10 al 20% y con

FSH, es capaz de mejorar el desarrollo embrionario (Cognie, 1999).

Parece demostrado que el fluido folicular contiene sustancias que mejoran la
tasa de expansion del cumulo la maduracion nuclear y la fecundacion y desarrollo
embrionario (Yoshida et al.,, 1992). Estos resultados confirman los de Naito et al.
(1988) en porcino en cuanto a la eficacia de la adicion de fluido folicular al medio de
MIV sobre la maduracién nuclear, pero existen contradicciones en cuanto a su
efectividad para promover la formacién del prondcleo masculino. Asimismo, en
bovino se ha podido comprobar que el fluido folicular, afiadido al medio de MIV,
mejora el desarrollo embrionario de manera similar al suero (Carolan et al., 1996).
Diversos estudios han intentado caracterizar la composicion y examinar el efecto de
la presencia del fluido folicular durante la maduracion oocitaria sobre el posterior
desarrollo embrionario (Lonergan et al., 1994; Romero-Arredondo y Seidel Jr, 1994;
Carolan et al., 1996). El propio tamafio del foliculo, un indicador del desarrollo
folicular, puede modificar las propiedades beneficiosas o perjudiciales del fluido
folicular en términos de capacidad de desarrollo del oocito. En pequefios rumiantes,
la adicion de fluido folicular al medio de maduracion, en presencia de EGF o FSH, no
aumento la tasa de maduracion nuclear pero estimuld la maduracion citoplasmatica,
ya que mejoré las tasas de fecundacion y desarrollo embrionario in vitro en ovino
(Guler et al., 2000) y caprino (Cognie, 1999). Por su parte, Sun et al. (1994)
observaron que el fluido folicular ovino o incluso humano mejoraba la maduracién,
fecundacion y posterior desarrollo de los oocitos ovinos en relacion al tratamiento
con FCS. Del mismo modo y suplementando el medio de maduracién con un 10% de
fluido folicular obtenido a partir de foliculos grandes de cabras tratadas con eCG,
(Cognie, 1999) obtuvo un incremento en la producciéon de blastocistos de cabras
adultas respecto al medio suplementado con fluido folicular proveniente de foliculos
grandes de cabras no tratadas (43% versus 32%). Ademas, este hallazgo se
confirmd usando tres lotes diferentes de fluido folicular que contenian elevadas

concentraciones de estradiol (2000 ng/ml), por lo que parece que se debe al efecto
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positivo del estradiol (inducido gracias a un tratamiento hormonal, con eCG o FSH)

sobre los parametros in vitro.

- Cisteamina:

Es un tiol de bajo peso molecular que aumenta el contenido intracelular de
GSH (glutatién reducido), un potente antioxidante (Takahashi et al., 1993). Asi, De
Matos et al. (1995; 1996) demostraron que la adicion de cisteamina al medio de
maduracion producia un incremento del contenido de GSH en oocitos bovinos y una
mejora en la tasa de desarrollo celular hasta blastocisto. Estos resultados eran
consistentes con las hipétesis de Issels et al. (1988), segun las cuales compuestos
tioles de bajo peso molecular como la cisteamina, debian reducir la cistina a cisteina
cuando estaban presentes en el medio de maduracién, aumentando la sintesis de
GSH. Sin embargo, en el estudio de De Matos et al. (1996) no se hall6 ningun efecto
aditivo al afladir al medio de maduracion cisteina y cisteamina conjuntamente. Estos
autores concluyeron que el incremento en la sintesis de GSH provocado por la
cisteamina proporcionaba a los oocitos madurados in vitro una cierta proteccion
hasta el estadio de blastocisto, incrementando la eficiencia de la produccion de
blastocistos a partir de oocitos inmaduros. Posteriormente, De Matos et al. (1997)
demostraron que la adicion de cisteamina al medio de maduracion producia un
incremento en el nivel de GSH intracelular tanto en los complejos cumulo-oocito
como en oocitos denudados. Sin embargo, este efecto mejoraba cuando los oocitos
estaban rodeados por células del cimulo, pues contenian mas GSH que los oocitos

denudados.

3. Fecundacioén in vitro

La fecundacion in vitro (FIV) consiste en exponer los oocitos ya maduros a los
espermatozoides capacitados para ser fecundados fuera del tracto genital femenino.
Una vez madurados, los oocitos son sometidos a repetidos lavados a través de un
pipeteado con el fin de eliminar los cimulos expandidos de alrededor de los oocitos
y facilitar asi la penetracion del espermatozoide. Estos oocitos se colocan en una
placa de Petri y se los expone al semen ya evaluado, entre 15 a 18 h a 39°C, bajo

humedad controlada y atmdsfera condicionada (5% de CO; en aire).
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El porcentaje de fecundacion suele estar sobre el 80%, y tras la fecundacion
se inicia la division, al menos hasta el estadio de 2 a 4 células (Mucci et al., 2006). El
proceso de fecundacion determina el final de la divisibn meidtica que culmina con la
exclusion del segundo corpusculo polar, y se produce la formacion de los dos
prondcleos, el masculino y el femenino, cada uno aportando la mitad de la dotacion
genética del futuro individuo. Otros rasgo utilizado como signo de éxito de la FIV son
la presencia de 2 corpusculos polares en el espacio perivitelino y la division y
formacion de 2 blastémeros, de igual forma y tamafo y sin fragmentacion. En los
trabajos de FIV, a las 48 de cocultivo de los gametos se suele valorar el nUmero de
divisiones celulares de los embriones, que pueden tener de 2 a 8 células, como un

suceso que indica el ritmo de divisién normal (Harstone, 2000).

El semen debe estar seleccionado y capacitado para fecundar. La seleccién
de espermatozoides se puede realizar por el método de migracion ascendente
(swim-up), o sometiendo a los espermatozoides a un gradiente de Percoll (45% /

90%) o bien mediante centrifugacion por 20 minutos a 500-700g.

3.1. Seleccién de espermatozoides y capacitacion:

- Seleccién de espermatozoides por Swim-up:

Como su nombre lo indica, esta técnica se refiere a “nadar hacia arriba”, y
consiste en depositar la muestra de esperma en el fondo de un tubo de ensayo que
contiene un medio de fecundacion. Los mejores espermatozoides nadaran hacia
arriba, mientras que el plasma y los espermatozoides muertos quedan en la parte
inferior del tubo, por lo que se recoge el sobrenadante que sera utilizados para
fecundar los oocitos. Este proceso permite seleccionar espermatozoides libres de

plasma seminal, con alta motilidad y viabilidad (Garcia-Lépez et al., 1996).

- Seleccién de espermatozoides por Percoll:

En el método Percoll, la separacion de los espermatozoides viables se basa
en el hecho de que el esperma con membranas intactas no pierde su contenido

celular y, al ser mas pesado, se asienta en el fondo del tubo tras la centrifugacion,
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por lo que los espermatozoides vivos se obtendran del fondo del tubo y en la parte
superior quedaran todas las células muertas (Tibary et al., 2005).

3.2. Capacitacion y sustancias capacitantes:

La capacitacion espermatica la podemos definir como un proceso necesario e
indispensable para que los espermatozoides sean capaces de fecundar al oocito. En
la actualidad se sabe que la capacitacion es un proceso de desestabilizacion de la
membrana plasmatica del espermatozoide con eliminacion o alteraciéon de
sustancias absorbidas en la misma, la que va a ocasionar un incremento en el influjo
de Ca2+ al interior del espermatozoide (Yanagimachi, 1988). La capacitacion
también va a preparar al espermatozoide para experimentar la reaccién acrosdmica

y penetrar a través de la zona pellcida del oocito.

Hay distintas sustancias que han demostrado que pueden inducir la

capacitacion:

- Albdmina sérica bovina:

Se considera un componente esencial de los medios de capacitacion in vitro.
La funcion que se le atribuye es la de eliminar el colesterol de la membrana
plasmatica (Visconti et al., 2002). La salida del colesterol de la membrana plasmatica
del espermatozoide parece iniciar una via de transduccion en el proceso de

capacitacion (Visconti y Kopf, 1998).

- Heparina:

La heparina ha demostrado mejorar la capacidad fertilizante de los
espermatozoides en el ganado ovino y caprino. La heparina promueve la
capacitacion de los espermatozoides por mecanismos aun no bien comprendidos,
pero que parece ser que dependen de la adsorcion de las proteinas seminales del
eyaculado. Se cree que la heparina podria eliminar las sustancias no capacitantes
gue se adhirieron a la membrana plasméatica de los espermatozoides como la

calmodulina, que a su vez, facilitaria la entrada de calcio a la célula. Ademas, se
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sabe que el calcio es necesario para permitir el efecto de la heparina sobre
capacitacion.

Se ha demostrado heparina que estimula la penetracion de los
espermatozoides de ovinos en los oocitos madurados bajo condiciones in vitro. La
heparina que se utiliza actualmente en la FIV se obtiene como una sal de sodio, por
lo general la mayoria de mucosa intestinal porcina y de otros tejidos de los animales
domeésticos. La induccién de capacitacion de los espermatozoides por la heparina
estaria parece estar relacionada con el contenido de sulfato de la molécula (Cox et
al., 1995).

3.3. Anomalias de la FIV:

Los oocitos madurados in vitro de mamiferos presentan a menudo
deficiencias en su citoplasma, manifestadas por una baja frecuencia de formacion
del prondcleo masculino, una baja incidencia de la primera division tras la
fecundacion y una baja competencia de desarrollo hasta el estadio de blastocisto,
todo ello en relacion a los oocitos madurados in vivo (Rose y Bavister, 1992;
Funahashi et al., 1994).

Las anomalias en la fecundacion de los oocitos madurados y fecundados in
vitro son debidas probablemente a insuficiencias en la maduracion citoplasmatica
(Pavlok et al., 1988). Los eventos nucleares, la ruptura de la vesicula germinativa y
formacion del corpusculo polar parecen ocurrir de manera normal, pero la
fecundacion, division y desarrollo embrionario temprano no son exitosos. Esta
interrupcion del desarrollo podria ser resultado de una maduracion citoplasmatica
incompleta. Los oocitos maduran mejor in vivo que in vitro, lo cual podria sugerir que
se requieren factores hormonales y/o foliculares adicionales para mejorar la

maduracién y obtener tasas de fecundacion y desarrollo normales.

Se ha comprobado que la zona pelucida de los oocitos madurados in vitro
presenta deficiencias en lo que a la penetracion por espermatozoides capacitados se
refiere (De felici y Siracusa, 1982; Zhang et al., 1991). Incluso, aunque la capacidad

de la zona pellcida para ser penetrada puede adquirirse mediante cambios en las
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condiciones de maduracion, los oocitos madurados in vitro no adquieren la
competencia total para la fecundacion. No solamente es menor la formacion del
pronucleo masculino comparado con los oocitos madurados in vivo, sino que la
formacion de ambos prondcleos es asincronica (Laurincik et al., 1994), por lo que se
ha sugerido de estos resultados que los oocitos madurados in vitro carecen del
factor de crecimiento del prondcleo masculino (MPGF) (Thibault, 1972). La
penetracion poliespérmica se ha asociado a una reaccidon cortical deficiente que
causa un bloqueo ineficiente del sistema contra la poliespermia. Las causas de la
poliespermia bajo condiciones in vitro han sido atribuidas a un retraso o una
disfuncién de la exocitosis de los granulos corticales y a una distribucion irregular de
dichos granulos (Cran y Cheng, 1986; Hyttel et al., 1986). Cran y Cheng (1986)
también sugieren que, tras la FIV, no estaban disponibles los constituyentes vitales
de los granulos corticales, probablemente en una forma cimégena, por interaccion
con la zona peldcida. La poliespermia es un problema frecuente en los oocitos
porcinos madurados y fecundados in vitro, menos frecuente en los bovinos y poco
frecuente en ovinos. En vaca, Hyttel et al. (1989) propusieron que la poliespermia
podria ser debida a un retraso en la migracion periférica de los granulos durante la
FIV o a una liberacion reducida o retrasada de sustancias especificas de los
granulos corticales debido a unas condiciones de cultivo inapropiadas durante la
FIV.

