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RESUMEN

El objetivo de este estudio fue evaluar la cinética folicular en ovejas Katahdin y Criolla
de Ecuador sometidas a un protocolo de ovulacién multiple y transferencia de
embriones (MOET), mediante la utilizacion de dispositivos intravaginales de
progesterona y la aplicacion intramuscular en dosis decrecientes de hormona foliculo
estimulante (FSH) exoOgena. Los dispositivos de progesterona provocaron un
fendmeno de regresion sobre los foliculos presentes en los ovarios antes de iniciar el
tratamiento, para poder iniciar con el protocolo de superovulacion se seleccionaron a
los animales que presenten foliculos de entre 2 y 3 mm. Los dispositivos actuaron de
manera similar a un cuerpo luteo, la FSH potencid el crecimiento de varios foliculos
desde la primera aplicacién en todos los animales hasta final del tratamiento. La
dinamica folicular se evalué mediante ultrasonografia transrectal diaria, con la ayuda
de un transductor lineal adaptado para que su manipulacion se la pueda realizar desde
el exterior del animal. El dia que se presento el celo de los animales y después de
realizar la monta natural de los mismos, se tomaron muestras de sangre para evaluar
niveles de estrogenos sanguineos, y se evaluo la presencia de células correspondientes
al estro mediante citologias vaginales, esto antes de la monta para evitar la
contaminacion de las muestras. Los resultados se sometieron a un analisis estadistico
denominado T-student. La comparacion de medias se realizé6 mediante la utilizacion
de la prueba de significancia de TUKEY con una probabilidad de error experimental
del 0.05%. Estadisticamente el tamafio folicular present6 diferencias significativas
entre ambas razas, siendo superior en la raza Katahdin, también estos animales
presentaron un mayor niamero de foliculos, y el celo fue mas manifiesto y duradero en
las ovejas de esta raza. Los niveles de estrogenos y el porcentaje de células
superficiales fueron altos para ambos grupos raciales, que corresponden con la

presentacion del celo.

Palabras clave: Superovulacion, cinética folicular, ovino, ultrasonografia.
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SUMMARY

The objective of this study was to evaluate the follicular kinetics in Katahdin and
Criolla sheep from Ecuador subjected to a multiple ovulation and embryo transfer
protocol (MOET), through the use of intravaginal progesterone devices and
intramuscular application in decreasing doses of exogenous follicle stimulant hormone
(FSH). The progesterone devices caused a regression phenomenon on the follicles
present in the ovaries before starting the treatment. In order to start with the
superovulation protocol, the animals with follicles between 2 and 3 mm were selected.
The devices acted similar to a corpus luteum; FSH enhanced the growth of several
follicles from the first application in all animals until the end of the treatment.
Follicular dynamics was evaluated by daily transrectal ultrasonography, with the help
of a linear transducer adapted so that its manipulation can be carried out from outside
the animal. On the day that the animals were in heat and after mating, blood samples
were taken to evaluate blood estrogen levels, and the presence of cells corresponding
to estrus was evaluated by vaginal cytology, this before mating to avoid contamination
of the samples. The results were subjected to a statistical analysis called T-student.
The comparison of means was performed using the TUKEY significance test with a
probability of experimental error of 0.05%. Statistically, the follicular size showed
significant differences between both breeds, being higher in the Katahdin breed, these
animals also had a higher number of follicles, and the heat was more manifest and
lasting in the sheep of this breed. Estrogen levels and the percentage of surface cells

were high for both racial groups, corresponding to the presentation of heat.

Key words: Superovulation, follicular kinetics, sheep, ultrasonography
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B. CONTENIDOS
CAPITULO |

MARCO TEORICO

1.1. Antecedentes Investigativos

Los pequefios rumiantes son contribuyentes importantes en la producciéon mundial de
alimentos y fibra. En el continuo crecimiento de la economia mundial, los pequefios
rumiantes poseen un enfatico papel, principalmente para las economias de los paises
en desarrollo, y en particular, para aquellos con condiciones climaticas adversas, o con
tierras subfértiles. La cria estacional de pequefios rumiantes ha fomentado la
adaptacion de las tecnologias de reproduccion asistida (ART), para impulsar avances
en la reproduccion y mejorar la ganancia genética en estas especies (Amiridis y Cseh
2012).

La produccion ovina representa una importante fuente de recursos dentro del ambito
de la produccion animal, en Ecuador, el sistema de explotacion que mayoritariamente
es utilizado en la actividad de la ganaderia ovina es de tipo extensivo, y se desarrolla
bajo un sistema tradicional de crianza, utilizando razas mejoradas (como la Katahdin)

y criollas para obtener una mayor productividad (Moyano et al. 2017).

El manejo reproductivo en cualquier explotacion animal es de vital importancia para
alcanzar un modelo sustentable de produccidn, por esta razén se debe implementar e

invertir en tecnologias que puedan aportar en el ambito reproductivo.

Una de las tecnologias previamente mencionadas es la transferencia de embriones,
biotecnologia que se basa en la superovulacion. En los pequefios rumiantes, la
ovulacion mdltiple y transferencia de embriones (MOET por sus siglas en ingles) es
una realidad Unica. El MOET tiene como objetivo primordial producir una mayor

cantidad de crias en un tiempo mas corto, con una calidad notable para el rebafio,



aplicando técnicas que permitan una mayor produccion de foliculos, ovulacion y
embriones, resultando en una mayor tasa de natalidad en el rebafio ovino (Maciel et
al. 2017). Esta practica consiste en provocar a través de tratamientos a base de
hormonas una tasa de ovulacion elevada en hembras que se conocen como donadoras,
para posteriormente, recuperar y transferir los embriones obtenidos a otras hembras de
la misma especie con menor valor genético, las cuales actuaran como receptoras para
dichos embriones y continuaran con la etapa de gestacién (Simonetti y Forcada
2008). Los criadores utilizan estas tecnologias reproductivas para acelerar la ganancia
genética en los programas de mejoramiento. También, se consigue una mayor
intensidad de seleccion en machos y hembras, lo que permite lograr mayores tasas de

ganancia genética (Granleese et al. 2013).

Los programas de ovulacion multiple y transferencia de embriones se han vuelto
populares y cada vez mas accesibles para los productores. Los beneficios son las
principales razones que motivan su propagacion y entre sus ventajas, esta la capacidad
de promover una mayor intensidad de seleccién, un intervalo generacional reducido y
lograr un mayor numero de progenie de animales genéticamente superiores. Ademas,
proporciona una base técnica para la implementacion de otras biotecnologias
relacionadas, facilita los procedimientos de comercio (nacional o internacionalmente)
de material genético asegurando la salud y preservacion de las especies en peligro de
extincién. Por otro lado, la principal desventaja del MOET es el costo relacionado con
los medicamentos utilizados, la técnica quirdrgica y la criopreservacion (Maciel et al.
2017)

En Ecuador este tipo de tecnologias se ha implementado hace pocos afios, sin embargo,
falta mucho por investigar, ya que es una importante actividad en el ambito
reproductivo y que se utiliza para mejorar caracteristicas productivas en animales de
menor valor genético. Resulta importante la investigacion de la aplicacion de
protocolos de superovulacion, con estudios detallados de la cinética folicular y sus
efectos sobre la produccion de embriones, con animales mejorados y con animales

propios de la region.



Existe una considerable cantidad de investigaciones que han logrado determinar
ciertos factores que aumentan o disminuyen la cantidad de embriones viables que se

pueden obtener al implementar esta técnica en un sistema de explotacion.

Se han desarrollado diferentes tratamientos de ovulacion multiple, el uso de
progestdgenos y gonadotropinas se ha catalogado como un protocolo eficiente en
programas de superovulacion. De igual manera se han desarrollado técnicas de
recoleccion de embriones para la implantacion de los mismos en hembras receptoras.
Para poder cumplir con estos procedimientos, es necesario implementar un adecuado
programa de seleccidn de animales tanto donantes como receptores, esto con el fin de
aumentar los indices de superovulacion, la obtencion de embriones viables y el nimero

de gestaciones a término (Moreno et al. 1999)

La aplicacién de técnicas de superovulacion y transferencia de embriones, se ve
afectada por una alta variabilidad en la respuesta ovulatoria al tratamiento hormonal
Yy, por un nimero bajo y variable de embriones transferibles y descendientes obtenidos
(Gonzalez et al. 2004). Esta variabilidad individual impredecible en la respuesta
superovulatoria, es el paso mas critico en los programas de produccién de embriones
de ovinos. Esto se atribuye a una serie de factores enddgenos (genética, estado
nutricional, estado folicular, estacion del afio) y exogenos (tratamiento
superovulatorio, naturaleza y posible "contaminacion” de la gonadotropina). Sin
embargo, la contribucion de cada factor resulta casi imposible de evaluar (Amiridis y
Cseh 2012).

