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RESUMEN

El presente estudio es de los primeros en cabras en llevar acabo PEIV en
México. El objetivo del presente estudio fue evaluar el efecto de larazay la eCG
sobre la respuesta ovarica y produccion de embriones in vitro durante la estacion
reproductiva en cabras juveniles. Se utilizaron un total de 29 cabras, se dividieron
en 3 tratamientos, a las cuales se les aplicaron diferentes dosis de eCG (T1: 500
Ul, T2: 100 Ul y T3 o testigo 0 Ul). Se realiz6 ultrasonografia transrectal previo a
la aplicacion de la hormona, y 24 h posterior a la aplicacion, para determinar
efecto de la hormona, y se realiz6 aspiracion folicular 24 h post aplicacién de la
hormona, mediante laparotomia, para posteriormente llevar a cabo el proceso in
vitro. Las cabras de la raza Alpina presentaron mayor cantidad y tamano de
foliculos (P= 0.003) que las de otras razas. El efecto de la dosis de eCG, 24
horas post aplicacién, fue significativo sobre la cantidad de foliculos en las
hembras del T1 (P=0.02) y T2 (P<0.05), asi mismo en cuanto al tamafo de los
foliculos (P<0.001) para las cabras del T2, en comparacion al testigo. La calidad
de los ovocitos fue deficiente, encontrandose la mayor cantidad de desnudos
(P=0.003) en las cabras Saanen, asi mismo se encontr6 diferencia (P=0.02) en
ovocitos Grado lll, enlos T1 y T2. La produccién de embriones in vitro fue mejor
para la raza Alpina (P=0.003). Los T1 y T2 tuvieron mejor produccién de
embriones 7 dias post FIV total (P=0.004) y el T2, obtuvo diferencia significativa
(P=0.03) en cuanto a la obtencién de estadios de mérulas, sin embargo la calidad
de los embriones fue 3 o pobre segun la clasificacion descrita por la IETS,
concluyendo que la cantidad y tamario de foliculos se vio afectada por la
aplicacion de eCG y la raza, asimismo, sobre la calidad de los ovocitos y

produccién total de embriones, mas no sobre la cantidad
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1. INTRODUCCION

Para mejorar la ganancia genética en cabras y superar la restriccion reproductiva
gue se presenta en algunas regiones y razas, se ha fomentado la adaptacion de
técnicas de reproduccién asistida (TRA). Estas tecnologias implican el control
del estro y la ovulacién, inseminacion artificial (IA), la ovulacion multiple y
transferencia de embriones (MOET), la produccion de embriones in vitro (PEIV),

y la criopreservaciéon de gametos y embriones (Paramio e lzquierdo 2014).

La produccién in vitro optimiza la generacion de embriones y se traduce en un
menor tiempo desde la implementacion hasta el nacimiento de las crias en
comparaciéon con la inseminacién artificial y la transferencia de embriones
tradicional (Padilha et al. 2014). Esta técnica tiene algunas ventajas como la
fiabilidad (Cognié et al. 2003), la reproducibilidad (Stangl et al. 1999), la
posibilidad de recolectar ovocitos de hembras hormonalmente estimuladas o no
(Morton et al. 2005a), juveniles (Baldassarre y Karatzas, 2004) seniles
(Baldassarre et al. 2007), hembras no fértiles, prepuberes, gestantes, lactantes
e incluso casos postmortem (Paramio e lzquierdo, 2016). Durante la produccién
in vitro, los ovocitos en estadio de vesicula germinal obtenidos de terneras y
corderas prepuberes progresan a través de la meiosis a metafase Il (MIl) en
tasas similares a los ovocitos de animales adultos (O’'Brien et al. 1996). Ademas,
después de la fecundacién, estos ovocitos son capaces de dirigir eventos en la
embriogénesis temprana (O’Brien et al. 1996). Por lo tanto se ha planteado la
posibilidad de utilizar hembras pre puberes y juveniles como donantes de

embriones en programas de mejoramiento acelerado, con el objetivo de reducir



el intervalo generacional (Ptak et al. 1999), esto a través de la estimulacién
hormonal para aumentar el numero de foliculos ovaricos y ovocitos (Morton et
al. 2005b), para obtener ovocitos que se desarrollen en forma sincronica
(Armstrong et al., 1997) y con esto se incremente el desarrollo de ovocitos in vitro

(Morton et al. 2005b).