4. Cultivo embrionario in vitro

Constituye la ultima etapa de la produccion in vitro de embriones, en la que
los embriones obtenidos tras la maduracion y fecundacion in vitro de los oocitos se
cultivan, también in vitro, hasta el estadio de blastocisto. EI medio de cultivo mas
utilizado es el fluido oviductal sintético (SOF). En algunos casos se le puede agregar
suero fetal bovino y/o alblmina sérica bovina como suplemento proteico y de
factores de crecimiento. A las 24 h de la fecundacion, los embriones se lavan
repetidas veces en SOF con el fin de eliminar los espermatozoides y restos de
células adheridas. La division celular y la presencia de los dos corpusculos polares

en el espacio perivitelino son signos del éxito de la FIV. Asi, los embriones se
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clasifican en divididos y no divididos y se colocan agrupados en pocillos con medio
de maduracion. El cultivo de embriones en volimenes reducidos favorece
significativamente el desarrollo a blastocisto y el numero de células de los
blastocistos por la interaccidn cooperativa entre los embriones, que liberarian
factores de crecimiento que favorecerian su desarrollo (Gardner et al., 1994). A las
48 h tras la fecundacion se suelen volver a evaluar los no divididos y si han tenido
éxito, se pasan al pocillo de los divididos. En general, Unicamente el 25-40% de los
embriones ya fecundados alcanza el estadio de blastocisto detras un periodo de
cultivo de 6-7 dias. Por tanto, el cultivo embrionario, que es el paso mas prolongado
dentro del proceso de produccién in vitro, es el periodo en el que tiene lugar el

mayor porcentaje de pérdidas del sistema (Mucci et al., 2006).

Los embriones se cultivan o bien en 5% de CO, y en cocultivo con células de
la granulosa (Doherty et al., 1997), o en 5% de CO,, 5% de O, y 90% de N, en
atmosfera saturada de humedad y temperatura de 38,5 a 39°C, durante 7 a 8 dias, y
con un pH de 7,2 a 7,4. En este sentido, distintos autores sefialan un beneficio en la
reduccion de la concentracion de O, para el desarrollo embrionario in vitro (Leoni et
al., 2007).

Los parametros que se deben controlar en los medios de cultivo son:

— Osmolaridad: Teniendo en cuenta los valores observados en las secreciones
uterinas, podria asumirse que lo Optimo seria 280 + 20 mOsm/kg. Sin
embargo, existe evidencia que indica que valores de alrededor de 245
mOsm/kg favorecerian el desarrollo embrionario (Duque et al., 2003).

— pH: La mayoria de los embriones de mamiferos cultivados in vitro desarrollan
en pH neutro o ligeramente alcalino, encontrandose los mejores resultados en
unpHde 7,2y 7,6.

— CO, y O, Los embriones ovinos necesitan una baja tension de O2 para su
desarrollo, por los que se recomienda una atmaosfera de 5% O,, 90% N, y 5%
CO; 0 un cocultivo con células somaticas para su desarrollo in vitro.

— Concentracion de sales: El fluido oviductal bovino y ovino se caracteriza por

bajos niveles de Na® y altos niveles de K*, comparados con los niveles
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plasméticos. Estos dos elementos son cuidadosamente balanceados al
formular los medios de cultivo, asi como el magnesio, calcio, bicarbonato,
sulfatos y fosfatos.

— El agua es el componente que participa en mayor proporcién en la
formulacion de cualquier medio de cultivo y su grado de pureza esta
fuertemente relacionado con el desarrollo embrionario (Marquant-Leguienne y
Humblot, 1998).

5. Uso de la melatonina en los procedimientos de produccién in vitro:

La melatonina es una hormona ampliamente utilizada en la reproduccién
ovina, debido a su capacidad de revertir los efectos del anoestro estacionario
aumentando la tasa de ovulacion, la funcion luteal y la viabilidad embrionaria (Abecia
et al., 2008). La presencia de melatonina en el fluido folicular ovarico humano
(Brzezinski et al., 1987) y de receptores de la misma en las células de la granulosa
en diversas especies (Na et al., 2005; Kang et al., 2009) sugieren un efecto directo

de esta hormona sobre la competencia del oocito.

Los estudios del efecto de la presencia de la melatonina en la produccion in
Vvitro en ovinos y otras especies son muy escasos. El efecto positivo de la adicion de
la melatonina en los procedimientos in vitro ha sido mencionado sobre todo en la
especie humana (Park et al., 2006) y en ratones (Na et al., 2005; Ishizuka et al.,
2000). En el primer caso, se ha visto que la adicion de melatonina a los medios de
producciéon de embriones in vitro tiene un efecto positivo sobre la maduracién del
oocito humano y sobre la fecundacion de los oocitos maduros (Park et al., 2006). En
ratones, la adicibn de melatonina a los medios estimula la fecundacion y el
desarrollo embrionario temprano (Ishizuka et al., 2000; Na et al., 2005). Incluso,
Dimitriadis et al. (2005) mostraron un efecto positivo de la melatonina sobre la
maduracion de oocitos bovinos al ser afiadida al medio. No obstante, el efecto
positivo de la melatonina cuando se afiade a los medios de maduraciéon o
fecundacion parece ser dosis-dependiente. Asi, Adriaens et al. (2006) mostraron

que, si bien la toxicidad de la melatonina es relativamente baja, la maduracion de

47



CAPITULO Il REVISION BIBLIOGRAFICA

oocitos de ratdn se ve notablemente penalizada por concentraciones de melatonina

iguales o superiores a 10 M.

En ganado ovino apenas existen referencias relativas al uso de la melatonina
en los procedimientos de produccion de embriones in vitro. Recientemente, Casao et
al. (2007) mostraron que la adicién de melatonina 10° M. a los medios de
maduracion, fecundacion y cultivo para la produccion de embriones in vitro a partir
de oocitos ovinos, no mejoro los porcentajes de maduracién o fecundacion, e incluso
penalizé ligeramente el porcentaje de blastocistos obtenidos. Es posible que la dosis
de melatonina utilizada tuviera algo que ver, pues menores concentraciones de la
hormona pineal fueron capaces de mejorar las tasas de maduracion y de division

embrionaria temprana en ensayos posteriores (Casao et al., datos sin publicar).
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EXPERIMENTO |

EFECTO DE LA SIMPLIFICACION DE LOS PROTOCOLOS
SIMPLIFICADOS DE SUPEROVULACION SOBRE LA
VIABILIDAD DE EMBRIONES OVINOS

Tal y como ya se ha indicado con anterioridad, el objetivo de este experimento
fue evaluar la viabilidad de un tratamiento simplificado de superovulacion para la
produccion de embriones in vitro en ovejas de raza Ojalada Soriana. En concreto,

dicho objetivo puede ser desglosado en dos:

— Evaluar la eficacia del tratamiento superovulatorio de una Unica inyeccion de
FSH+eCG sobre la produccion y viabilidad de embriones en relacion al clasico
tratamiento de 6 inyecciones de FSH.

— Analizar la eficiencia de la aplicacion repetida de dicho tratamiento y su

posible relacién con los niveles de anticuerpos generados frente a la eCG

I. MATERIALES Y METODOS

1. Material animal:

En este experimento se utilizaron 38 ovejas adultas de de raza Ojalada
Soriana, procedentes del rebafio experimental de la Excma. Diputacion Provincial de
Soria en San Esteban de Gormaz. Su edad media era de 7,87+0,34, siendo su

media de partos anteriores de 5,77+0,28.
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El experimento se desarroll6 entre septiembre de 2008 y marzo de 2009 en
las instalaciones del Servicio de Experimentacién Animal de la Universidad de
Zaragoza. Todos los procedimientos realizados fueron aprobados por la Comision
Etica para la Experimentacion Animal de la Universidad de Zaragoza. El manejo de
los animales estuvo de acuerdo a la normativa espafiola de Proteccién de los
Animales Utilizados para Experimentacion y otros Fines Cientificos (RD 1201/05),

que sigue la Directiva 86/609 de la Union Europea con el mismo nombre.

Para facilitar el trabajo, los animales fueron divididos en 5 lotes de 7-8 ovejas;
en cada lote se distinguieron 2 grupos segun el protocolo de superovulacion
administrado, el simplificado (S) y el decreciente (D)

2. Sincronizacién y superovulacion:

En todos los lotes se realizaron las mismas operaciones, se repitieron en tres
tandas separadas entre si por 7-8 semanas. El protocolo de sincronizacion fue el
mismo para todos los animales independientemente del protocolo de superovulacion

recibido.

El cronograma fue el siguiente:

Dia -7: Extraccion de sangre para medir los niveles de progesterona, que

junto con la toma de la semana siguiente iban a servir para evaluar si las

ovejas estaban ciclicas en el momento de la colocacién de la esponja vaginal.

- Dia 0: Segunda extraccion de sangre para la determinacién de los niveles de
progesterona y colocacion de esponjas vaginales conteniendo 30 mg de FGA
(Sincropart®, CEVA Salud Animal). En el grupo que recibio el protocolo
simplificado, la muestra de sangre también fue utilizada para determinar los
niveles de anticuerpos de eCG previos al tratamiento de superovulacion.

- Dia 7: Cambio de las esponjas vaginales para mantener un nivel alto de
progestageno.

- Dia 12: A partir de ese dia comenzaron los tratamientos de superovulaciéon

(48 horas antes de la retirada de las esponjas).
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Las ovejas del grupo S (n = 19) recibieron 6 ml (210 Ul) de FSHp (Folltropin®,
Bioniche Animal Health, Irlanda) via intramuscular conjuntamente con 500 Ul de
eCG (Sincropart™, CEVA Salud Animal, Espafa). La FSH es un preparado a base
de extracto hipofisario porcino. Cada vial de polvo liofilizado contiene FSH
equivalente a 700 Ul y se reconstituye en 20 ml de una solucion de cloruro sodico

bacteriostatica al 0,9%.

Las ovejas del grupo D (n = 19) recibieron 8 ml (280 Ul) de FSHp (Folltropin®,
Bioniche Animal Health, Irlanda) via intramuscular administrados en un total de 6
inyecciones decrecientes (2ml, 1,5ml, 1,25ml, 1,25ml, 1ml, 1ml) cada 12 horas (a las
8:00 horas y a las 20:00 horas).

- Dia 14: Retirada de la esponja vaginal a los dos grupos a las 8:00 horas.

- Dia 15: A partir de ese dia comenzo la deteccién de celos (8:00 horas, 24
horas a partir de la retirada de la esponja), que tuvo lugar cada 4 horas hasta
las 36 horas y a partir de las 48 horas hasta las 60 horas. Se realiz6 monta
natural con machos Ojalados procedentes del mismo rebafio que las ovejas
del experimento. Los moruecos eran sustituidos cada 12 horas y estaban
equipados con arnés marcador para ayudar en las tareas de deteccion de
celo y de la efectividad de las montas.

- Dia 21: Ayuno.

- Dia 22 (Correspondiente al dia 8 tras el inicio de los celos): Recuperacion de

embriones por laparotomia.

Entre 7 y 8 semanas después se volvio a repetir todo el proceso para realizar
una segunda y luego una tercera tanda de extraccion de embriones siguiendo el
mismo protocolo, de manera que en las repeticiones cada oveja recibié el mismo

tratamiento de superovulacién que la primera.

3. Recuperacion de embriones:

La recuperacion de embriones se realiz6 mediante laparotomia, lavando el
Gtero con PBS a través de una sonsa Foley a los 8 dias tras la retirada de las

esponjas. Previamente, las ovejas se sedaron con una inyeccion intramuscular de
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0,5 ml de Xilacina al 2% (Rompun, Bayer, Espafia), y luego se anestesiaron por una
inyeccion intravenosa de 8-10 ml de Tiopental Sodico (Tiobarbital, Braun, Espafia)
(20 mg/ml). Este protocolo permitié mantener la anestesia durante todo el tiempo de

la recuperacion.

Una vez anestesiado, el animal se colocé sobre una mesa de sujecion en
decubito dorsal (Figura 3) con una inclinacion anteroposterior de 30 a 45 °. Se
afeitd, se lavé cuidadosamente el campo operatorio y se desinfectdé con yodo. Se
realiz6 una incisién de 5-7 cm del abdomen a nivel de la linea blanca por delante de
la ubre, para permitir la exteriorizacion de los ovarios y cuernos uterinos y contar los

cuerpos luteos para contrastar la respuesta ovulatoria. (Figura 4).

Figura 3: Colocacion del animal en la mesa de sujecion en decubito dorsal.
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Figura 4: Exteriorizacion del Utero y recuento de los cuerpos luteos.

El lavado de cada cuerno se realizo separadamente. Se efectué una puncién
en la base del cuerno, a nivel del ligamento intercornual, por la cual se introdujo un
catéter Foley (Figura 5). Asi, la luz uterina se obstruy6 por el inflado de la ampolla
situada en el extremo del catéter (Figura 6). En el extremo opuesto del cuerno,
cerca de la unién Gtero-tubarica, se realiz6 una segunda puncion (Figura 7), para
introducir un catéter en la luz uterina por el cual se inyect6 el medio de lavado (10 ml
de PBS a 37°) (Figura 8), que se recuperd en el extremo opuesto del cuerno a
través de la sonda Foley en una placa Petri. El PBS de lavado llevaba piruvato (0,3

mM) y penicilina-estreptomicina (100 Ul/ml y 100 pg/ml respectivamente).
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Figura 5: Insercion de la sonda Foley para lavado (a nivel del ligamento
intercornual).