Los tratamientos superovulatorios son hoy en dia una herramienta importante en los
sistemas productivos para obtener mayores tasas de prefiez. Los factores que afectan
la respuesta superovulatoria estan relacionados con la raza, la edad, la nutricion y el
estado reproductivo. Ademas, la genética se ha identificado como un factor que podria
contribuir a la variabilidad ovulatoria; en general, las razas prolificas muestran una
mejor respuesta superovulatoria debido a su perfil genético (Rebolledo et al. 2017).

Variados protocolos hormonales que se han desarrollado para inducir la ovulacion

3



multiple, no han conseguido reducir la alta variabilidad que se presenta en el nimero
de ovulaciones entre individuos, esto se debe a influencias genéticas, nutricionales o
estacionales; de igual manera se considera al factor intrinseco de cada animal como un
factor primario en la respuesta al tratamiento de superovulacion (Martinez et al.
2017).

En el ganado ovino el estado nutricional es un factor determinante en lo que a actividad
ovarica se refiere, debido a que determina una respuesta reproductiva eficaz. Por esta
razon antes del periodo de apareamiento, se suele suministrar un suplemento
energético para aumentar la fertilidad y prolificidad de un grupo de animales, sin
embargo, al aplicar esta metodologia en programas de ovulacién mudltiple la
variabilidad de los resultados ha sido amplia y no se ha determinado una respuesta

homogénea por parte de los animales (Navarrete et al. 2008).

Los extremos de la nutricion (sobrealimentacion o alimentacion deficiente) pueden
aumentar la mortalidad embrionaria o retrasar el desarrollo embrionario en ovejas.
Lozano et al. (2003) realizaron experimentos para estudiar el efecto de la nutricion
en el desarrollo embrionario en dos periodos en ovejas superovuladas, y en la
capacidad de desarrollo de los ovocitos durante la fase folicular. Para esto utilizaron
grupos de animales a los que se les suministrd dietas bajas en energia, dietas de
mantenimiento con requerimientos diarios de energia, y dietas altas en energia basadas
en alimentacién ad libitum. Registraron una respuesta de superovulacion mas baja, y
un namero menor de embriones de buena calidad en los animales en los que se utilizd
la dieta ad libitum, aparte se determind que la nutricion, también modificé la calidad
morfolodgica y funcional de los ovocitos y embriones recuperados. Asi, el 92% de los
embriones recuperados de las ovejas alimentadas con la dieta de control
(mantenimiento), se clasificaron como buenos embriones, en comparacion con el 70 y
el 82% de los embriones recuperados de las ovejas con dietas ad libitum y dietas bajas
en energia respectivamente. Asi mismo las ovejas alimentadas con la dieta ad libitum
tuvieron un mayor porcentaje de embriones poco desarrollados en comparacion con

las ovejas que recibieron la dieta de mantenimiento o las dietas bajas en energia. Por



otro lado, las ovejas alimentadas con la dieta baja en energia tienden a tener una mayor
cantidad de ovocitos no fertilizados que las ovejas alimentadas con la dieta de
mantenimiento. La respuesta superovulatoria de las ovejas alimentadas con la dieta
baja en energia fue similar a la de las ovejas con la dieta de mantenimiento, pero con
un mayor porcentaje de fallas en la fertilizacion, probablemente como resultado de
eventos postovulatorios. De manera general determinaron que, cambios en la dieta
puede afectar la calidad del ovocito y el embrion en ovejas superovuladas. Una
respuesta de superovulacién mas baja y una disminucion en la calidad de los ovocitos
y embriones, indican también que, las dietas ad libitum son altamente perjudiciales

para programas superovulatorios.

La respuesta ovulatoria bajo la influencia de protocolos hormonales, esta sujeta a la
variacion individual como una de sus principales limitaciones, esto influye
directamente en la eficiencia de los programas de superovulacion y transferencia de
embriones. Se han realizado investigaciones que han determinado que la
suplementacion con &cidos grasos poli insaturados (oleico, linoeico y linolenico),
pueden modificar ciertos procesos fisioldgicos en los ovarios de ovinos y bovinos, sin
tener en cuenta factores como, el consumo de energia y el peso del animal (Herrera-
Camacho et al. 2008)

Herrera-Camacho et al. (2008) realizaron un experimento que buscaba determinar
si la suplementacion con acidos grasos polinsaturados, tenia algun efecto en programas
de superovulacién en ovejas, especificamente en el numero de cuerpos ldteos, células
y embriones totales, y la calidad morfol6gica de los embriones. Para esto utilizaron
dos grupos de animales que fueron alimentados con una dieta a base de pasto y
concentrado, ademas al segundo grupo se le adicion6 en el concentrado un 4% de
aceite de maiz. Los resultados reflejaron que la suplementacién con acidos grasos poli
insaturados fue positiva, ya que el nimero de cuerpos lateos, células totales y
embriones fueron superiores en el grupo al que se le suministrd el suplemento. Asi
mismo hubo un aumento en la cantidad de embriones en estado de moérula con respecto

al grupo de animales sin el suplemento. Por otro lado, la calidad morfoldgica de los



embriones no se vio afectada bajo la utilizacion del aceite de maiz. Concluyeron que
la utilizacién de productos ricos en acidos grasos poli insaturado podria ser beneficiosa

en programas de superovulacion y transferencia de embriones.

Asi mismo Torres-Zapata et al. (2016) realizaron un estudio para evaluar la respuesta
superovulatoria, la calidad del embrion y el desarrollo embrionario en ovejas Katahdin
que recibieron un suplemento dietético de aceite de palma. Para esto se asignaron diez
ovejas para recibir 35 g de aceite de palma y 10 para recibir 70 g de aceite de palma
durante 25 dias. El dia 0, las ovejas se sincronizaron con dispositivos liberadores de
progesterona. Desde el dia 6 al 9, los donantes fueron superovulados con 200 mg de
hormona estimulante del foliculo (FSH) en dosis decrecientes cada 12 horas. El dia 8,
se retiraron los dispositivos y los donantes se aparearon dos veces con carneros fértiles
a intervalos de 12 h. Siete dias después del apareamiento, los embriones fueron
recuperados y evaluados por su estado de desarrollo y grado de calidad (1 = excelente,
2 =bueno, 3 =maloy 4 = degenerado). Ademas, los dias 0, 7 y 15, se tomaron muestras
de sangre para determinar las concentraciones de colesterol, triglicéridos, insulina y
factor de crecimiento similar a la insulina-1 (IGF-1) en sangre sérica. No se observaron
diferencias significativas entre tratamientos en cuanto a respuesta superovulatoria, tasa
de ovulacion y estructuras embrionarias totales, ni para las concentraciones de
colesterol, triglicéridos, insulina e IGF-1. Determinaron diferencias en el nimero de
embriones degenerados, asi como una tendencia a una etapa de desarrollo mas
homogénea en los embriones de ovejas suplementadas con aceite de palma, asi como
un mayor nimero de embriones de calidad 1 y un nimero menor de embriones de
calidad 3y 4. Llegaron a la conclusion de que, en las ovejas suplementadas con aceite
de palma, se recuperd un mayor nimero de embriones con un estado de desarrollo mas
homogéneo y mejor calidad. Este tipo de suplementacidn en la preparacion de ovejas
donantes, puede ser una practica recomendable que contribuya a mejorar la calidad de

los embriones, pero no a la respuesta ovulatoria.

La ovulacion maltiple junto con la transferencia de embriones es una herramienta

poderosa para la mejora genética en la produccién animal, mediante la introduccion o



difusion de razas o genotipos seleccionados con un valor superior. Se conoce que el
nimero de embriones transferibles obtenidos después del tratamiento de
superovulacion con hembras donantes, depende del crecimiento folicular al inicio del
tratamiento hormonal, la respuesta ovulatoria a las gonadotrofinas exdgenas y la
viabilidad de los embriones recuperados, sin embargo es necesario tener cuenta que la
respuesta ovérica al tratamiento superovulatorio, estd altamente influenciada por la
variabilidad individual, determinada por caracteristicas genéticas de los animales

donadores (Galarraga et al. 2014).