Figura 6: Ampolla de la sonda Foley inflada para la obstruccion de la
luz uterina.
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Figura 7: Insercion de la sonda Foley para lavado (a nivel da la union
Utero-tubdrica).

Figura 8: inyeccion del medio de lavado en la luz del cuerno uterino.
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Una vez el lavado de los dos cuernos terminado, se reintrodujo el tracto en la
cavidad abdominal, y se lavo con una solucion de suero fisiolégico con heparina al
2,5% para evitar las adherencias, aplicandose antibiéticos en la zona para evitar las
infecciones. Se suturo el peritoneo y la capa muscular con una sutura reabsorbible, y
finalmente se cerr6 la piel con suturas y grapas. A los animales se les inyecté un
antibiotico y un anti-inflamatorio via intramuscular asi como y prostaglandinas (2 ml;
Dinolytic, Pfizer, Espafia) via intravulvar para inducir la regresion de los cuerpos

liteos existentes y evitar la implantacion de los embriones no recuperados.

Los embriones se identificaron y evaluaron mediante una lupa binocular a 20
y 40 aumentos, de acuerdo a su estadio de desarrollo y a su morfologia
(Wintenberger-Torres y Sevellec, 1987), de manera que se consideraron como
viables las mérulas compactas y los blastocistos jovenes, expandidos y eclosionados
(Forcada et al., 2006), siempre y cuando no tuvieran imperfecciones y mostraran una
forma esférica y simétrica, de acuerdo con los criterios de valoracion morfologica de
Linder y Wright (1983). Por lo demas y dado que tanto los blastocistos (Széll y
Windsor, 1994; Naitana et al., 1995; 1997) como las moérulas compactas (Martinez y
Matkovic, 1998) mantienen una muy buena viabilidad tras la vitrificaciobn, ambos
estadios, excepto los blastocistos totalmente eclosionados, fueron considerados
aptos para ser conservados mediante la citada técnica.

4. La vitrificacion:

Los embriones fueron vitrificados de acuerdo con el protocolo de Naitana et
al. (1997), de manera que todos los medios de vitrificacion y descongelacion fueron
preparados con PBS de lavado suplementado con alcohol polivinilo (PVA) (50mg de
PVA/50ml de PBS). La sustitucion del suero fetal bovino (FCS) en los medios de
congelacion por una macromolécula inerte como el PVA obedece a reducir posibles
problemas de contaminacion y aquellos derivados del “Large Offspring Syndrome”
que induce el FCS. Se ha visto que apenas existen diferencias de viabilidad
embrionaria con dicha sustitucion (Naitana et al.,, 1997). Los procedimientos de
vitrificacion fueron desarrollados a 37°C y en varias etapas de equilibrio con los

diferentes crioprotectores:
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- 1" Etapa: Los embriones congelables se colocaron en una placa con PBS
suplementado con PVA durante 15 min para permitir el equilibrio y proteccion

de la membrana del embrion.

- 2% Etapa: Los embriones son transferidos a 100 pl de una solucién de glicerol

1,4 M, donde permanecen 5 minutos.

- 3" Etapa: Los embriones son transferidos a otros 100 pl de otra solucion con

glicerol 1,4 My etilenglicol 3,6 M durante otros 5 minutos.

- 42 Etapa: Los embriones son finalmente transferidos a la solucion de
vitrificacién conteniendo glicerol 3,4 M vy etilenglicol 4,6 M, donde deben
permanecer no mas de 30 segundos antes de ser congelados mientras se

transfieren a una pajuela de 0,25 ml.

En la pajuela se cargan 2-3 embriones en su solucién de vitrificacion (25 pl),
separados por aire de las dos columnas de sacarosa 0,5 M (90 ul cada una)

gue los protegeran en la descongelacion (Figura 9).

17 Columnas de sacarosa 41

Embrion

Solucion de vitrificacion
Burbuja de aire

Figura 9: Representacion esquematica de una pajuela de vitrificacion.

Inmediatamente tras el sellado de la pajuela, se sumergié ésta en nitrégeno
liquido, primero la mitad durante 20-30 segundos y luego el resto. Este
protocolo permite prevenir las roturas de pajuelas causada por la rapida
congelacion. Las pajuelas se guardaron en el nitrogeno liquido hasta la

descongelacion.
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5. Descongelacion:

Para la descongelacién a la temperatura bioldgica, las pajuelas se pasaron
del nitrégeno liquido a un bafio de agua a 35°C durante 10 segundos. Pasado este
tiempo, el contenido de la pajuela se verti6 en una placa Petri mezclando
suavemente la solucion de vitrificacion con los embriones con la sacarosa durante
no mas de 30 segundos. Luego, se recuperaron los embriones y se transfirieron a
una solucion de sacarosa 0,25 M en PBS de lavado suplementada con 20% de FCS
y a 37°C durante 3 minutos para permitir la eliminacion del crioprotector. Tras una
posterior permanencia de 10 min en una solucion de PBS de lavado con 20% de
FCS a 39° C para rehidratacion y equilibrado (Naitana et al., 1997), los embriones

fueron cultivados para permitir su reexpansion.
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6. Evaluacién de la viabilidad in vitro:

Figura 10: Blastocisto expandido como los utilizados en el presente experimento. A,
antes de la vitrificacion; B, justo tras la vitrificacion y descongelacién; C,
completamente reexpandido tras el cultivo (adaptado de Leoni et al., 2007).
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Tras la descongelacién, los embriones se cultivaron en TCM199
complementado de 10% de FCS y L-glutamina 1mM en una atmoésfera humidificada
con 5% de CO, a 39°C. Se evaluaron los embriones cada 12 horas, y se
consideraron como viables los que se reexpandieron y recuperaron el diametro que
tenian antes de la congelacion (Leoni et al., 2007) (Figura 10), pues para determinar
la viabilidad Unicamente se descongelaron blastocistos.

Ademas de la reexpansion, la calidad de los blastocistos se determind
mediante una doble tincion de Hoechst 33342 (Figura 11) vy
dichlorodihydrofluorescein diacetato (DCFDA) (Figura 12). ElI Hoechst es un
colorante fluorescente con afinidad al DNA, lo que permite contar el nUmero de
células de los embriones, mientras que el DCFDA nos permite determinar en nivel
del dafio oxidativo determinando la cantidad de H,O, producida por los embriones.
El nivel de dafio oxidativo puede ser medido por la fluorescencia emitida por el 2, 7'-
diclorofluoresceno diacetato (DCF). Esta fluorescencia se genera por la oxidacion
del 2', 7'-dichlorodihydrofluorescein (DCHF) por el H,O,. DCHF es un compuesto
gue tiene la capacidad de emitir fluorescencia cuando se oxida con H,O, a 2', 7'-
diclorofluoresceno diacetato (DCF), que a su vez estd formado por la esterasa
intracelular del 2', 7'-dichlorodihydrofluorescein diacetato (DCHFDA) (Nasr-Esfahani
et al., 1990).

Tras el cultivo in vitro, los blastocistos se fijaron con glutaraldehido al 1,5% y
luego se transfirieron a un medio con 10 uM de DCHFDA (dichlorodihydrofluorescein
diacetate). Tras un cultivo de 20 minutos, los blastocistos se tiieron con HOECHST
33342 (10 pg/ml) durante 10 minutos. Pasado ese tiempo, los blastocistos se
montaron en portaobjetos con medio de montaje CC-Mount (Sigma-Aldrich, Co,
Espafia), y se contaron las células en un microscopio de fluorescencia, tanto su

namero total como las positivas a DCFDA.
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Figura 11: Blastocisto tefiido con HOECHST (microscopio de
fluorescencia)

Figura 12: Blastocisto teflido con DCHFDA (microscopio de fluorescencia)
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7. Andlisis de Progesterona:

Se determinaron los niveles plasméticos de progesterona mediante Kits
comerciales de RIA en fase solida (Coat-A-Count TKPG, SIEMENS, USA) en un solo
ensayo. Se basan en tubos de polipropileno recubiertos con anticuerpos anti

progesterona de conejo. El marcador utilizado fue la progesterona marcada con 1'%,

La sensibilidad del ensayo fue de 0,2 ng/ml y los coeficientes de variacion
intra-ensayo para los controles de concentraciones bajas (2 ng/ml), medias (10
ng/ml) y altas (40 ng/ml) fueron 7,91%, 2,69% y 10,28%, respectivamente.

Los animales se consideraron no ciclicos cuando sus niveles de progesterona
eran inferiores a 1 ng/ml en cada una de las dos muestras que se obtuvieron de
cada hembra antes de la colocacién de las esponjas vaginales previa al tratamiento
de superovulacion. Se consideraban ciclicas cuando mostraron niveles plasmaticos
de progesterona superiores a 1 ng/ml al menos en una de las dos muestras previas

a cada tratamiento de superovulacion.

8. Analisis de los anticuerpos anti-eCG:

Los niveles plasméticos de los anticuerpos anti-eCG en plasma se
determinaron mediante un test ELISA cuantitativo especifico descrito por Roy et al.
(1999b). Los analisis fueron realizados en la unidad de gonadotrofinas de la Estacion
de Fisiologia de la Reproduccion de los Mamiferos Domésticos del INRA de Nouzilly
(Francia). Los coeficientes de variacion intra e interensayo fueron del 7,1 y 11,5%

respectivamente.

Se consideraron con titulos elevados las muestras con una concentracion de
anticuerpo anti-eCG superior a 3 pg/ml, y con titulos bajos las muestras con

concentracion inferior o igual a 3 pg/ml.
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9. Parametros estudiados vy analisis estadistico:

La informacion recogida para cada oveja que salio en celo y mostro cuerpos

liteos normales, fue la siguiente:

Hora de salida en celo tras la retirada de la esponja.

— Tasa de ovulacion: niumero de cuerpos lateos

NuUmero de estructuras recuperadas tras el lavado del Gtero

NUumero de embriones fecundados

Numero de embriones viables: mérulas compactas y blastocistos, incluso los

totalmente eclosionados.

Numero de embriones congelables: Mérulas compactas y blastocistos
excepto los totalmente eclosionados.

Todos los valores anteriores fueron expresados como media + E.S. para cada
grupo, y entre grupos y recuperaciones sucesivas dentro de cada grupo fueron

comparados mediante analisis de varianza.

También se consideraron las tasas de recuperacion (recuperados en relacion
a tasa de ovulacién), de fecundacion (fecundados en relacion a recuperados), de
viabilidad (viables en relacién a recuperados) y de congelabilidad (congelables en
relacion a recuperados).

La evaluacion de la viabilidad embrionaria tras la descongelacion se realizo
considerando la tasa de reexpansion, es decir, numero de embriones reexpandidos

en relacion al total de embriones descongelados.

Todas las tasas fueron expresadas como porcentajes y comparadas entre
grupos y entre recuperaciones sucesivas dentro de cada grupo mediante Chi-

cuadrado.

El modelo general de analisis fue un ANOVA de dos vias 2 x 3, una de ellas
(las 3 recuperaciones) de medidas repetidas, y por tanto se trata de un modelo sin
interaccién. Para incluir los porcentajes en el modelo y poder determinar si las
diferentes tasas fueron influidas tanto por el tratamiento de superovulacion como por

el niamero de recuperacion, dichos porcentajes individuales de cada oveja fueron
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transformados en arco seno y posteriormente incluidos en el modelo general. El nivel

de significacion adoptado fue de P<0,05).

Al igual que sucedi6 en otros experimentos previos de nuestro grupo con un
disefio similar, hay que sefialar que no todas las ovejas que iniciaron el ensayo
tuvieron al final del mismo las tres recuperaciones de embriones. De este modo, un
total de 13 hembras tuvieron que ser eliminadas a lo largo del experimento. En 9 de
ellas el motivo fue la ineficacia del tratamiento con prostaglandinas tras la
recuperacion de embriones, lo que indujo que las ovejas quedaran gestantes y por
tanto no pudieran recibir el siguiente tratamiento de superovulacion. No obstante, en
todas ellas se consideraron los resultados que mostraron en las recuperaciones
previas. En otras 4 no fue posible realizar la recuperacion por problemas de
infeccion o de presencia de adherencias quirdrgicas, y por tanto sus resultados de

recuperaciones previas fueron también considerados.
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IIl. RESULTADOS

1. Respuesta a la superovulacion y produccion de embriones:

Los resultados de la respuesta a los tratamientos de superovulacion y de la
produccion de embriones se exponen en las Tabla 5 y Tabla 6. Por lo que a los
porcentajes de ovejas en celo o de ovejas ovuladas con cuerpos luteos normales se
refiere, Unicamente se detectaron diferencias significativas para el segundo
pardmetro en la primera recuperacion, de manera que el tratamiento decreciente
indujo un menor porcentaje de ovejas con ovulacion de calidad adecuada que en el
caso del tratamiento simplificado (67 vs 94%; P<0,05). En el total del experimento
hubo 12 fallos de ovulacion, 10 en el caso del tratamiento decreciente (9 debidos a
regresion prematura de cuerpos liteos y 1 a la carencia de ovulacién) y Unicamente
2 en el simplificado, ambos correspondientes a ovejas que salieron en celo pero que

no ovularon.

Respecto al andlisis global realizado, ha que sefalar en primer lugar que no
se detectaron diferencias significativas entre los parametros estadisticos estudiados
en cuanto al tipo de tratamiento superovulatorio utilizado. Unicamente se observé un
efecto global del tratamiento de superovulacion sobre el momento en que
aparecieron los celos en relacion a la retirada de la esponja (P<0,05), siendo dicho
momento anterior en las ovejas que recibieron el tratamiento simplificado y posterior
en las que fueron tratadas con el decreciente (25,2+0,8 vs 30,1+1,0 horas

respectivamente.

El analisis global nos revel6 un efecto significativo del efecto nidmero de

recuperacion sobre la mayoria de los pardmetros analizados:

— La tasa de ovulacion, que se vio significativamente perjudicada conforme
avanzaba el numero de recuperaciones (P<0,01). El andlisis concreto de los datos
de las 3 recuperaciones dentro de cada tratamiento, muestra que la caida de la tasa
de ovulaciéon fue especialmente marcada en la tercera recuperaciéon, donde el
namero de cuerpos lateos fue significativamente inferior (P<0,05) al obtenido en la
primera recuperacion en ambos tratamientos (8,8 vs 15,9 cuerpos luteos en el

tratamiento decreciente y 7,5 vs 14,5 cuerpos luteos en el simplificado).
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— El nimero de estructuras recuperadas, que disminuyo significativamente en
las diferentes recuperaciones (P<0,01); al igual que sucedié con la tasa de
ovulacion, dicha reduccion fue mayor en la tercera recuperacion, donde de nuevo el
namero de estructuras recuperadas fue significativamente inferior al obtenido en la
primera recuperacion (P<0,05), tanto en el grupo decreciente (5,0 vs 10,7) como en
el simplificado (4,7 vs 11,3).

— EI numero de embriones fecundados, viables y congelables, que se redujeron
de manera muy significativa a partir de la primera recuperacion (P<0,01); también
hubo un efecto significativo del namero de recuperacion sobre las tasas de
fecundacion, viabilidad y congelabilidad (P<0,05). No obstante, todos los parametros
anteriores se mostraron muy similares entre la segunda y la tercera recuperacion, en
la que algunos de ellos mejoraron, sobre todo las tasas. En conjunto, se debe
destacar nuevamente que el tratamiento simplificado no mermé en absoluto los
rendimientos obtenidos tras la aplicacion del tratamiento tradicional de 6 dosis
decrecientes. Asi y considerando los resultados globales de las tres recuperaciones,
en el primer caso se obtuvieron un total de 13,7 embriones viables por oveja, frente

a los 14,1 recuperados con el tratamiento decreciente.

2. Efectos del momento del ciclo sexual v de la ciclicidad sobre la
respuesta a la superovulaciéon y la produccion embrionaria:

El efecto del estado del ciclo sexual en que se encontraban las ovejas en el
momento de inicio del tratamiento hormonal o incluso por recuperacién se expone en
la Tabla 7. La informacién obtenida de los niveles plasmaticos de progesterona
permitié distinguir entre ovejas que no estaban ciclicas, aquéllas ciclicas pero en
fase folicular y las ciclicas en fase luteal. Dado que la mayoria de las ovejas se
encontraban ciclicas y en fase luteal en el momento de colocacién de las esponjas,
en el analisis de los datos se agruparon los animales no ciclicos con los animales en
fase folicular en un Unico grupo tal y como se hizo en estudios previos (Abecia et al.,
2002b). Por otra parte hay que sefalar que de los animales no ciclicos y los en fase
luteal agrupados solo hubo un animal en anoestro en la primera recuperacion y otro

en la tercera recuperacion al iniciar los tratamientos.
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A este efecto, no se observaron diferencias entre los diferentes parametros
estudiados en cuanto al efecto del momento del ciclo sexual al inicio del tratamiento
sobre la produccion embrionaria. No obstante, parece que en las dos primeras
recuperaciones los animales que estaban en fase luteal en el momento de la
colocacion de la esponja tuvieron una ligera superioridad en cuanto al numero de
estructuras recuperadas y de embriones fecundados, viables y congelables, sin que
esta superioridad sea significativa. Este efecto se ejerce sobre todo a partir de un
aumento de la tasa de ovulacion. En general y considerando las 3 recuperaciones en
conjunto, en los animales que estaban en fase luteal se recuperaron un total de 14,8
embriones viables, frente a los 11,6 en el caso de aquellas hembras que mostraron
niveles basales de progesterona en el momento de la colocacion de la esponja

vaginal.

3. Efecto de larespuesta inmunoldgica de los anticuerpos anti-eCG
sobre larespuesta a la superovulacion y la produccién embrionaria:

El efecto de la respuesta inmunoldgica de los anticuerpos anti-eCG sobre los
pardmetros reproductivos en el grupo que recibié el tratamiento simplificado se
expone en la Tabla 8. Los niveles de anticuerpos anti-eCG se expresan como
niveles previos bajos (a concentraciones inferiores o iguales a 3 pug/ml), y altos (a
concentraciones superiores a 3 pg/ml) en funcién de los resultados obtenidos
previamente en razas ovinas francesas (Roy et al., 1999a).

En las dos primeras recuperaciones no se observaron diferencias
significativas entre los parametros estudiados en cuanto a las concentraciones de
los anticuerpos anti-eCG. También hay que considerar que Unicamente 2 ovejas
mostraron niveles altos de eCG en cada una de las dos primeras recuperaciones,
con lo que es dificil extraer conclusiones de los resultados obtenidos. Sin embargo,
en la tercera recuperacion aumenté el namero de ovejas con titulos altos y se
evidencio claramente un efecto significativo de las concentraciones altas de
anticuerpos anti-eCG sobre las tasas de fecundacion, viabilidad y congelabilidad, y

muy especialmente sobre la primera.
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Hay que sefialar en primer lugar las grandes diferencias en concentracion
media de anticuerpos que existen entre los grupos de ovejas que tuvieron
concentraciones previas de eCG superiores o inferiores a 3 pg/ml, siendo dichos
niveles 4-5 veces superiores en el primer caso. El porcentaje de animales que
mostraron niveles altos de eCG previos a cada tratamiento de superovulacion fue
aumentando conforme se avanzaba en el niumero de recuperacion, desde el 30%
(primera) al 50% de los animales en la tercera recuperacion. Del mismo modo, los
niveles medios de anticuerpos aumentaron en las sucesivas recuperaciones (Figura
13). Aunque el numero de animales de cada grupo es bajo y la variabilidad de los
pardmetros estudiados es elevada, lo cierto es que unos niveles elevados de
anticuerpos anti eCG previos a la aplicacion del tratamiento simplificado se asocian
con una reduccion significativa de la tasa de fecundacion en las tres recuperaciones,
de manera que en la segunda y tercera dicha reduccion afecta también a las tasas
de viabilidad y de congelabilidad (Tabla 8).

4. Viabilidad y calidad de los embriones post descongelacién:

En cuanto a los resultados de descongelacion se refiere, fueron
descongelados 38 embriones del grupo S y 35 del grupo D, todos ellos al menos en

estadio de blastocisto joven tal y como se ha sefialado con anterioridad.

Las tasas de reexpansion y de eclosién fueron considerados como signo de
viabilidad embrionaria post descongelacion no presentaron ninguna diferencia

estadistica entre ambos grupos (Tabla 9).

De otra parte, como se explicO anteriormente, la calidad embrionaria fue
evaluada mediante una doble tincion de HOESCHT y DCHFDA para analizar
respectivamente el nimero de células por embrion y el nivel de dafio celular. Los
embriones evaluados de ambos tratamientos no mostraron diferencias significativas
respecto al numero de células por blastocisto y al nivel de oxidacion celular (Tabla
10), indicando que la calidad, y por tanto la viabilidad de los mismos no fue diferente

en funcion del tratamiento superovulatorio recibido.
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Tabla 5: Respuesta ovarica y produccion de embriones de ovejas Ojalada de Soria
tras el primer, segundo o el tercer tratamiento con un protocolo de superovulacion
de 6 inyecciones decrecientes con un total de 280 Ul de FSH (Grupo D) (mediasz E.

S)

Tratamiento

Decreciente (FSH)

Recuperacion 1 2 3
Ovejas en celo (%) 18/19 (95) 15/16 (94) 13/13 (100)
Inicio celo, horas 29,3+1,6 29,3+1,5 32,3+2,7
Ovuladas con CL normal (%) 12/18 (67) 12/15 (80) 12/13 (92)
Tasa de ovulacién 15,9+2,0° 13,2+1,6° 8,8+1,5"¢
Estructuras recuperadas 10,7+1,72 9,0+1,5% 5,0+0,9"

Tasa de recuperacion (%)
Embriones

Tasa de fecundacion (%)
Embriones viables

Tasa de viabilidad (%)
Embriones congelables

Tasa de congelabilidad (%)

128/191 (67)
9,2+1,9°
110/128 (86)?
7,8+1,7%2
94/128 (73)
6,4+1,5%2

77/128 (60)?

108/158 (68)
4,3+1,4°
52/108 (48)°
3,8+1,4¢
46/108 (43)°
3,1+1,0

37/108 (34)°

61/106 (58)
2,6+0,9"
31/61 (51)°
2,5+0,9"
30/61 (49)°
2,5+0,9"

30/61 (49)

Letras distintas indican diferencias de P<0,1 (c, d) y de P<0,05 (a, b). Por lo que a

los efectos globales se refiere, se explican en el texto.
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Tabla 6: Respuesta ovarica y produccion de embriones de ovejas Ojalada de Soria
tras el primer, segundo o el tercer tratamiento con un protocolo de superovulacion
simplificado con un total de 210 Ul de FSH + 500 Ul de eCG (Grupo S) (mediaszt E.

S)

Tratamiento

Simplificado (FSH + eCG)

Recuperacion 1 2 3
Ovejas en celo (%) 18/19 (95) 13/15 (87) 12/12 (100)
Inicio celo, horas 26,4+1,1% 21,2+1,5° 27,7+£1,5%
Ovuladas con CL normal (%) 17/18 (94) 12/13 (92) 12/12 (100)
Tasa de ovulacion 14,5+2,12 10,6+2,3 7,5+1,5°
Estructuras recuperadas 11,3+1,8%2 6,5+1,6¢ 4,7+1,4°
Tasa de recuperacion (%) 193/246 (78) 78/127 (61) 56/90 (62)
Embriones 8,6+1,9 3,4£1,4° 3,3+1,4°

Tasa de fecundacion (%)
Embriones viables

Tasa de viabilidad (%)
Embriones congelables

Tasa de congelabilidad (%)

147/193 (76)°
7,7+1,6
131/193 (68)°
6,6+1,6%°

113/193 (59)°

41/78 (53)°
3,1+1,3
37/78 (47)°
2,6+1,1¢

31/78 (40)°

40/56 (71)?
2,9+1,4°
35/56 (63)
2,2+1,2°

26/56 (46)

Letras distintas indican diferencias de P<0,1 (c, d) y de P<0,05 (a, b). Por lo que a

los efectos globales se refiere, se explican en el texto.
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Tabla 7: Efecto del estadio del ciclo previo al tratamiento hormonal sobre la produccion embrionaria en ovejas Ojaladas de

Soria tras tres recuperaciones consecutivas (mediast E. S.)