La genética se identifico tempranamente como un factor que puede contribuir a la
variabilidad ovulatoria y, como regla general, las razas prolificas muestran mejores
respuestas superovulatorias. Sin embargo, las diferencias entre razas prolificas y no
prolificas no son tan significativas. Por el contrario, se ha descrito una mayor

variabilidad entre individuos de la misma raza (Gonzalez et al. 2004)

Bari etal. (1999) realizaron un estudio para investigar los factores que afectan el éxito
de la ovulacion mdaltiple y la transferencia de embriones en ovejas de raza Scottish
Blackface y Welsh Mountain, durante un periodo de 2 afios, utilizando un
procedimiento laparoscdpico para la recuperacion y transferencia de embriones. La
superovulaciéon se indujo con FSH ovina y con la utilizacién de dispositivos
intravaginales de progesterona, con un 98 a 100% de las ovejas de ambas razas
respondiendo al tratamiento. Se determin6 que ni el nimero medio de embriones ni el
porcentaje medio de embriones transferibles por oveja donante, difirieron entre razas
0 afios. Sin embargo, se observd una relacion negativa significativa entre el momento
de inicio del estro y tanto la respuesta superovulatoria como el nimero de embriones
recuperados, determinaron como un factor importante al tiempo que transcurre entre
el retiro del dispositivo de progesterona y la presentacion del estro. Obteniendo
embriones con una calidad menor cuando el estro se presenta antes de las 19 horas o
después de las 30 horas, y embriones con una menor proporcion de degeneracion o

infertilidad en un rango medio de tiempo.



Rebolledo et al. (2017) realizaron una investigacion cuyo objetivo fue evaluar el
estado folicular ovérico definido por las poblaciones foliculares en el ovario antes de
un tratamiento de estimulacion superovulatoria, y establecer una correlacion entre el
estado folicular ovarico y el nivel de respuesta a un tratamiento superovulatorio. El
estado folicular ovarico se evalu6 mediante ecografia en tiempo real. Utilizaron ovejas
de las razas Dorper, Pelibuey, Katahdin y Blackbelly para determinar diferencias en
los resultados finales. Los resultados de las ovejas incluidas en el estudio presentaron
una correlacion positiva entre los foliculos observados en la ecografia con los cuerpos
luteos observados en la endoscopia el dia de la recoleccion. También se determind una
mejor respuesta al tratamiento en ovejas Dorper ya que se evidencié un mayor nimero
de cuerpos luteos. Llegaron a la conclusidn de que existe una correlacion positiva entre
el estado del ovario previo al tratamiento superovulatorio y la respuesta ovarica, y que,
las ovejas de raza Dorper presenta una respuesta superovulatoria mayor que ovejas de

raza Katahdin, Blackbelly y Pelibuey.

Se ha reportado una relacion antagonista entre la produccion de leche y la reproduccién
en varias especies de ganado. Merai et al. (2017) realizaron un estudio para determinar
si el mérito genético para la produccion de leche en ovejas lecheras, afecta las
respuestas a la superovulacion, el rendimiento embrionario y la calidad de embriones.
Para esto se utiliz6 un grupo de ovejas homogeéneas por edad, paridad y etapa de
lactancia. Las ovejas fueron estratificadas como de alta produccion o de baja
produccién basado en su mérito genético para la produccion de leche. Se aplico un
protocolo de superovulacion a base de dispositivos de progesterona intravaginales y
FSH porcina. La recuperacion quirtrgica del embridn se realizo el dia 8 después de la
inseminacidn artificial. Reportaron gque las ovejas de alta produccion presentaron un
namero menor de cuerpos IUteos en relacion a las ovejas de menor produccion,
también, el nimero de embriones obtenidos fue mayor en animales de baja produccion,
sin embargo, no obtuvieron diferencias entre las ovejas en ambos grupos genéticos en
cuanto a la calidad de los embriones recolectados. En esta investigacién, se demostrd
por primera vez que, genéticamente, las ovejas superiores para la produccion de leche
tienen una menor respuesta a la superovulacion y tienden a producir una menor

cantidad de embriones en relacion a ovejas de la misma raza, pero con producciones



menores de leche. Estos hallazgos requieren una consideracion total en la ovulacion
multiple de ovejas y programas de transferencia de embriones en los que un aumento

en de la eficiencia reproductiva de la hembra es esencial.

Debido a que la recoleccion de embriones es inevitablemente realizada por técnicas
quirdrgicas (laparotomia o laparoscopia), la prediccion de la respuesta superovulatoria
es de gran importancia, porque permitira la exclusion de operaciones sin objetivo, que
son costosas e interfieren con el bienestar animal. Por esta razon la ultrasonografia,
podria ser concluyente si se lleva a cabo a modo de seguimiento durante la fase
folicular, o contando el numero de los cuerpos lateos formados (Amiridis y Cseh
2012).

Veiga et al. (2005), realizaron una investigacion para determinar la influencia del
estado ovarico previo, en la ovulacién y el desarrollo embrionario después de aplicar
tratamientos superovulatorios en ovinos, para esto utilizaron un total de 64 animales y
observaron que la tasa de ovulacién se relaciona positivamente con aquellos foliculos
que miden de 2-3 mm. Sin embargo, el nimero total de embriones y su viabilidad, se
relacionan especificamente con una categoria mas limitada de foliculos de 3 mm,
mientras que en los foliculos de 2 mm se relacionaron a una mayor tasa de

degeneracion embrionaria.

La presencia de un cuerpo liteo al comienzo del tratamiento superovulatorio ejerce un
efecto protector sobre la viabilidad embrionaria, disminuyendo la degeneracion de

embriones (Veiga et al. 2005).

La variabilidad individual de la respuesta a la aplicaciébn de un tratamiento
superovulatorio a base de hormonas, esta determinada por el estatus fisiologico del
ovario al momento de iniciar con el protocolo, la cantidad de foliculos pequefios (1 a
2 mm) es un factor importante que determinara la eficacia del tratamiento hormonal
con FSH (Martinez et al. 2017).



El estudio de la fisiologia ovarica mediante ultrasonografia transrectal en vacas
muestra que la respuesta superovulatoria se ve afectada si hay un foliculo dominante
en el momento de iniciar el tratamiento con gonadotropinas. De manera similar, se ha
demostrado que la eliminacion de un foliculo dominante en la vaca es seguida por la
reanudacion inmediata del crecimiento de foliculos pequefios, lo que indica que el
foliculo grande individual inhibe el desarrollo de foliculos méas pequefios. Algunos
estudios indican que, en las ovejas, como en las vacas, la presencia de un foliculo
grande incide en la respuesta superovulatoria, esto fue el objeto de estudio de esta
investigacion. Se observaron diferencias en la respuesta al tratamiento superovulatorio
cuando los animales se agruparon segun la presencia o ausencia de foliculos grandes
(> 4 mm) el dia de la administracion de eCG (gonadotropina corionica equina). La
calidad de la respuesta superovulatoria, medida como el porcentaje de cuerpos IUteos
normales en la respuesta ovarica total, fue claramente mayor en animales que no tenian
foliculos grandes en el momento de la administracion de eCG. Los resultados
demuestran que, como ocurre en la vaca, la presencia de un gran foliculo en el
momento de la administracion de gonadotropina afecta la respuesta superovulatoria en

la oveja (Rubianes et al. 1995).

Se ha evidenciado mediante estudios de ecografia y endoscopia ovérica que la
presencia de foliculos con un didmetro mayor a 6 mm influye negativamente en los
resultados de tratamientos de ovulacion multiple, por otro lado, cuando estos foliculos
presentan un diametro de entre 2 y 3 mm los resultados cambian positivamente,
aumentando la cantidad de embriones viables por cada animal, a pesar de esto, es
necesario tomar en cuenta el factor de la variabilidad individual en los resultados

finales de este tipo de protocolos (Martinez et al. 2017).

Consecuentemente resulta importante el estudio especifico de la cinética folicular
como un componente significativo en programas de superovulacion y transferencia de
embriones, ya que como vimos anteriormente se debe tomar en consideracién el

tamafo de los foliculos en relacion al nimero de embriones viables que se espera
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obtener. De igual manera el factor genético tiene relevancia en los resultados de los

programas reproductivos mencionados y por esta razon resulta interesante el uso de

animales criollos y mejorados que habitan en ambientes reales en el medio local.

1.2.0bjetivo

1.2.1. Objetivo General

1.2.2.

1.2.3.

Evaluar el efecto de la superovulacion sobre la cinética folicular en ovejas de

raza Katahdin y Criollas de Ecuador.

Obijetivos Especificos

Aplicar un protocolo de superovulacion a base de gonadotrofinas y

progesterona, sobre ovejas de raza Katahdin y Criollas de Ecuador.
Analizar la cinética folicular por medio de ultrasonografia rectal diaria en

ovejas de raza Katahdin y Criollas de Ecuador, sometidas a un protocolo de

superovulacion.

Realizar un andlisis de costos de la aplicacion de un programa de
superovulacién para transferencia de embriones en ovejas de raza Katahdin y

Criollas de Ecuador.

Hipotesis

H1: La cinética folicular bajo protocolos de superovulacion difiere entre las
razas Katahdin y Criolla.
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CAPITULO 11

METODOLOGIA

2.1.Materiales

2.1.1.

2.1.2.

Equipos

e Rasuradora

e Baéscula electronica (cap. 100 kg; 10 g)

e Ecografo lineal SIUI CTS-900V NEO 7,5 MHz
e Microscopio trinocular Motic BA210

e Fonendoscopio

e TermOmetro rectal

Materiales de Campo

o Comederos

o Bebederos

o Guantes ginecoldgicos

o Guantes de examinacion

o Jeringas esteériles desechables (5 ml)

o Agujas de 23 GX11/4"" (color celeste)
o Hisopos de mango largo estériles

o Portaobjetos

o Tubos vacutainer

o Cinta taipe
o Torundas de algodon
. Tupo PVC
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2.1.3. Materiales quimicos

o Hormona foliculo estimulante FSH (Folltropin)
o Dispositivo de progesterona

o Gel lubricante

o Clorhexidina

o Kit de tincion Diff Quick

2.1.4. Semovientes

o 4 ovejas Criollas
o 4 ovejas Katahdin

° 2 carneros reprod uctores

2.2. Métodos

El experimento constd de varias actividades. La primera fue la adquisicion de 4
hembras de raza Katahdin, 4 hembras criollas y dos machos reproductores; luego
pasaron por un periodo de adaptacién de 15 dias, en donde se desparasitaron con
ivermectina a dosis de 200 ug/kg (Donald C. Plumb 2006) y se suministré un
complejo vitaminico. Se seleccionaron los ejemplares que presentaban
homogeneidad en caracteristicas fisicas (condicion corporal, peso, tamafio).
Durante el experimento los animales permanecieron en campo abierto y su
alimentacion fue a base de pastoreo, los pastos presentes en su espacio fueron
raygrass perenne (Lolium perenne), alfalfa (Medicago sativa), trébol blanco
(Trifolium repens) y kikuyo (Pennisetum clandestinum). Adicionalmente se
suministrd sales minerales y tenian agua a disposicién en el area de los potreros.
Durante este periodo también se llevé un control de pesos semanal, ya que el factor

nutricional es importante en programas de superovulacion.
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Una vez concluido el periodo de adaptacion se realizd un examen del estado de
salud general de los animales; para esto se midieron constantes fisioldgicas, y se
puso énfasis en la salud reproductiva, mediante un examen ginecoldgico por
ultrasonografia en el que se descartd prefiez y se evaluo el estado fisiologico de los
ovarios. Para poder iniciar con el protocolo de ovulacion multiple se seleccionaron
a los animales que presentaban foliculos pequefios de entre 2 y 3 mm ya que segun
Martinez et al. (2017) cuando el ovario presenta este tamafio de foliculos la eficacia
del tratamiento aumenta. Por otro lado, se descartaron para el inicio del tratamiento
a los animales que presentaban foliculos grandes de entre 4 y 6 mm ya que la
presencia de este tamafio de foliculos resulta contraproducente (Rubianes et al.
1995). Los animales descartados, se sometieron contantemente a chequeos
ginecoldgicos hasta que el tamafio de los foliculos sea el correcto. Asi pues, el total
de animales se dividio en 3 grupos de trabajo. Dos de 3 animales y uno de 2

animales.

Posteriormente se procedio a la aplicacion de los tratamientos para sincronizacion

y superovulacion, definidos por (Mejia Villanueva Octavio 2018).

2.2.1. Superovulacion

El tratamiento de superovulacion se resume en la utilizacién de un implante de
progesterona intravaginal y aplicacion en dosis decrecientes de hormona foliculo
estimulante FSH (Folltropin®), para que se dé el desarrollo de una mayor cantidad

de foliculos durante un ciclo reproductivo.

De esta manera el tratamiento inicio en el dia uno con la aplicacion del dispositivo
de progesterona. EI mecanismo de accién del dispositivo se basa en la liberacion y

absorcion en la mucosa vaginal de progesterona, esta alcanza la cantidad necesaria
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para detener la liberacién hipofisiaria de gonadotrofinas (hormona luteinizante LH
y hormona foliculo estimulante FSH) y asi, evitar la ovulacion y presentacion del
celo natural. Una vez que se retira el dispositivo de progesterona, la cantidad de
esta en el organismo decae en menos de 6 horas, en un lapso de 30 a 90 horas se

puede determinar la presencia del celo en los animales (Zoetis 2019).

El dispositivo se mantuvo durante 12 dias en los animales, sin embargo, la
aplicacion de FSH empez0 en el dia 10 utilizando 2 ml de Folltropin equivalente a
40 mg de FSH por via intramuscular, se utilizaron 8 aplicaciones en dosis
decrecientes cada 12 horas durante cuatro dias, al dia 12 se retir6 el dispositivo de
progesterona, y al dia 13 se aplicaron las dos Gltimas dosis de FSH. Para el dia 13
se dio la presentacion de celo y se procedié a dar monta natural a las hembras tanto

en la mafiana como en la tarde durante 48 horas. En la tabla 1 se detalla el esquema

del protocolo de superovulacion utilizado durante el experimento.

Tabla 1. Esquema del protocolo de superovulacion y monta de los animales.

Dias del protocolo superovulatorio

1 10 11 12 13 14
Aplicacion .
] Deteccion
de dosis
- . _ de celoy
Aplicaciéon  Aplicacion  decreciente
L ) ) monta. Monta
Aplicacion de de dosis de dosis de FSH o
S ) ) Aplicacion  natural en
dispositivo de  decreciente  decreciente 1.5 ml AM ) B
de dosis la mafiana
progesterona de FSH de FSH 1 mlPM )
. decreciente yenla
CIDR 2ml AM 1.5ml AM  Mas retiro
de FSH tarde
15mlPM  15mlPM del
L 0.5 ml AM
dispositivo
_ _ 0.5 ml PM
intravaginal

15



2.2.2. Variables respuesta

e Cinética folicular (cm/dia)

La cinética o dindmica folicular se describe como la presencia de ondas foliculares
que muestran un desarrollo sincrénico de un grupo de foliculos que se denominan
foliculos en emergencia, inicialmente, todos estos foliculos incrementan su tamafio
durante una fase de crecimiento comun, posteriormente se diferencia un solo
foliculo dominante que continta su desarrollo y al mismo tiempo, multiples
foliculos de menor tamafio cesan su crecimiento en una fase estatica (Peter et al.
2009).

Durante el tiempo que duro el tratamiento superovulatorio se evalud la cinética
folicular tanto en las hembras criollas como en las de raza Katahdin, y se determino
diferencias entre las dos lineas genéticas, para esto, se registr6 diariamente
mediante ultrasonografia transrectal, el crecimiento, maduracion y regresion
folicular en cada uno de los animales a lo que se les aplicé el tratamiento de
superovulacién, este proceso se realizd por las mafianas antes que los animales
salgan al pastoreo (Regueiro et al. 1999). Rangel y Hernandez (2018) mencionan
que, para realizar una ecografia transrectal en rumiantes menores, es necesario un
transductor lineal de 7.5 MHz junto con un adaptador que permita la manipulacién
del mismo desde la parte exterior. Es importante mencionar que este procedimiento
se debe realizar con mucho cuidado, evitando movimientos bruscos por parte del
animal, ya que se puede provocar dafio en la mucosa rectal y en ciertos casos puede
existir perforaciones. Se utilizd un ecografo portatil SIUI CTS-900V NEO con una
sonda lineal. Se realiz6 una adaptacién de la sonda mediante un tubo PVC y cinta
adhesiva, para mantener fijo el transductor al momento de la ecografia y poder

manipularla desde afuera.