Recuperacion 1

Niveles AC No Cic+Foli Luteal No Cic+Foli Luteal No Cic+Foli Luteal
n 9 20 4 19 5 19
Tasa de ovulacién 13,6+2,6 15,8+1,8 8,0+2,4 13+1,7 9,4+2,2 7,8%1,2
Estructuras recuperadas 10+£2,2 11,6+1,5 6,8+2,1 8,4+1,3 5,8+1,4 4,611
Tasa de recuperacion (%) 90/122 (74)  231/315 (73) 27/32 (84)*  159/246 (65)° 29/47 (62) 88/149 (59)
Embriones totales 7,842,1 9,441,7 2,319 4,4+1,1 2,8+1,8 3,0+1,0
Tasa de fecundacion (%) 70/90 (76) 187/231 (81) 9/27(33) 84/159 (53) 14/29 (48) 57/88 (65)
Embriones viables 7,017 8,1+1,5 2,0+2,0 4,0+1,1 2,6+1,8 2,7+1,0
Tasa de viabilidad (%) 63/90 (70)  162/231 (70) 8/27 (30) 75/159 (47) 13/29 (45) 52/88 (59)
Embriones congelables 5,6+1,3 7,0£1,5 1,3+1,3 3,3+0,9 2,6+1,8 2,3+0,9
Tasa de congelabilidad (%) 50/90 (56)  140/231 (61) 5/27 (19)° 63/159 (40)* 13/29 (45) 43/88 (49)

Letras distintas indican diferencias de P < 0,05 (a, b)
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Figura 13: Evolucién de las concentraciones plasmaticas de los anticuerpos anti-
eCG a los largo de las recuperaciones
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Tabla 9: Evaluacion de la tasa reexpansion de los dos grupos tras la descongelacion.

Grupo Decreciente Simplificado

Tasa de reexpansion (%) 21/35 (60) 20/38 (52,6)

Tabla 10: Numeros de células ( = E. S.) por blastocisto obtenidas por tincién de
HOECHST y del numeros de células con reaccion al peroxido de hidrogeno
evidenciadas por la tincion de DCHFDA en blastocistos producidos in vivo de ovejas
Ojaladas Sorianas.

Grupo Decreciente Simplificado
n 10 12
HOECHST 228,2+49,7 157,4+33,4
DCHFDA 33,848,3 32,8+7,6
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l1l. DISCUSION

Generalmente, un tratamiento de superovulacion se considera efectivo
cuando los animales sometidos a dicho tratamiento presentan una superior tasa de
ovulacion a aquélla referida como normal para la raza bajo estudio. Ambos
tratamientos analizados han cumplido dicho requisito con creces ofreciendo
resultados no diferentes a los referidos en la literatura utilizando protocolos
superovulatorios iguales. El grupo simplificado mostr6 muy buenos resultados en la
primera recuperacion, con un total de 7,8 embriones viables por oveja Ojalada,
numero por encima de los obtenidos por Leoni (2001) en rasa Sarda (5,9), y
Simonetti (2008) en la raza Corriedale (4,0). Este mismo grupo mostré también unas
tasas de recuperacion y de fecundacion muy adecuadas, si bien otros autores han
mostrado que la tasa de recuperacion se ve notablemente perjudicada con la
asociacion de las dos hormonas en una Unica inyeccion (Leoni et al., 2001; Ledda et
al., 1992; Simonetti et al., 2008). Sin embargo, la tasa de fecundacién mejora
significativamente cuando se reduce la dosis tanto de FSH como de eCG, a los
niveles utilizados en el presente estudio, en el citado tratamiento simplificado (Leoni
et al., 2001; Simonetti et al., 2008).

Por otra parte, hay que sefalar que la produccion de embriones viables
obtenida con el grupo decreciente en la primera recuperacion fue muy similar a la del
grupo simplificado, y ademas no sensiblemente diferente a los resultados referidos
en la literatura con protocolos de varias inyecciones de FSH ovina o porcina
(Forcada et al., 2000; Leoni et al., 2001; Gonzalez-Bulnes et al., 2004; Simonetti et
al.,, 2008). En conjunto, estos resultados parecen confirmar la idoneidad del
tratamiento simplificado cuando se aplica por primera vez en ovejas de raza Ojalada

Soriana.

Quizas y en esta primera recuperacion, habria que comentar la incidencia de
cuerpos lateos regresados en el momento de la recuperacion de embriones, que fue
notable, aunque no significativa, en el lote decreciente, donde un tercio de las ovejas
(6 de 18) mostraron este comportamiento por Unicamente un animal en el lote

simplificado. Este comportamiento del lote decreciente, que se redujo en la segunda
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recuperacion (3 de 15 ovejas) y sobre todo en la tercera (1 de 13 hembras), supone
una respuesta inadecuada a la superovulacion, de manera que la oveja desarrolla
una fase luteal de corta duracién y en el momento de la recuperacion embrionaria
los ovarios muestran Unicamente cuerpos albicans, no funcionales, y por tanto
ausencia de embriones. La regresion luteal temprana ha sido referida por distintos
autores asociada a tratamientos de superovulacion (Ryan et al., 1991; Schiewe et
al., 1991, Forcada et al., 2000; 2006), y parece tener como causa principal la falta de
un soporte de progesterona previo al tratamiento de superovulacion, con lo que su
incidencia parece ser superior en periodo de anoestro (Ryan et al., 1991), aunque en
el presente estudio las ovejas estaban ciclicas. También se ha sefialado que la
incidencia de esta alteracion podria ser superior cuando se aplican tratamientos de
estimulacion muy simplificados, de manera que Riesenberg et al. (2001) ya
mostraron una alta incidencia de cuerpos Iuteos anémalos en respuesta a una unica
inyeccion de FSH en solucién salina sin cotratamiento con eCG. Sin embargo, una
dosis reducida de eCG aplicada junto con la FSH puede ser importante para
sostener la estimulacion folicular inducida por ésta y evitar asi las alteraciones
referidas por los citados autores. De este modo y con el citado tratamiento
simplificado combinado, ni en el caso de Simonetti et al. (2008) ni en el presente
estudio se ha detectado una incidencia significativa de regresion luteal temprana.

El hecho de que sean las ovejas que recibieron el tratamiento decreciente las
gue mostraron en mayor medida una regresion luteal temprana en nuestro ensayo,
nos lleva a pensar que se ha podido tratar de una respuesta de algunas hembras a
las condiciones de estrés asociadas con dicho tratamiento (estabulacién, multiples
inyecciones, etc.). De hecho, algunos autores han responsabilizado en parte al
estrés asociado a situaciones experimentales como causa de fallos de luteinizaciéon
(Forcada et al., 2000; Okada et al., 2000). En este sentido pues, el tratamiento
simplificado propuesto en el presente trabajo parece tener una ventaja adicional al
evitar estos problemas en ovejas ojaladas, aunque hay que tener muy presente que
la regresion luteal temprana tiene una variaciéon importante con la raza (Okada et al.,
2000).
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Por lo que a la segunda y tercera recuperacion se refiere, los pardmetros de
produccion embrionaria en el presente estudio se redujeron considerablemente y de
manera significativa, si bien dicho efecto fue similar en ambos grupos de ovejas. Asi,
la tasa de ovulacion se vio muy perjudicada por el nimero de recuperacion en
ambos tratamientos, y lo mismo sucedio en relacion al nUumero de embriones viables
y congelables debido sobre todo a una notable y significativa reduccion de la tasa de
fecundacion y por tanto del nUmero de estructuras fecundadas. Otros autores han
seflalado que las adherencias posquirdrgicas que se van produciendo en
recuperaciones sucesivas pueden afectar tanto al porcentaje de recuperacibn como
incluso al transporte espermético (Torrées y Sevellec, 1987), lo que podria explicar la
citada reduccion de los porcentajes de fecundacién en la segunda y la tercera
recuperacion del presente estudio tanto en el grupo simplificado como en el
decreciente. No obstante, este efecto negativo de recuperaciones sucesivas no fue
observado previamente por nuestro grupo de investigacibn en ovejas Rasa
Aragonesa superovuladas con un tratamiento de multiples inyecciones de FSH ovina
y con un intervalo entre tratamientos similar al del presente estudio. Por tanto, éste

es un aspecto que necesita seguir siendo investigado en ulteriores estudios.

En conjunto y al objeto de valorar adecuadamente la produccion total de
embriones de las ovejas ojaladas utilizadas en el presente estudio a lo largo de las
tres recuperaciones sucesivas, en el grupo decreciente se obtuvieron un total de
14,1 embriones viables y 12 embriones congelables por oveja, frente a 13,7
embriones viables y 11,4 embriones congelables en el grupo simplificado. Estas
cifras son muy similares a las obtenidas por Forcada et al. (2000) en ovejas Rasa
Aragonesa también al final de su vida productiva y tras tres recuperaciones
sucesivas, que dieron lugar a un total de 13,9 embriones viables y 11 embriones
congelables por oveja tras ser sometidas a protocolos de superovulacion con 8 dosis
decrecientes de FSH ovina. Y muy por encima de los obtenidos por Torrés y
Sevellec (1987) en ovejas Préalpes utilizando 3 protocolos consecutivos de 4 dosis
decrecientes de FSH porcina, que no alcanzaron los 6 embriones viables totales por

oveja.
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De todos los estudiados, el Unico caracter de nuestro experimento que mostro
ser significativamente diferente entre ambos tratamientos de superovulacion fue la
salida en celo, mas temprana en el lote que recibio el protocolo simplificado de
superovulacién; en consecuencia, dicho tratamiento también parece adelantar tanto
el pico preovulatorio de LH como la ovulacién (Simonetti et al., 2008). De igual
forma, Naqvi y Gulyani (1999) mostraron el adelantamiento en la presentacion de los
celos en ovejas sometidas al citado tratamiento combinado. Sin embargo, otros
autores no observaron variaciones en la aparicion del celo y del pico de LH entre
ovejas superovuladas mediante FSH sola o combinada con eCG (Jabbour y Evans,
1991). Aunque el intervalo de aparicion del celo y del pico preovulatorio de LH no
parece estar relacionado con la respuesta ovulatoria (Veiga-Lopez et al., 2006), es
importante tener en cuenta este hecho a la hora de programar las cubriciones o el
momento de IA o incluso el momento adecuado para la recuperacién de los
embriones en un estadio de desarrollo determinado para su posterior transferencia o
conservacion. Por tanto, antes de recomendar un tratamiento simplificado de
superovulacién asociado a IA para obtener embriones de una determinada raza
ovina, es preciso estudios previos para determinar el momento de inicio del celo y/o

del pico de LH para asi definir el momento idéneo de la inseminacion.

Al objeto de identificar algunos factores que pudieran modificar la respuesta al
tratamiento de superovulacion, se evalué el estadio del ciclo previo al mismo, en el
momento de inicio del tratamiento de sincronizacion. De este modo e
independientemente del tratamiento de superovulacion recibido, se analizaron los
resultados agrupando los animales en funcion de que mostraran niveles basales de
progesterona (ovejas aciclicas o en fase folicular) o altos (indicativos de fase luteal)
en el momento de colocacién de la esponja vaginal. En conjunto, los niveles previos
de progesterona no influyeron significativamente en los pardmetros estudiados,
aunque hay que sefialar que el grupo de ovejas sin progesterona fue bastante mas
reducido que el de aquéllas que mostraron estar en fase luteal (9, 4 y 5 ovejas frente
a 20, 19 y 19 ovejas en cada una de las tres recuperaciones), si bien los
rendimientos globales parecen ser algo superiores en el segundo caso, con un total
de 14,1 embriones viables por oveja en las tres recuperaciones frente a 11,6

embriones en el caso de las ovejas aciclicas o en fase folicular. Este efecto puede
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ser debido al efecto inhibidor de la progesterona sobre los foliculos dominantes en la
fase luteal del ciclo estral en ovinos (Adams, 1999). Otros autores parecen mostrar
resultados similares a los obtenidos en el presente estudio. Asi, Abecia et al.
(2002b), tras agrupar las ovejas en funcion de que estuvieran en fase luteal o no
(fase folicular o aciclicas) en el momento del inicio del tratamiento tradicional de
sincronizacion e induccion del celo, mostraron que el segundo grupo tuvo una tasa
de fertilidad significativamente superior cuando la fecundacion tuvo lugar a tiempo
fijo, mediante IA; por el contrario, tales diferencias desaparecieron cuando la
fecundacion se realiz6 mediante monta natural. Por otra parte, Gonzalez-Bulnes et
al. (2002a) mostraron que la presencia de un cuerpo luteo en el momento de la
insercion de la esponja no afectaba a los resultados tras el tratamiento de
superovulacién; sin  embargo, la viabilidad embrionaria si parecid ser
significativamente superior en presencia de cuerpo/s lateo/s en el momento del inicio
del tratamiento superovulatorio que en su ausencia. Estos mismos autores
demostraron el efecto perjudicial de la presencia del foliculo dominante sobre la
produccion embrionaria en el momento de la primera inyeccion de FSH (Gonzalez-
Bulnes et al., 2002b), de manera que dicho efecto negativo es menor cuando existe
cuerpo/s luteo/s en el momento de inicio del tratamiento superovulatorio (Gonzalez-
Bulnes et al., 2004).