16



Una vez cumplido el tiempo del tratamiento de superovulacion se determiné la
presentacion del celo, se procedio a dar monta de forma natural durante dos dias e,
inmediatamente después de la primera monta, se tomaron muestras de sangre para

evaluar niveles de estrogenos y también se realizaron citologias vaginales.

Citologia vaginal de células superficiales (%0)

Las citologias vaginales se utilizan para caracterizar estados del ciclo reproductivo
de la hembra, su principio se basa en la influencia de diversas hormonas sexuales
sobre las células epiteliales, estas hormonas promueven eventos como la
proliferacion, diferenciacion y muerte celular que se observan mediante citologia

vaginal exfoliativa (Ovando et al. 2013).

Durante la fase estral del ciclo reproductivo la hembra presenta receptividad hacia
el macho, el epitelio vaginal en esta etapa aumenta de manera significativa su
espesor, esto se debe al crecimiento de una capa sobresaliente de células
queratinizadas desde la superficie tisular. De manera histoldgica esta fase esta
determinada por un cien por ciento de células cornificadas. Del total de células
cornificadas, la mitad son células escamosas anucleadas, ocasionalmente se puede

observar también bacterias y glébulos rojos (Root 2012).

La citologia vaginal se realiz6 mediante la técnica descrita por Tirado (2018), para
esto se introduce un hisopo estéril al interior de la vagina, tomando muestras de
todos los lados de la pared vaginal, posteriormente, sobre un portaobjeto limpio,
se realiza un frotis. De manera inmediata se realiza la tincion de la placa, utilizando
la solucion tintorial Diff Quick. La técnica de tincion de Diff Quick es una técnica
simple y eficiente que se compone de 3 soluciones, la primera actia como fijador
y se la realiza con metanol, la segunda tifie de color rojo proteinas basicas y se la
realiza con un colorante anionico eosina (colorante acidofilico) , y la tercera tifie

el ADN celular de color azul y se la realiza con azul de metileno (colorante
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basofilo) o derivados de este (Mallma y Percy 2019). La tincion se realiza de la
siguiente manera, se debe sumergir tres veces contiguas el portaobjetos en un
recipiente con la solucién de fijacion. La placa debe permanecer sumergida 30
segundos, posteriormente se debe escurrir de manera vertical el portaobjetos sobre
una base de papel de filtro; se procede de la misma forma manera con las
soluciones 1 y 2, posteriormente, se lava la placa de manera indirecta con agua
corriente durante 10 segundos, se deja secar la placa y finalmente se observa en el

microscopio.

¢ Niveles de estrégenos en sangre (pg/mL)

Los niveles de estrégenos se evaluaron mediante exdmenes de laboratorio, para lo
cual se tomaron muestras de sangre de la vena yugular el dia de la monta y se
midieron los niveles circulantes de 17f estradiol. Burns et al. (2005) mencionan
que los niveles de estrégenos presentes en sangre son los encargados de determinar
las concentraciones séricas de estradiol, tales concentraciones se ven reflejadas en
el crecimiento del foliculo o foliculos en cada ola, estas tienen un aumento
significativo que ocurre alrededor del final del crecimiento folicular. Es necesario
mencionar que los exdmenes de laboratorio no se pudieron realizar en su totalidad
en el tiempo establecido, que era el dia de la monta de los animales, debido a la
suspension de servicios por la emergencia sanitaria. Por esta razon, se tuvo que
almacenar las muestras durante el tiempo que no hubo atencién. Se toma en cuenta
como un factor en el andlisis de los resultados relacionados a los niveles de

estrdgenos.

2.2.3. Ubicacién del experimento

El experimento se llevo a cabo en una propiedad en la comunidad Cruz de Mayo,
en el canton Mocha de la provincia de Tungurahua, con las coordenadas
geograficas 1°25'58.7"S 78°36'41.0"W (Google 2020), y a una altitud de 3 000

18



msnm. En el cantdn se presentan variaciones pronunciadas de clima puesto que su
altitud va desde los 2 500 hasta los 4 965 msnm (GAD Mocha 2020).

2.2.4. Andlisis estadistico

Para el desarrollo del experimento se utilizd dos grupos de animales (raza
Katahdin y Criolla) cuyos resultados se sometieron a un analisis estadistico
denominado T-student. La comparacion de medias se realiz6 mediante la
utilizacion de la prueba de significancia de TUKEY con una probabilidad de error
experimental del 0.05%. Los datos obtenidos fueron analizados mediante el
programa estadistico SPSS. V2017.

Ademas, se realizé un estudio de correlacion de Pearson entre variables como
citologia vaginal con niveles sanguineos de estrégenos y tamafio folicular con
niveles sanguineos de estrégenos. En la tabla 2 se explica el esquema del

experimento.

Tabla 2. Esquema del experimento.

Grupos experimentales

Grupo 1: Katahdin Grupo 2: Criolla
2 R1 R1
IS R2 R2
L
D R3 R3
)
@ R4 R4
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CAPITULO Il
RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Resultados

El nimero total de foliculos registrados al concluir con el programa de superovulacion
fue de 28 y 30 para las razas Criolla y Katahdin respectivamente. A pesar de no ser
una diferencia marcada entre las 2 razas se pudo observar una respuesta ovarica al
tratamiento superovulatorio y cierta superioridad en la raza Katahdin. A continuacion,
se detalla los resultados de las variables que se tomd en cuenta para el experimento
como son la dinamica folicular, los niveles de estrogenos, y las citologias vaginales.
También se realizaron pruebas correlacion entre variables (tamafio folicular con
niveles de estrogenos y porcentaje de células superficiales con los niveles de

estrégenos).

3.1.1. Tamafo folicular (cm/dia)

El tamafio folicular fue medido diariamente, las ovejas de raza Katahdin presentaron
un mayor crecimiento folicular durante el programa de superovulacion, de igual
manera el nimero total de foliculos fue mayor para esta raza. En la tabla 3 se detalla

el tamafio de cada foliculo producido por cada oveja.

Tabla 3. Tamario folicular (cm)

Tamafio folicular (cm)
Animales  F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7 F8
Ovejas Criollas
CO001 0.24 0.30 0.33 0.33 0.31 0.29 0.29
C002 0.45 0.44 0.40 0.39 0.40 0.32 0.27
C003 0.35 0.31 0.31 0.28 0.36 0.34 0.34
Co004 0.47 0.47 0.40 0.48 0.49 0.41 0.41
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Ovejas Katahdin
K908 058 039 0.27 0.3 0.45 0.4 0.36 0.32
K932 0.48 0.50 0.57 0.35 0.51 0.47 0.48
K936 0.59 0.59 0.60 0.50 0.63 0.43 0.43
K937 0.53 0.51 0.47 0.44 0.62 0.58 0.58 0.53

El tamafio folicular corresponde al dia 13 del tratamiento superovulatorio que fue
cuando los animales presentaron el celo y recibieron monta natural.

3.1.2. Dinamica folicular (ondas de crecimiento)

La dinamica folicular se registr6 midiendo el tamafio folicular diario, mediante
ultrasonografia rectal, durante el tiempo que se aplicod el tratamiento de

superovulacion.

De manera general en ambas razas se obtuvo la misma dindmica representada por dos
ondas de crecimiento, en las que se produjo un recambio o generacion de una nueva
onda folicular, este fendbmeno esté relacionado con la presencia o ausencia de foliculos
de gran tamafo. El foliculo o foliculos presentes en el ovario sufren un proceso de
atresia inducido por el dispositivo de progesterona, después de extraerlo, se genera una
nueva onda de crecimiento folicular. Gracias a la aplicacion de la hormona foliculo
estimulante este proceso final se ve potenciado permitiendo el crecimiento de varios

foliculos dominantes.

En los gréaficos 1y 2 se muestra la dinamica folicular promedio de las razas Criolla y
Katahdin respectivamente. En los anexos se muestra el gréfico de la dindmica folicular
de cada foliculo de todos los animales de ambas razas. Las letras C y K en los graficos
representan a las razas Criolla y Katahdin, los nimeros junto a las letras representan a
cada animal de cada grupo racial. Todos los animales estan determinados por un color

diferente.
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Gréfico 1. Dindmica folicular promedio raza Criolla.

Dinamica folicular promedio raza Criolla
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La dinamica folicular se representa en los 14 dias que duré la aplicacion del
tratamiento de superovulacion, cada color indica la dinamica de cada animal
de la raza Criolla.

Gréfico 2. Dindmica folicular promedio raza Katahdin
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La dinamica folicular se representa en los 14 dias que durd la aplicacién del
tratamiento de superovulacion, cada color indica la dindmica de cada animal
de la raza Katahdin.
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3.1.3. Comparacion del tamafio folicular (cm), niveles de estrégenos (pg/mL) y
células superficiales (%) entre las razas Criolla y Katahdin

En la tabla 4 se detallan los datos estadisticos en la comparacion entre razas. La Unica
variable que mostro diferencias estadisticamente significativas (p= 0.000) fue el
tamarnio folicular, esto indicé que el crecimiento folicular en la raza Katahdin fue mayor
durante el experimento, sin embargo, las demas variables no presentaron diferencias
significativas, a pesar de esto se registraron valores altos tanto en el porcentaje de
células superficiales como en los niveles de estrogenos.

Tabla 4. Prueba t - Student de tamafio folicular (cm), niveles de estrégenos (pg/mL) y

células superficiales (%) de diferentes razas de ovejas sometidas a un programa de
superovulacion

Raza Ovina
Variables Criolla Katahdin p-valor E.E
Tamario folicular (cm) 0. 367 0.48° 0.000 0.02
Niveles de E2 (pg/mL) 119.44*  145.82*  0.262 21.31
Células superficiales (%) 80.32 79.05* 0.806 4.86

ab - | etras distintas en las filas muestran significancia estadistica. P<0,05

3.1.4. Correlacion entre variables estudiadas

El valor de correlacion entre las variables tamafio folicular y niveles de estrogenos fue
de 0.353, lo que indica una correlacién baja. Por otro lado, el valor de correlacién entre
células superficiales y niveles de estrgenos es de 0.778, lo que indica una correlacion
alta.

Tabla 5. Correlacion entre tamafio folicular (cm), células superficiales (%) y niveles
de estrégenos (pg/mL) de diferentes razas de ovejas sometidas a un programa de
superovulacion

Nivel de estrogenos sanguineo

VARIABLES R p-valor
Tamaiio folicular (cm) 0.353 0.391
Células superficiales (%) 0.778 0.023
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Grafico 3. Correlacion entre variables estudiadas

0,60

0,55 y =0,001x + 0,2858
R?*=0,1278
0,50
]

0,45 ®

0,40
[ X J

0,35

Tamaiio folicular (cm)

0,30 ®

0,25
60 80 100 120 140 160 180 200 220

Niveles de estrégenos (pg/mL)

B

100,00

95,00 y =0,1595x + 58,518
20,00 R? = 0,6057

85,00
80,00
75,00 ° e
70,00

Células superficiales (%)

65,00

60,00
60 80 100 120 140 160 180 200 220

Niveles de estrégenos (pg/mL)

(A) Correlacién entre tamafio folicular y niveles de E2 en color naranja, se observa
una mayor dispersion por la correlacion de nivel bajo. (B) Correlacion entre células
superficiales y niveles de estrogenos en color azul con una menor dispersion por la
correlacion de nivel alto.
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3.1.5. Control semanal de peso (kg)

Antes de iniciar con el programa de superovulacion las ovejas pasaron por un tiempo

de adaptacion para obtener la homogeneidad de pesos en ambas razas. En la tabla 6 se

detallan los pesos semanales de los animales.

Tabla 6. Peso vivo (kg) de los animales antes del protocolo de superovulacion.

Peso vivo semanal (kg)
Animales S1 S2 S3 S4
Ovejas Criollas
C001 22.6 26.2 27.7 29.9
C002 28.4 28.2 28.3 28.5
C003 28.5 30.4 33.0 334
C004 26.6 28.1 29.9 30.8
Ovejas Katahdin
K908 34.8 35.2 35.3 35.6
K932 28.6 29.8 31.04 34.6
K936 27.02 27.1 28.87 30.1
K937 35.7 37.2 37.4 37.6

El peso fue tomado semanalmente antes de iniciar con el protocolo de superovulacion
para evitar estrés en los animales.

3.1.6. Anadlisis de costos del protocolo de superovulacion.

En la tabla 7 se observa el analisis de costos del programa de superovulacion aplicado

en el experimento a razon de determinar el costo por unidad ovina superovulada,

estableciéndose como referente para futuras investigaciones.
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Los insumos corresponden a los materiales utilizados para aplicar los medicamentos a
los animales, la materia prima consta de todos los farmacos utilizados para poder
provocar la superovulacion en las ovejas, los gastos de movilidad implican un periodo
de 15 dias, correspondientes al tiempo de duracion de un protocolo de superovulacion,
los gastos de personal estan basados en datos del salario minimo para un profesional
veterinario segun el Ministerio del Trabajo Ecuador (2020), (15 dias), los gastos
variables representan el 10% de los gastos totales. Hay que tomar en cuenta que no se
Ilevd un control exacto del consumo de alimento, ya que los animales permanecieron

en pastoreo, por lo tanto, no se tomaron en cuenta estos valores.

El anélisis de costos se realizé en base a la aplicacién de un protocolo de ovulacién
maltiple en una unidad ovina, cuyo costo final fue de 350 USD. Este valor se fracciona
en: insumos (1.43%), materias primas (29.14%), movilidad (21.43%), gastos de
personal (11.64 %), gastos variables (6.36%), costos fijos (11.43%) y beneficio neto
total (18.57 %).

Tabla 7. Andlisis de costos del programa de superovulacion aplicado en el
experimento

CONCEPTO PRODUCTO TOTAL
Programa d(.é, U 1 1
superovulacion
Costo por programa \% $ 350.00 $350.00
Precio de venta unitario P=V/U | $ 350.00 |

Costos variables

Insumos $5.00 $5.00
Materias primas $102.00 $ 102.00
Movilidad $ 75.00 $ 75.00
Gastos de personal (SM$434.47/15 dias) $40.73 $40.73
Otros gastos variables $22.27 $22.27
Total Costos Variables | cV | $245.00 | $245.00
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Costo variable unitario CVU=CV/U | $ 245.00 |

l';/'arge” de beneficio M=V-CV $105.00 $105.00
ruto

Margen de beneficio MU=M/U $105.00

unitario

Costos fijos CF $40.00

Beneficio neto total B=M-CF $65.00

3.2. Discusion

3.2.1. Tamafio Folicular (cm/dia)

Para todos los animales tanto de la raza Criolla como de la Katahdin se inici6 con el
tratamiento de superovulacion a partir de la presencia de foliculos pequefios de entre
2 y 3 mm y la ausencia de foliculos grandes (> 4 mm). Esto se tomo en cuenta ya que
varias investigaciones reportan mejores resultados bajo estos parametros. Como
indican Martinez etal. (2017)y Veigaetal. (2005), la cantidad de foliculos pequefios

es un factor importante que determinaré la eficacia del tratamiento hormonal con FSH.

Para ambas razas el crecimiento fue similar en cuanto a la dinamica, primero hubo una
atresia folicular y después un crecimiento notorio a partir de la aplicacion de FSH,
como mencionan Gonzalez et al. (2002) cuando se utiliza FSH en protocolos de
ovulacion mudltiple, administrando el medicamento cada 12 horas en dosis
decrecientes, la cantidad de foliculos en el ovario de las ovejas se ve afectada en un
tiempo de 12 a 24 horas desde el inicio la aplicacion. A partir de esto y hasta las 48
horas, se produce un marcado crecimiento de foliculos con didmetros que van desde
los 2 mm hasta alcanzar los 5 mm. Sin embargo, los animales de la raza Katahdin
presentaron un mayor crecimiento folicular con la aplicacion del tratamiento de
superovulacion alcanzando foliculos de 6 mm de diametro, en comparacion a los
animales de laraza Criolla, que alcanzaron un tamafio maximo de 4.9 mm de diametro.