En relacion al tratamiento simplificado, es particularmente interesante el
analisis de la menor tasa de fecundacion mostrada por las ovejas que presentaron
elevados niveles de anticuerpos anti-eCG previos al tratamiento de superovulacion
frente a las que tenian niveles bajos de dichos anticuerpos. La produccion de
anticuerpos anti-eCG en respuesta a tratamientos previos (generalmente
comerciales) de eCG ha sido referida por varios autores en ovinos (Bodin et al.,
1997; Roy et al.,, 1999a) y en caprinos (Herve et al., 2004; Roy et al., 1999b),
destacandose su efecto perjudicial sobre la funcién reproductiva. La disminucién de
la fertilidad en ovinos ha sido demostrada por la presencia de altas concentraciones
de anticuerpos anti-eCG (Roy et al., 1999a). En general, la respuesta inmunitaria de
las ovejas en relacion al contacto con la eCG es menor que en las cabras (Roy et al.,
1999b) y ademas existe un factor racial importante. Por otra parte, la produccion de

anticuerpos tras la inyeccién de eCG es maxima en torno a los dias 10-15, siendo la
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respuesta proporcional a la tasa de anticuerpos previa al tratamiento con eCG (Roy
et al., 1999a). De este modo, la determinacion del nivel de anticuerpos previos al
contacto con la eCG es un buen indicador de la respuesta posterior, lo que avala la
idoneidad del protocolo desarrollado en el presente estudio. La caida de los niveles

de anticuerpos es muy rapida a partir del dia 30 de la inyeccién de eCG.

Tras un analisis detallado incluso en condiciones de campo, Roy et al.
(1999a) sefalan que altos niveles de anticuerpos anti-eCG se asocian con una
carencia o un retraso del celo y por tanto del pico preovulatorio de LH, lo que influye
notablemente en la fertilidad tras la IA, siendo este efecto mucho menor cuando la
fecundacion se realiza mediante monta natural. Asimismo, estos autores sefialan
gue no existe efecto alguno de los niveles de anticuerpos sobre la respuesta ovarica
al tratamiento con eCG (tasa de ovulacién). Nuestros resultados han mostrado una
clara reduccion de la tasa de fecundacion en las ovejas con titulos elevados a pesar
de que la misma se realiz6 mediante monta natural; ademas, no se detecté efecto
alguno del nivel de anticuerpos sobre la salida en celo. Es evidente por tanto que los
efectos de los niveles de anticuerpos anti-eCG en una situacion de superovulacion
no son los mismos que en la base del tratamiento comercial de induccion y
sincronizacion del celo aunque la cantidad aplicada de eCG sea similar, pues en el
primer caso lleva asociada una importante dosis de FSH. En cualquier caso, merece
la pena profundizar en el estudio de este aspecto, sobre todo si se confirman los
buenos resultados del tratamiento simplificado en programas MOET y se comienza a
generalizar su uso, con lo que habria que conocer en profundidad las relaciones
entre niveles previos de anticuerpos y la respuesta tras el tratamiento con eCG
asociado a la FSH, especialmente en relacion a la produccion de embriones tras

fecundacién mediante inseminacioén artificial.

Otro objetivo de nuestro estudio fue la evaluacion de la viabilidad de los
embriones producidos in vivo en funcion del tratamiento de superovulacién utilizado,
analizando dicha viabilidad in vitro tras la vitrificacion y posterior descongelacion y
cultivo. A este fin, los resultados del cultivo de los embriones descongelados
mostraron tasas de reexpansion muy adecuadas, sobre todo teniendo en cuenta que

los embriones fueron vitrificados en presencia de PVA en lugar de FCS para evitar el
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sindrome de elevado peso al nacimiento que induce este ultimo tras la transferencia
embrionaria. De hecho, el porcentaje de viabilidad de los embriones procedentes del
grupo simplificado no fue diferente de los del grupo decreciente (53 vs 60%
respectivamente), e incluso fue similar al referido en la literatura con el uso de PVA
en embriones de similar estadio (Leoni et al., 2001; Naitana et al., 1997), lo que
parece confirmar la idoneidad del protocolo de superovulacion analizado

(simplificado) en cuanto a la viabilidad de los embriones obtenidos se refiere.

Las observaciones realizadas tras el analisis de la tasa de reexpansion
parecen verse confirmadas con los resultados de namero total de células de los
embriones descongelados, que fueron ligeramente superiores en el grupo
decreciente (228 vs 157 células en el grupo simplificado). Estos resultados no
parecen diferir de los mostrados por Leoni et al. (2001), que asimismo sefalaron
que los embriones producidos a partir de la combinacion de las dos hormonas en
una Unica inyeccion parecen mostrar un menor numero de células que los
producidos a partir del clasico tratamiento de superovulacion con varias inyecciones
de FSH. EIl nimero de células por embrion es uno de los factores que influyen en la
tolerancia del embridn a la crioconservacion, ya que la reexpansion de estos mismos
tras la descongelacion depende del numero de células que sobreviven al proceso
(Leoni et al., 2001). La resistencia de los embriones producidos a partir de una Unica
fuente hormonal (FSH en protocolos decrecientes) podria ser un indicador potencial
de la viabilidad embrionaria in vivo; sin embargo, son necesarios experimentos de
transferencia para evaluar la viabilidad real de los embriones procedentes de

tratamientos simplificados tras la crioconservacion.

Por otra parte, hay que sefialar que no hubo diferencias estadisticas entre
ambos grupos en cuanto al nimero de células obtenido tras la tincion mediante
HOECHST ni en cuanto al numero de células con dafio oxidativo (tincion DCHFDA),
lo que parece indicar que la calidad, y por tanto la viabilidad de los embriones, no

parece ser diferente en funcion del tratamiento superovulatorio recibido.
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V. CONCLUSIONES

En las condiciones en que se realizd el presente experimento podemos

concluir lo siguiente:

v' El tratamiento superovulatorio simplificado combinado (eCG+FSH) utilizado
en el presente experimento permite obtener resultados muy satisfactorios en
cuanto a la produccién de embriones y viabilidad de estos mismos tras la
vitrificacion en ovejas de raza Ojalada Soriana, en todos los casos muy
similares a los obtenidos con el protocolo de 6 inyecciones decrecientes de
FSH. Asi, en el conjunto de las 3 recuperaciones se obtuvieron un total de
13,7 y 14,1 embriones viables respectivamente.

v' Se detect6é un efecto significativo del niumero de recuperaciéon (P<0,05 a
P<0,01) sobre la préactica totalidad de los parametros analizados, que se
vieron notablemente perjudicados en la segunda y tercera recuperaciones

independientemente del tratamiento de superovulacion recibido.

v" Un 30% de las ovejas que recibieron el tratamiento decreciente mostraron una
fase luteal corta en la primera recuperacion, frente a inicamente un 5% en el
caso del tratamiento decreciente. EI mayor estrés consecuencia del nimero
de inyecciones pudo ser la causa, pues dicho problema se redujo

drasticamente en las subsiguientes recuperaciones.

v' El tratamiento simplificado adelanté significativamente la salida en celo,
aspecto a tener muy en cuenta a la hora de realizar la fecundacion mediante

IA o de recuperar embriones en el estadio de desarrollo deseado.

v' Unos niveles elevados de anticuerpos anti eCG previos a la aplicacion del
tratamiento simplificado, se asociaron con una reduccion significativa de la
tasa de fecundacion en las tres recuperaciones, de manera que en la
segunda y tercera dicha reduccion afecté también a las tasas de viabilidad y
de congelabilidad.

v El tratamiento de superovulacion no modificéd la viabilidad in vitro de los

embriones tras la descongelacién ni en el nimero de células de los mismos.

84



EXPERIMENTO Il






CAPITULO IV EXPERIMENTO Il

EXPERIMENTO I

EFECTO DE LA PRESENCIA DE LA MELATONINA EN LOS
MEDIOS MIV'Y FIV SOBRE LA VIABILIDAD DE
EMBRIONES EN OVINOS

En el segundo caso, se pretende evaluar la eficacia de la presencia de
melatonina en los medios sobre la maduracién y la fecundaciéon in vitro de los
oocitos, Yy por tanto sobre la produccion y viabilidad de los blastocistos obtenidos

tras el cultivo in vitro subsiguiente.

Tal y como se indicd previamente en la presente memoria, el objetivo de
este experimento fue evaluar la eficacia de la presencia de melatonina en los
medios sobre la maduracion y la fecundacion in vitro de oocitos obtenidos de
ovarios de ovejas de matadero, y por tanto sobre su posterior desarrollo
embrionario in vitro, con la finalidad de identificar el efecto de esta hormona sobre
los procesos que condicionan la produccién de embriones in vitro en la especie

ovina.

I. MATERIALES Y METODOS

1. Material animal:

En este experimento se utilizaron ovarios obtenidos de ovejas adultas de
desvieje sacrificadas en el matadero de Mercazaragoza, entre octubre y diciembre
del 2008.
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2. Reactivos vy medios:

Excepto cuando se especifique lo contrario, todos los reactivos para la

preparacion de los medios se obtuvieron de Sigma-Aldrich Quimicas, S.A., Madrid.

El medio de manejo estaba constituido por Hepes-TCM199 suplementado
con 0,1% de PVA, 0,04% de NaHCO3, 25Ul/ml de Heparina, 100 pg/ml de
estreptomicina y 100UI/ml de penicilina G

El medio de maduracion estaba compuesto por un medio TCM199
adicionado de 10% (vol/vol) de suero de ovejas en celo, 1 pug/ml de FSH y LH
(HMG-Lepori, Angelini Farma-Lepori, Espafia), 100 uM de Cisteamina, 0,3 mM de
piruvato sodico, 100Ul/ml de penicilina G y 100 pg/ml de estreptomicina.

El suero de oveja en celo se obtuvo de ovejas del Servicio de
Experimentacién Animal de la Universidad de Zaragoza cuyos celos se detectaron
mediante machos vasectomizados equipados de arneses marcadores. La sangre
se recogio en el segundo dia del celo, en tubos de vidrio estéril, se dejé coagular a
temperatura ambiente y se mantuvo toda la noche a 4-5°C para una completa
separacion. Al dia siguiente se recuperé el suero, y se centrifugd a 1000 rpm
durante 10 min para eliminar restos de células. Finalmente se fij6 el complemento,

se alicuot6é y se congeld a -20°C hasta su utilizacion (Rao et al., 2002).

El medio de fecundacién estaba compuesto por SOF (Tervit y Rowson,
1974; Tervit et al., 1972) sin glucosa, suplementado con un 2% (vol/vol) de suero
de oveja en celo (Huneau et al., 1994; Li et al., 2006), 10 pug/ml de Heparina (Cox y
Saravia, 1992) y 1 upg/ml de hipotaurina para la capacitacion de los

espermatozoides.

El medio de cultivo estaba constituido por SOF sin glucosa, suplementado
con aminodcidos esenciales y no esenciales a concentraciones oviductales (Walker
et al., 1996), 0,4% (vol/vol) de BSA para sustentar al cocultivo, L-glutamina 1 mM,
100 pg/ml de estreptomicina y 100UI/ml de penicilina G.

El medio bifase para la dilucién del semen contenia sacarosa 0,25 M, Hepes
10 mM, Hidroxido potasico 2 mM, glucosa 5 mM, TPNa (sodio fosfato monobasico)
0,5 My EGTA (acido tetra acético de etilenglicol) 100 mM (Grasa et al., 2004).

88



CAPITULO IV EXPERIMENTO Il

3. Extraccion de oocitos:

Los ovarios se recogieron del matadero y se transportaron al laboratorio, en
un plazo minimo de 45 min, en un medio de PBS con 100 Ul/ml de penicilina G y

100 pg/ml de estreptomicina, a una temperatura entre 30 y 35°C.

Una vez en el laboratorio, los ovarios se limpiaron de los tejidos y vasos

sanguineos y se lavaron tres veces con PBS a 35°C.

La extraccion de los oocitos se realizé segun el protocolo de Wani et al.
(2000), mediante una combinacion de los métodos de puncion y slicing (Figura 14
y Figura 15). Los ovarios se colocaron en una placa Petri cubiertos parcialmente
con medio de manejo, y se partieron por la mitad. Se puncionaron los foliculos
visibles con una aguja 16G y luego se rayaba la superficie con una hoja de bisturi.
Se eliminaron los restos de tejidos y el medio sobrante de la placa con una jeringa,
se identificaron los oocitos bajo lupa y se transfirieron a otra placa con medio de

manejo.

Figura 14: Obtencion de oocitos por puncién del ovario.
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Figura 15: Obtencién de oocitos por Slicing del ovario.

Los oocitos se clasificaron en tres grupos buenos, normales y malos, en
funcion del numero de capas de células de la granulosa y de las caracteristicas de
su citoplasma (Wani et al., 2000) (Figura 16):

- Buenos: oocitos con muchas capas completas de células de granulosa y
citoplasma homogéneo.

- Normales: oocitos con pocas capas de células de granulosa o con capas
incompletas, y citoplasma homogéneo.

- Malos: oocitos con capas incompletas o incluso sin células de la granulosa y

citoplasma no homogéneo.

Los oocitos buenos y normales fueron destinados para madurar, y se lavaron

dos veces con medio de manejo y una ultima vez en el medio de maduracion.
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Buenos —

Normales —

Malos

Figura 16: Clasificacion de los oocitos (Buenos, Normales y Malos).

4. Maduracion in vitro:

Tras el ultimo lavado en el medio de maduracion, los oocitos fueron divididos
en 4 grupos aleatoriamente, de forma que tres grupos maduraron con melatonina a
diferentes concentraciones (10° M, 10® M y 10™"° M), siendo el Gltimo grupo el
control. Este orden de grupos se mantuvo durante todo el proceso.

Cada grupo de oocitos se colocé en un pocillo en la placa de maduraciéon de
4 pocillos, con 500 pl de medio de maduracion y 30 — 40 oocitos por grupo, que se
agruparon en el centro del pocillo. Se cubrieron los pocillos con una gota de aceite
mineral y se incubaron en la estufa durante 24 horas a 39°C, en una atmésfera
humidificada con el 5% de COa,.

La melatonina utilizada en los medios se diluyé en el DMSO, pues no es
soluble en medios salinos. Una vez disuelta, se realizé6 una dilucion 1/10 en PBS,
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de forma que una vez afiadida al medio, la cantidad de DMSO final es 1%o (Ishizuka
et al., 2000)

5. Fecundacioén in vitro:

A las 22 — 24 horas del inicio de la maduracion, las células de la granulosa
se expandieron por la accion de la FSH. Se denudaron los oocitos pipeteandolos
varias veces suavemente con una micropipeta en medio de manejo. Una vez
denudados, los oocitos se lavaron dos veces en medio de fecundacion (SOF de
fecundacion), y se colocaron en un solo pocillo de una placa de 4 pocillos con 350
pl de medio de fecundacion, manteniéndose los mismos grupos experimentales

que en la maduracién, con melatonina 10° M, 10° My 10"° M y el grupo control.

Por otro lado, el mismo dia de la fecundacion se obtuvo semen fresco de
moruecos de raza Rasa Aragonesa, en concreto del grupo de animales donantes
alojados en las instalaciones del Servicio de Experimentacion Animal de la
Universidad de Zaragoza. El semen se evalud y se diluy6é 1/10 en un medio bifase y

se mantuvo a 15°C hasta su uso ese mismo dia.

En el momento de la fecundacion, el semen disuelto se sometid a un
procedimiento de seleccién espermatica (Swim-up) (Figura 17) para seleccionar
los espermatozoides viables (Brown y Radziewic, 1998; Wang et al., 1998; Leoni et
al., 2007). En ese procedimiento, en el fondo de un tubo de vidrio de 10 ml (BD
Vacutainer, RU) conteniendo 1 ml de medio de fecundacion estabilizado en la
incubadora, se deposité 1 ml de semen con cuidado para evitar su mezcla con el
medio anterior. Se dejaron ambos en incubaciéon durante 15 minutos a 39°C y 5%
CO, de forma que los espermatozoides con alta motilidad suben y sobrenadan el
medio. Al final del procedimiento, se recuperan del sobrenadante y se afiaden 100
ul de ellos en cada pocillo de la placa con los oocitos, a una concentracion final

aproximada de 10° espermatozoides/ml.

Los pocillos se cubrieron con aceite mineral y los gametos se incubaron
durante 24 horas a 39°C y 5% de CO..
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Fraccién espermética
seleccionada para la

Medio SOF FIV

Semen

Figura (a) Figura (b)

15 min

Figura 17: Representacion de la seleccion espermatica por Swim-Up. Figura (a):
Antes del Swim-Up (Semen y medio SOF). Figura (b): 15 minutos después del inicio
del Swim-Up (se ve claramente la fraccion espermatica seleccionada).

6. Cultivo in vitro:

A las 24 horas de la fecundacién, los oocitos y embriones se sacaron de las
placas de fecundacion y se lavaron con medio de manejo para eliminar restos de
espermatozoides. Luego se lavaron los oocitos y embriones dos veces en SOF de
cultivo. Los embriones divididos se separaron del resto y se colocaron en placas de
cultivo, y los no divididos se pusieron en otra placa para otra evaluacion a las 36
horas de la fecundacién, de forma que los embriones que se dividieron tras 36
horas se afadieron al resto de los divididos. Los oocitos no divididos se evaluaron
de nuevo para determinar su estado de desarrollo: se consideraron maduros
aguellos oocitos que expulsaron el corpusculo polar, y como fecundados no
divididos aquéllos que expulsaron los dos corpusculos polares.
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Al igual que en la maduracion y en la fecundacion, durante el periodo de
cultivo embrionario se mantuvieron los mismos grupos, tanto los experimentales
con las mismas concentraciones de melatonina (10° M, 10® My 10*° M), como el

grupo control.

Los embriones se agruparon en el centro de los pocillos para facilitar su
desarrollo (Gardner et al., 1994; Gopichandran y Leese, 2006), y los pocillos se
cubrieron con aceite mineral y se mantuvieron en la incubadora a 39°C, 5% CO,,
5% O, y 90% N, durante 8 dias (contando como dia 0 el momento de la
fecundacion in vitro); el estadio de desarrollo de los embriones fue evaluado a los

6, 7 y 8 dias tras la fecundacion.

El dia 8 post fecundacién se detuvo el cultivo, de manera que los embriones
fueron evaluados, considerandose el niumero de blastocistos como estadio final de

todo el proceso.

7. Vitrificacion y viabilidad tras la descongelacion:

Los procedimientos de vitrificacion, descongelacién y determinacién de la
viabilidad post descongelacion, fueron idénticos a los descritos en el Experimento
1.

8. Parametros estudiados:

En este apartado se definen los pardmetros estudiados en este experimento:

e Maduracion y fecundacion:

- Oocitos maduros: Suma del niumero total de embriones divididos a las 36
horas, los oocitos fecundados y no divididos (dos corpusculos polares) y los

oocitos maduros y no fecundados (un corpusculo polar).

- Oocitos fecundados: Suma del nimero total de embriones divididos a las 36
horas y los oocitos fecundados y no divididos.
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- Porcentaje de maduracién: (nUmero total de oocitos maduros en relacion al

namero total de oocitos puestos a madurar) X 100.

- Porcentaje de division a las 36 horas: (nUmero total de embriones divididos a

las 36 horas en relacidon al numero total de oocitos puestos a madurar) X 100
e Cultivo:

- Porcentaje de blastocistos: (numero total de blastocistos obtenidos a dia 8

de la fecundacién en relacion al namero total de embriones cultivados) X 100

e Viabilidad post descongelacién:

- Tasa de reexpansion: (numero total de blastocistos reexpandidos en

relacion al namero total de blastocistos descongelados) X 100.

9. Andlisis estadistico:

Los diferentes porcentajes obtenidos en este experimento fueron analizados

con el programa SPSS (v. 14.0) mediante un analisis de Chi cuadrado.
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IIl. RESULTADOS

1. Maduracion, fecundacion vy blastocistos obtenidos tras 8 dias de
cultivo in vitro:

En la Tabla 11 se exponen los resultados de maduracion, division
embrionaria a las 36 horas de la fecundacion y del porcentaje de blastocitos
obtenidos tras 8 dias de cultivo, todo ello a partir de oocitos obtenidos de ovarios
de ovejas de matadero madurados y cultivados con distintas concentraciones de

melatonina o sin ella (grupo control).

La adicion de melatonina a los medios de maduracién y de fecundacion no
tuvo ningun efecto significativo sobre la maduraciéon oocitaria y la division
embrionaria a las 36 horas. En todo caso y aunque sin significacién estadistica, el
porcentaje de embriones obtenido 36 horas después de la fecundacion fue
ligeramente superior en el grupo con 10 M.

No obstante, el efecto positivo de la melatonina parece apreciarse en la fase
de cultivo, donde los grupos con la hormona pineal en el medio parecen mejorar los
porcentajes de desarrollo en relacion al testigo, especialmente en el grupo 10 M,
con el que se obtuvo un porcentaje de blastocistos superior al del grupo ausente de
melatonina (P=0,07). No hubo diferencias entre grupos en lo que a la velocidad de

desarrollo durante la fase de cultivo se refiere (Tabla 12).

2. Viabilidad y calidad de los embriones post descongelacion:

Los resultados de descongelacion se obtuvieron tras haber descongelado 52
embriones del grupo control, 53 embriones del grupo 10, 57 embriones del grupo
10® y 48 embriones del grupo 10™° todos ellos en estadio de blastocisto. Tras la
descongelacion, los embriones se cultivaron en TCM199 complementado de 10%
de FCS y L-glutamina 1mM en una atmosfera humidificada con 5% de CO, a 39°C.

El grupo con una concentracién de melatonina 10™° M fue el que ofrecié una

mayor tasa de viabilidad tras la descongelacién, préxima al 30%, el triple de la
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mostrada por los otros dos grupos experimentales y mas del doble de la del grupo
control, y significativamente diferente de todos ellos (P<0,05) (Tabla 13).

Por otra parte, la tincion por HOECHST mostré6 ausencia de significacion
entre los diferentes grupos, aunque el grupo con una mayor concentraciéon de
melatonina en los medios (10° M) fue el que mostré un menor nimero medio de
células por blastocisto tras la reexpansion (118,6+47,4) (Tabla 14). Tampoco se
observaron diferencias significativas a nivel de dafio celular, en parte
probablemente debido a que se trata de un parametro con una elevada variabilidad,
si bien parece que el grupo control fue el que mostr6 menor nimero medio de

células con dafios oxidativos por blastocisto (Tabla 14).
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Tabla 11: Maduracion, division embrionaria a las 36 horas de la fecundacion, y
porcentaje de blastocitos obtenidos tras 8 dias de cultivo de oocitos obtenidos de
ovarios de ovejas de matadero, madurados y cultivados con distintas dosis de
melatonina. Las diferentes letras (a, b) en superindice en columnas indican
diferencias significativas (P<0,05).

Grupo Maduracion Division 36 horas  Blastocistos totales
10°M 183/243 (75,3%) 1771243 (72,8%) 91/177 (51,4%)
108 M 184/247 (74,5%) 172/247 (69,6%) 93/172 (54,1%)?
10 M 182/252 (72,2%) 173/252 (68,7%) 90/173 (52,0%)
Control 193/264 (73,1%) 184/264 (69,7%) 82/184 (44,6%)"

Letras diferentes indican diferencias de P =0,07 (a, b)
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Tabla 12: Porcentaje de blastocistos producidos in vitro tras 6, 7 y 8 dias de cultivo.

Grupo

Dia 6

Dia 7

Dia 8

10°M
108 M
10 Mm

Control

32/177 (18,1 %)
33/172 (19,2 %)
30/173 (17,3 %)

31/184 (16,8 %)

65/177 (36,7 %)
70/172 (40,7 %)
64/173 (37,0 %)

59/184 (32,1 %)

91/177 (51,4 %)
93/172 (54,1 %)
90/173 (52,0 %)

82/184 (44,6 %)°

Letras diferentes indican diferencias de P =0,07 (a, b)
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Tabla 13: Evaluacion de la tasa reexpansion de los 3 grupos de melatonina y el
grupo control tras la descongelacion.

Grupo 10°M 10° M 10" M Control

Tasa de reexpansion (%) 5/53 (9,4)° (6/57) 10,57 (14/48) 29,2% 7/52 (13,5)"

Letras diferentes indican diferencias de P < 0,05 (a, b)

Tabla 14: Numeros de células (xE.S.) por blastocisto obtenidas por tincion de
Hoechst y numeros de células con reaccién al peroxido de hidrogeno por la tincién
de DCHFDA en blastocistos producidos in vitro en los tres grupos de melatonina (10
® 10®y 10"° M) y en el grupo control.