De la misma manera, la cantidad total de foliculos contabilizados al final del
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tratamiento de superovulacion fue de 28 para la raza Criolla'y 30 para la raza Katahdin,
aungue son diferencias no muy marcadas, indican cierta superioridad por parte de la
raza Katahdin en la respuesta al tratamiento de ovulacion multiple. Cabe recalcar que
no se ha tomado en cuenta el nimero total de embriones ni la viabilidad de los mismos,

solo el nimero de foliculos.

3.2.2. Dinamica Folicular (ondas de crecimiento)

La dinamica folicular se caracterizé al inicio por un fendmeno de una atresia folicular
a partir de foliculos de 2 0 3 mm de diametro medidos antes de iniciar con la aplicacién
del dispositivo de progesterona. La progesterona tiene un efecto de retroalimentacion
negativa en la liberacion de GnRH y gonadotropinas, esto provoca una inhibicion del
desarrollo de los foliculos y por ende impide la ovulacion, por esta razon durante la
fase latea de un ciclo reproductivo y también durante la gestacién no se producen
ovulaciones (Rangel y Hernandez 2018). El dispositivo de progesterona favorecio el
proceso de atresia folicular al actuar de manera similar a la presencia de un cuerpo

IGteo.

Esta disminucidn del tamafio folicular se evidencio hasta la primera aplicacion de FSH,
a partir de esto varios foliculos en ambos ovarios de todas las ovejas bajo tratamiento,
empezaron a aumentar su tamafio de forma considerable, esto coincide con lo indicado
por Gonzélez et al. (2002), mencionan que, el tamafio de los foliculos de ovejas
sometidas a programas de ovulacion multiple basados en la aplicacion de FSH
exogena, aumentan gradualmente de tamafio (desde los 2 a los 5 mm o mas) a partir

de las 12 0 24 horas de la primera aplicacion de FSH.

De manera general, sin tomar en cuenta los tamafios, ambos grupos raciales
presentaron una dindmica folicular basada en la atresia folicular inicial con la
aplicacion del dispositivo de progesterona, seguido de un crecimiento marcado con la

aplicacion en dosis decrecientes de FSH exdgena, de la misma manera ambos grupos
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raciales mostraron sintomas de celo en el dia 13 del tratamiento, sin embargo, este

acontecimiento fue mas marcado y duradero en la raza Katahdin.

3.2.3. Comparacion de variables entre las razas Criolla y Katahdin

Se compararon estadisticamente variables como tamafio folicular, niveles de
estrogenos y celulas superficiales entre ovejas de las razas Criolla y Katahdin

sometidas a un tratamiento de ovulacion maultiple.

Para el tamafio folicular se obtuvieron diferencias estadisticamente significativas entre
ambas razas, las ovejas de la raza Katahdin presentaron foliculos de mayor tamafio
luego de la aplicacion del tratamiento de ovulacion mdltiple, de igual manera el
numero de foliculos para las ovejas de esta raza fue mayor. Rebolledo et al. (2017)
sefialan al factor genético como un indicador importante en la variabilidad ovulatoria,
de manera general las razas prolificas, tienen una mejor respuesta cuando se les aplica
tratamientos superovulatorios. La raza Katahdin segin Sanchez (2012), es una raza
con niveles altos de fertilidad, prolificidad, con una habilidad materna destacada, y
precoz, las ovejas a los 6 meses de edad son ya capaces de aparearse, presentan
porcentajes de partos de una sola cria de un 45%, también se registran partos multiples,
con 45.2% para partos dos crias y 12.5 % para partos de tres crias. Por otro lado
Cajilema (2017) menciona que las ovejas de raza Criolla de Ecuador, son animales
ddciles, activos, que se adaptan facilmente a un entorno, con una gran habilidad

materna y prolificas.

Como podemos darnos cuenta en ambos grupos raciales se ha determinado a la
prolificidad como una caracteristica racial propia, sin embargo, Monteros (2009)
menciona que a pesar de que la raza Criolla ecuatoriana se considere una raza prolifica,
generalmente, los partos se limitan a una cria por prefiez. Esto se puede considerar
como un factor en la superioridad que mostré la raza Katahdin en cuanto al crecimiento

folicular mostrado en el experimento.
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Para las otras dos variables, niveles de estrogenos y porcentaje de células superficiales
el estudio estadistico determind que no existe una diferencia significativa
estadisticamente hablando, sin embargo, el promedio de los niveles de estrégenos es
superior en el caso de la raza Katahdin (145.82 pg/mL), en comparacion al promedio
de la raza Criolla (119.44 pg/mL). Es necesario tomar en cuenta las complicaciones

que se dieron el realizar los examenes de laboratorio debido a la emergencia sanitaria.

A pesar de no haber diferencias estadisticamente significativas en los niveles de
estrégenos entre ambas razas, estos niveles fueron notoriamente elevados para cada
uno de los animales sometidos al tratamiento de ovulacion maultiple. En la oveja, el
desarrollo de los foliculos antrales ovéricos se produce en un patrén ondulado. De uno
a tres foliculos emergen o crecen mas a partir de un conjunto de foliculos pequefios
(de 1 a 3 mm de diametro) que alcanzan los 5 mm de diametro antes de la regresion
(onda anovulatoria) u ovulacién (onda ovulatoria). El intervalo medio entre ondas es
de 3 a5 dias, con tres o cuatro ondas foliculares en el intervalo Inter ovulatorio de las
ovejas ciclicas. El desarrollo de cada onda folicular se asocia con un aumento
transitorio de las concentraciones séricas de hormona estimulante del foliculo (FSH),
que dura de 3 a 4 dias, y el pico de FSH real se produce dentro de las 24 h de la
aparicion de la onda. Las concentraciones séricas de estradiol también aumentan al
mismo tiempo que el crecimiento del foliculo (s) en cada onda, con un pico en las
concentraciones séricas de estradiol que ocurren alrededor del final de la fase de
crecimiento del foliculo mas grande de la onda (Toosi et al. 2010). EIl estro se
identifica por un incremento en la concentracion periférica de E2 (estrgenos), esto se
produce en la etapa final de la fase folicular del ciclo estral, el E2 tiene su accién en
los foliculos ovéricos, beneficia el desarrollo de las células de la granulosa, y también,
provoca cambios en el tracto genital que favorecen el transporte espermatico, la

fecundacion y la implantacién embrionaria (Franco y Uribe Velasquez 2012).

Valores reportados por (Franco y Uribe Velasquez 2012) para niveles de estrogenos
durante la fase folicular para ovejas ciclicas de manera natural, a partir de un foliculo

dominante son de hasta 16 pg/mL. Cabe recalcar que por cada oveja aplicada un
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tratamiento de superovulacion, el nimero de foliculos de gran tamafio al final del

tratamiento fue de 7 u 8.

Ovando et al. (2013), mencionan que en la etapa del estro en ovinos, se produce una
secrecion mucosa que hace que la impregnacion celular en la superficie de un
portaobjetos se obstaculice, esto puede disminuir la cantidad de células de una muestra
que se pretende observar en el microscopio. Mencionado esto, se determind un
porcentaje de células superficiales elevado para todos los animales, el promedio fue
de 80.30 y 79.05 % para las razas Criolla y Katahdin respectivamente, las
caracteristicas celulares obtenidas corresponden con lo que a afirma Fernandez (2016)
acerca de las células pertenecientes a la fase del estro dentro del ciclo estral, menciona
la presencia de agrupaciones de células queratinizadas cuyo citoplasma se caracteriza
por presentar margenes con angulos bien observables y romos, y un nucleo con tamafio
reducido. Los valores obtenidos de este tipo de células concuerda con lo descrito por
Root (2012) en cuanto a porcentajes de células superficiales caracteristicas de la etapa
del estro.

3.2.4. Correlacion entre variables estudiadas

Las variables seleccionadas para realizar el estudio de correlacion son el tamafio

folicular y células superficiales, estas fueron analizadas con los niveles de estrogenos.