Grupo 10°M 10% M 10" M Control
n 5 6 13 6
HOECHST 118,6+47,4 148,7+35,6 132,5+29,4  127+33
n 5 6 11 6
DCHFDA 28,2+18,6 24,5+6,0 33,6+15,1  19,8+1,4
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l1l. DISCUSION

La melatonina ha sido muy utilizada en los dltimos afios para mejorar los
paradmetros reproductivos en la especie ovina, de manera que en nuestro pais su
uso se ha extendido notablemente en las ganaderias desde su comercializacion en
el afio 2000 por sus propiedades de revertir los efectos del anoestro estacionario,
aumentando ademas la tasa de ovulacion y la prolificidad en diferentes genotipos
(Abecia et al., 2007). Ademas, en los ultimos afios se han podido documentar
algunas de las acciones concretas de la melatonina, en particular sobre el ovario y la

viabilidad embrionaria temprana (revision de Abecia et al., 2008)

El cardcter liposoluble de la melatonina permite su rapida difusion en los
fluidos corporales y su facilidad para atravesar membranas celulares. De este modo,
su efecto positivo en la mejora de la tasa de ovulacion y de la prolificidad puede ser
debido a una accion directa a nivel del oocito ovino. Asi, existen en la literatura
articulos que han evaluado los efectos de la adicion de la melatonina en los medios
de maduracién y fecundacion in vitro, con un efecto positivo sobre la maduracion
oocitaria y la tasa de division embrionaria, tanto en la especie humana (Park et al.,
2006) como en ratones (Na et al., 2005) o bovinos (Dimitriadis et al., 2005). Ademas,
las altas concentraciones de melatonina en el liquido folicular del foliculo
preovulatorio (Brzezinski et al., 1987) asi como la presencia de receptores de
melatonina en las células de la granulosa en varias especies (Na et al., 2005; Kang
et al., 2009), sugieren asimismo un efecto directo de la hormona pineal sobre la
competencia del oocito.

También hay que considerar que el posible efecto beneficioso de la
melatonina en la produccién de embriones in vitro puede estar mediatizado por su
accion antioxidante, de captacion de radicales libres (Reiter et al., 1995). En
particular, es en el proceso de fecundacién in vitro donde las altas concentraciones
de espermatozoides en pequefios volimenes de medios de fecundacion, favorecen
los procesos oxidativos y la formacion de un mayor numero de radicales libres. Es
en este contexto donde la melatonina puede proporcionar una proteccién frente al

estrés oxidativo y a sus efectos toxicos (Tamura et al., 2008).
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En el presente experimento, la suplementacion con melatonina a los medios
de maduracion y de fecundacion in vitro en estacion reproductiva no tiene ningun
efecto sobre la maduracién y la divisibn embrionaria a las 36 horas tras la
fecundacién, aunque el grupo 10° M en cuanto a la division, parece mostrar
resultados algo superiores a los del resto sin que esta diferencia sea significativa.
Resultados previos en nuestro laboratorio han mostrado que una concentracion
similar de melatonina es capaz de aumentar significativamente las tasas de
maduracion y de divisibn embrionaria temprana frente al grupo testigo, sin
melatonina (Casao et al., resultados no publicados); sin embargo, concentraciones
algo superiores, 10 M, no ejercen ningun efecto significativo sobre la maduracion y
la division embrionaria. Estudios en la especie humana han mostrado que las
concentraciones fisiologicas de melatonina en el fluido folicular son practicamente 3
veces superiores a los niveles plasméticos de la hormona. Asi, las concentraciones
10°® M de melatonina adoptadas en el presente estudio son similares a las que
habria en el fluido folicular, con lo que constituyen una buena aproximacion para
evaluar los beneficios de la melatonina exdgena sobre las fases de maduracion y
fecundacion. Ademas, Ronnberg et al. (1990) han mostrado que las concentraciones
intrafoliculares de melatonina estan sujetas a variaciones estacionales, que pueden
condicionar la diferente competencia para la maduracién y fecundacién de los
oocitos recuperados en anoestro frente a los obtenidos en la estacion sexual referida
por algunos autores (Stenbak et al., 2001; Vazquez et al., 2008). Asi, en nuestro
estudio los oocitos fueron obtenidos en estacion reproductiva, con lo que han podido
estar sometidos a altas concentraciones de melatonina intrafoliculares que han
podido condicionar el efecto de un posterior tratamiento con la hormona pineal in

vitro.

De hecho, los resultados del presente experimento y los previos de nuestro
laboratorio parecen coincidir con los mostrados por otros autores en el sentido de
gue el efecto de la melatonina sobre la maduracion de oocitos es dosis-dependiente.
De este modo y aunque la toxicidad de la melatonina es muy baja, parece que en
raton la melatonina a una concentraciéon 10 M tiene un efecto claramente negativo

sobre la maduracion oocitaria (Adriaens et al., 2006).
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En lo que el porcentaje de blastocistos obtenido como producto final de la
produccion de embriones in vitro se refiere, en el presente experimento, el
tratamiento con melatonina mejor6 dicho porcentaje respecto al grupo testigo.
Aunque el analisis estadistico solo mostré diferencias significativas entre el grupo
melatonina 10® M y el control, lo cierto es que la melatonina mejoré una media de 8
puntos el porcentaje final de blastocistos respecto a la ausencia de ella en todo el
proceso. La literatura carece de estudios de la adicién de diferentes concentraciones
de melatonina en los medios de cultivo in vitro, aunque en nuestro estudio las
menores concentraciones de melatonina (10 y 10*° M) parecen comportarse bien a
la hora de favorecer el desarrollo embrionario; sin embargo, concentraciones mas
altas (10° M) fueron méas efectivas en el presente estudio en la etapa de
fecundacion, probablemente debido a la capacidad protectora de la melatonina de
los efectos dafinos del estrés oxidativo (Chetsawang et al., 2006), alto en
situaciones de elevado metabolismo, cual es el caso de la fecundacion in vitro.
Incluso, concentraciones intermedias entre 10y 10°® en los medios de cultivo tras la
descongelacibn mejoraron la tasa de reexpansion de blastocistos ovinos

descongelados (Abecia et al., 2002a).

Esta capacidad antioxidante de la melatonina también se ha comprobado en
la fase de cultivo in vitro, aunque también puede haber un efecto dosis dependiente,
de manera que incluso se han descrito efectos negativos de altas concentraciones
de melatonina (iguales o superiores a 10° M) sobre el desarrollo de embriones

porcinos (Rodriguez-Osorio et al., 2007).

En cuanto a la descongelacién, se puede ver que el grupo de embriones que
estuvieron sometidos a niveles de melatonina 10™*° M durante todo el proceso de
produccion in vitro, mostré una tasa de reexpansion significativamente mayor (29%)
a la del resto de los grupos, doblando la del grupo control y practicamente triplicando
la de los otros grupos experimentales con mayores concentraciones de melatonina
en los medios. Estos resultados positivos de las menores concentraciones de
melatonina sobre el cultivo y la viabilidad de los embriones, de confirmarse en
ulteriores ensayos, pueden tener un notable interés en la optimizacion de la eficacia

de las técnicas de produccion de embriones ovinos in vitro y en la conservacion de
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los mismos. Hay que tener en cuenta que en la fase de desarrollo, tras la
fecundacion, los embriones fueron cultivados en una estufa de nitrdgeno, con una
concentracion de oxigeno de Unicamente el 5%, lo que ha podido atenuar los efectos
de altas concentraciones de melatonina y destacar la eficacia de bajas
concentraciones de la hormona en la viabilidad de los blastocistos obtenidos. Asi y
en un reciente estudio, Papis et al. (2007) han mostrado que los efectos beneficiosos
de la melatonina sobre el desarrollo de embriones bovinos fue mayor cuando los
embriones fueron cultivados en presencia de altas concentraciones de oxigeno
atmosférico (20%) frente a concentraciones fisiologicas del mismo (7%). Por otra
parte y aunque otros autores han mostrado mayores tasas de reexpansion tras la
descongelacién de blastocitos producidos in vitro que las obtenidas en el presente
estudio (Zhu et al., 2001; Dattena et al., 2004), hay que tener en cuenta que en
nuestro caso los embriones, al igual que se hizo con los obtenidos in vivo en el
experimento 1, fueron congelados en presencia de PVA para evitar contaminaciones
y el sindrome de elevado peso al nhacimiento inducido por el uso de suero, lo que ha
podido reducir ligeramente la viabilidad. En cualquier caso, queda claro que la
viabilidad de los embriones producidos in vitro se reduce notablemente en relacion a
los producidos in vivo, practicamente a la mitad e incluso mas, debido a su mayor

sensibilidad a la congelacién (Leibo y Loskutoff, 1993; Dattena et al., 1994).

Los datos anteriores de reexpansion parecen ser confirmados por los
resultados de tincion. Aunque las diferencias no fueron significativas, el grupo 10°
M, que fue el que mostro la tasa de reexpansion mas baja, también fue el que tuvo
un nimero menor de células por blastocisto (119), mientras que el grupo 10™° M
tuvo un nimero mas alto (132) y sobre todo el grupo 107%, con 148 células por
embrion. Estos resultados parecen indicar que las altas concentraciones de
melatonina en el medio no parecen ser adecuadas en las fases de desarrollo
embrionario posteriores a la fecundacion. Hay que tener en cuenta de nuevo que en
esta fase de cultivo los embriones fueron cultivados en una estufa de nitrégeno, con
una concentracion muy baja de oxigeno (5%), lo que puede limitar el efecto de altas
concentraciones de la hormona pineal tal y como ya se ha sefialado con

anterioridad.
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Por lo que a los resultados obtenidos tras la tincion por el DCHFDA se
refiere, no existieron diferencias entre los distintos grupos. Destaca el hecho de que
el nimero de células reactivas por blastocisto fue similar al obtenido en el
experimento 1, en el que se utilizaron embriones producidos in vivo pero asimismo
descongelados. Sin embargo, el grupo control se comporté realmente bien,
mostrando un numero de células reactivas por embrion inferior a 20, muy similar al
mostrado por embriones recientemente producidos asimismo in vitro en nuestro

laboratorio pero no congelados (Buffoni, 2009).
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V. CONCLUSIONES

v' La adicion de melatonina a los medios de maduraciéon y de fecundacién no
tuvo ningun efecto significativo sobre la maduracion oocitaria y la division
embrionaria a las 36 horas. No obstante, el efecto positivo de la melatonina
parece apreciarse en la fase de cultivo, donde los grupos con la hormona
pineal en el medio parecen mejorar los porcentajes de desarrollo en relacidon

al testigo, especialmente en el grupo 10® M.

v Por lo que a la viabilidad de los embriones obtenidos se refiere, el grupo con
una concentraciéon de melatonina 10'° M fue el que ofreci6 una
significativamente superior tasa de viabilidad tras la descongelacion, préxima
al 30%, el triple de la mostrada por los otros dos grupos experimentales y mas

del doble de la del grupo control.
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CONCLUSIONES GENERALES

En las condiciones en que se realiz6 el presente estudio podemos concluir lo
siguiente:

v' El tratamiento superovulatorio simplificado combinado (eCG+FSH) utilizado
en el presente experimento permitidé obtener resultados muy satisfactorios en
cuanto a la produccion de embriones y viabilidad de estos mismos tras la
vitrificacion en ovejas de raza Ojalada Soriana, en todos los casos muy
similares a los obtenidos con el protocolo de 6 inyecciones decrecientes de
FSH. Asi, en el conjunto de las 3 recuperaciones se obtuvieron un total de

13,7 y 14,1 embriones viables respectivamente.

v' Se detectdé un efecto significativo del nimero de recuperacion (P<0,05 a
P<0,01) sobre la préactica totalidad de los parametros analizados, que se
vieron notablemente perjudicados en la segunda y tercera recuperaciones

independientemente del tratamiento de superovulacion recibido.

v Un 30% de las ovejas que recibieron el tratamiento decreciente mostraron
una fase luteal corta en la primera recuperacién, frente a inicamente un 5%
en el caso del tratamiento decreciente. El mayor estrés consecuencia del
namero de inyecciones pudo ser la causa, pues dicho problema se redujo

drasticamente en las subsiguientes recuperaciones.

v El tratamiento simplificado adelanté significativamente la salida en celo,
aspecto a tener muy en cuenta a la hora de realizar la fecundacion mediante

IA o de recuperar embriones en el estadio de desarrollo deseado.

v' Unos niveles elevados de anticuerpos anti eCG previos a la aplicacion del
tratamiento simplificado, se asociaron con una reduccion significativa de la
tasa de fecundacion en las tres recuperaciones, de manera que en la
segunda y tercera dicha reduccién afecté también a las tasas de viabilidad y

de congelabilidad.
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v El tratamiento de superovulacion no modificé la viabilidad in vitro de los

embriones tras la descongelacién ni en el nUmero de células de los mismos

v' La adicién de melatonina a los medios de maduracion y de fecundacién in
vitro no tuvo ningun efecto significativo sobre la maduracion oocitaria y la
divisibn embrionaria a las 36 horas. No obstante, la melatonina parece ejercer
un efecto positivo en la fase de cultivo, donde los grupos con la hormona
pineal en el medio parecen mejorar los porcentajes de desarrollo en relacion

al testigo, especialmente en el grupo 10® M,

v' Por lo que a la viabilidad de los embriones obtenidos in vitro se refiere, el
grupo con una concentracién de melatonina 10"° M fue el que ofrecié una
significativamente superior tasa de viabilidad tras la descongelacién, proxima
al 30%, el triple de la mostrada por los otros dos grupos experimentales y mas

del doble de la del grupo control.
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