El valor de correlacion fue de 0.353 para el tamafio folicular, segin Rowntree (2017),
este valor corresponde a una correlacion positiva pero de nivel bajo. Esto no coincide
con lo mencionado por Tirado (2018), indica que, los niveles de estradiol sanguineo
son producidos por el foliculo dominante en el ciclo estral y la cantidad de estradiol
aumenta a medida que se acerca el dia de la ovulacion. En el presente estudio se
registraron niveles bastante altos de estrogenos tomados el dia en que se dio la monta
de los animales, que seria el dia de la ovulacion, sin embargo, el estudio estadistico de

correlacion indica que la relacion entre los niveles de estrégenos y el tamafio folicular
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es escasa. Desde un punto de vista fisioldgico, el resultado obtenido en el estudio no
coincide con lo mencionado anteriormente, sin embargo, existe una explicacion
estadistica para esta variable. Morales (2011) menciona que, al realizar estudios de
correlacion, no se puede interpretar como una relacion de causa y efecto, y mas cuando
el nimero de muestras es bajo, en este caso el nUmero de muestras fue 8, también
menciona que cuando en un estudio de correlacién, unos pocos sujetos presentan
valores demasiado elevados en comparacion a la media en 1 o en las 2 variables, la
informacidn sobre el grado de relacion se puede desvirtuar. EI promedio de los valores
de niveles de estrogenos fue de 132.63 pg/mL, sin embargo, una oveja arrojo un
resultado de 207.4 pg/mL, y esta coincide con el grupo de animales en los que existio

problemas para realizacion de los examenes de laboratorio por la emergencia sanitaria.

La correlacion entre el porcentaje de células superficiales y los niveles de estrogenos
fue positiva y de nivel alto con un valor de 0.778. Ovando et al. (2013) mencionan
que en ovejas se observa una mayor cantidad de células superficiales durante la etapa
del estro. Buchanan et al. (1998) citado por Ovando et al. (2013) indica que este
fendomeno de celularidad se da por la accién que ejerce el estradiol sobre el epitelio
vaginal, provocando una cornificacion, estratificacion y proliferacion epitelial. Esto
coincide con lo registrado en la investigacion, ademas estas pruebas fueron realizadas
el dia en que se presento el celo y se dio la monta de los animales, que seria la etapa

del estro dentro del protocolo de ovulacion multiple.

3.3. Verificacion de hipétesis

Después del andlisis realizado en la dindmica folicular bajo protocolos de
superovulacién en ovejas Katahdin y Criolla de Ecuador, se determind una diferencia
significativa en el crecimiento folicular, siendo superior en la raza Katahdin,
confirmando la hipotesis (Hi) que la cinética folicular bajo protocolos de

superovulacion difiere entre las razas Katahdin y Criolla.
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CAPITULO IV

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

4.1.CONCLUSIONES

La cinética folicular bajo la influencia de un protocolo de ovulacion mdltiple,
fue similar en cuanto al comportamiento dindmico de crecimiento y regresion
folicular para ambas razas, esta dinamica se caracterizo por la presencia dos
ondas de crecimiento, en las que se produce un recambio folicular o generacion
de una nueva onda, el foliculo o foliculos presentes en el ovario antes de iniciar
el tratamiento, asi como su tamafio, influyen en el resultado final del
tratamiento superovulatorio, estos foliculos sufren un proceso de atresia
inducido por el dispositivo de progesterona, después de extraerlo, se genera
una nueva onda de crecimiento folicular que se ve potenciada por la aplicacion
de FSH exdgena, durante esta Gltima fase de crecimiento, los foliculos alcanzan
el tamafio apropiado para que se produzca la ovulacion. En cuanto al tamafio
folicular, fue significativamente diferente entre las dos razas, todos los
animales de la raza Katahdin respondieron mejor al tratamiento de
superovulaciéon al registrar foliculos preovulatorios de mayor tamafio en
comparacion a todos los animales de la raza Criolla, de la misma manera el
namero de foliculos totales fue mayor para la raza Katahdin, ademas, el celo

fue méas manifiesto y duradero para los animales de esta raza.

El protocolo utilizado durante la aplicacion del programa de superovulacion
permitié por un lado la atresia folicular, determinada por la accién del
dispositivo de progesterona, este actué de manera similar a un cuerpo liteo
enddgeno que es el encargado de secretar progesterona de manera natural, y,
por otro lado, la utilizacion de hormonas gonadotropicas exogenas,
especificamente FSH, permitié el crecimiento potenciado de varios foliculos

en ambos ovarios de un solo animal.
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La cinética folicular se analizd con el registro diario de ecografias ovaricas
mediante el método transrectal, esto se hizo con la ayuda de un ecografo con
una sonda lineal de 7.5 MHz adaptada para que se mantenga fija y poder
manipularla desde el exterior, los foliculos presentes en el ovario fueron
medidos todos los dias durante el tratamiento hasta el dltimo dia de monta de

los animales.

El analisis de costos determind los recursos necesarios para la aplicacion de un
programa de ovulacién multiple para transferencia de embriones en ovejas de
raza Katahdin y Criolla de Ecuador, obteniendo un porcentaje de ganancia neta
de 18.57 % por cada hembra superovulada. Sin embargo; se debe tomar en
cuenta que el objetivo final de un programa MOET, es la obtencion de
embriones viables, que puedan continuar la gestacion en hembras receptoras.
Por esta razon, este analisis se debe estructurar de manera complementaria con
el analisis de costos del procedimiento de obtencion y transferencia de

embriones viables de cada oveja superovulada.

4.2. RECOMENDACIONES

Realizar un estudio complementario que evalle la calidad, cantidad y
viabilidad de los embriones obtenidos en esta investigacion, logrando asi,
informacién mas ampliada a cerca de la eficacia de la utilizacion de estas razas

ovinas en programas de ovulacion multiple y transferencia de embriones.

Debido a la docilidad y habilidad materna de la raza Criolla, se recomienda
utilizar animales de esta raza como receptoras en programas de ovulacién
mdaltiple y transferencia de embriones, con esto, se conserva la genética local
y al mismo tiempo se obtienen crias de mayor valor genético para un sistema

de produccion.
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ANEXOS

Grafico 4. Dinamica folicular de la oveja Criolla 001.

Dinamica folicular oveja Criolla 001

0,6
0,55
0,5
0,45
0,4
0,35
0,3 z
0,25
0,2
0,15
0,1
0,05

Tamafio folicular (cm)

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

Dias del protocolo superovulatorio

—e—F10l —@—F20| —@—F30I F40l —@—F10D —@—F20D —@—F30D

Grafico 5. Dinamica folicular de la oveja Criolla 002.
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Gréfico 6. Dindmica folicular de la oveja Criolla 003.
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Grafico 7. Dinamica folicular de la oveja Criolla 004
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Grafico 8. Dinamica folicular de la oveja Katahdin 908.
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Gréfico 9. Dindmica folicular de la oveja Katahdin 932.
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Grafico 10. Dindmica folicular de la oveja Katahdin 936.
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Gréfico 11. Dinamica folicular de la oveja Katahdin 937.
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Descripcion Fotografia

Chequeo ginecoldgico a la
Ilegada de los animales, se
observa la adaptacion del
transductor para
manipularlos desde el

exterior
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Aplicacion del dispositivo de
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Ecografia ovarica para
determinar el tamafio

folicular

Reproduct ive
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Examenes de niveles de E>
cuyas muestras fueron
tomada el primer dia de la

monta de los animales
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EXAMEN SOLICITADO POR:
PACIENTE:  Oveja EDAD:
FECHA: Quero, 18 de Marzo de 2020

DETERMINACIONES HORMONALES

EXAMEN:
ESTRADIOL 120.71 pg/mi

METODO UTILIZADO: QUIMIOLUMINISCENCIA
VALORES REFERENCIALES
FASE FOLICULAR 12.4 - 233 pg/ml
FASE LUTINICA 22.3-341 pg/mi
FASE OVULATORIA 41.0 - 398 pg/ml
POSTMENOPAUSIA <5.00 - 138 pg/ml
GESTACION:
PRIMER TRIMESTRE 154 - 3243 pg/ml
SEGGUNDO TRIMESTRE 1561 — 21280 pg/ml
TERCER TRIMESTRE 8525 - >30000 pg/m!

Citologias vaginales cuyas
muestras fueron tomadas el
primer dia de la monta de los
animales, se observan
agrupaciones de células
pertenecientes al estado del

estro.

Ovario con mdltiples cuerpos
lteos, indicativo de

ovulacion multiple
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Préctica de la técnica
quirdrgica para el lavado y

recuperacion de embriones

Técnica quirdrgica para el
lavado y recuperacion de

embriones

Observacion de embriones

en el estereoscopio

47