Las gonadotropinas que se han utilizado para superovular cabras adultas son la
hormona estimulante del foliculo porcino u ovino (FSH) (Lehloenya, 2013), la
gonadotropina coridnica equina (eCG) (Goel y Agrawal 2005), y/o un régimen
denominado “one-shot” (FSH+ eCG) (Baldassarreet al. 2002). La eCG tiene
algunas ventajas como lo es una administracion Unica y bajo costo (Pendleton et
al., 1992); siendo su efecto principal incrementar la cantidad de foliculos
reclutados, ademas de aumentar el diametro y desarrollo de los foliculos grandes

durante una onda de crecimiento folicular (Uribe-Veldsquez et al., 2008).

Asimismo, la eCG se ha utilizado en casi todos los programas de sincronizacién
del estro en cabras, siendo las dosis que varian en funcion a la respuesta que
se quiere tener en cuanto al crecimiento folicular. La utilizacion de eCG en
cabras, abre la posibilidad de recolectar y madurar ovocitos y poder acelerar el
progreso genético en esta especie, siendo importante desarrollar la técnica para
su implementacion en las poblaciones caprinas de pie de cria de las diferentes

razas que se explotan en diferentes latitudes.

Por lo anterior el objetivo del presente estudio fue evaluar el efecto de la raza y
de la gonadotropina coriénica equina (eCG) sobre la respuesta ovarica y la
produccidén de embriones in vitro dentro de la estacion reproductiva en cabras

juveniles.



1.1. Objetivos

1.1.1. Evaluar el efecto de la raza y la eCG (0, 500 y 1000 Ul) sobre el
nuamero y tamano de foliculos antes y después de la aplicacién de la

hormona.

1.1.2. Evaluar el efecto de larazay la eCG (0, 500 y 1000 Ul) sobre la tasa

de recuperacion y calidad de los ovocitos.

1.1.3. Evaluar el efecto de la raza y la eCG (0, 500 y 1000 Ul) sobre el

porcentaje y calidad de los embriones producidos in vitro.

1.2. Hipétesis

La aplicacion de eCG dentro de la estacidon reproductiva, provoca diferencias en
la respuesta ovarica y ovocitos recolectados, asi como de embriones producidos

in vitro en cabras jovenes.



2. REVISION DE LITERATURA

2.1. Situacion de la caprinocultura Mundial.

Las cabras estuvieron entre los primeros animales de granja que se
domesticaron (MacHugh y Bradley, 2001). Segun lo indicado por la evidencia
arqueoldgica, se han asociado con el hombre en una relacidén simbidtica de hasta

10,000 anos (Ensminger y Parker, 1986).

Las cabras se diseminaron por todo el mundo debido a su gran adaptabilidad a
las diversas condiciones ambientales y a los diferentes regimenes nutricionales
bajo los cuales fueron desarrolladas y posteriormente mantenidas. Probaron ser
utiles al hombre a lo largo de sus diferentes etapas debido a su productividad,
tamano pequefo y que no competian con él para el alimento (Mahmoud, 2010).
La mayor parte de la poblacién caprina del mundo se encuentra en paises en
vias de desarrollo, y la produccion se realiza principalmente en areas marginales
y bajo condiciones ambientales adversas, con practicas de manejo que no han
cambiado al paso de las generaciones (Peacock y Sherman, 2010). Las cabras
se emplean para varios propdsitos como lo es la leche, carne, fibra, piel, incluso
trabajo (Debouf et al., 2004). La capacidad de adaptacion de las cabras a
diferentes ambientes (Avilés, 2002) puede explicar el reciente avance de las
cabras en nuevas areas, por lo que en la actualidad el desarrollo de la crianza
caprina es relativamente mas intenso en las condiciones extremas de sistemas
extensivos de ganaderia (Morand-Fehr et al., 2003), esto debido a mecanismos

de adaptacién, como la capacidad de caminar largas distancias, el



comportamiento para seleccionar las plantas o fracciones vegetales mas
nutritivas, la digestion eficiente de las fracciones menos nutritivas ricas en fibras
debido a un intenso ciclo de la urea, etc. Para los productores de cabras, esta
especie exige poco en cuanto a los alimentos porque ellas consumen arbustos,

y una amplia gama de vegetacion que el ganado y las ovejas no aceptan.

Ademads, que para la crianza de las cabras generalmente se requiere menos
inversidbn en comparacién con el ganado vacuno u ovino (Morand-Fehr et al.,
2004). En la actualidad existen mas de 500 razas de cabras reconocidas en todo
el mundo, de las cuales mas del 90% son consideradas razas locales (FAO,
2007). Sin embargo, la clasificacidén de la raza en todo el mundo, particularmente
en el caso de las cabras, es aproximada, ya que muchos paises no tienen la
tradicion de clasificar a los animales por raza, sino por su distribucién geografica,
mientras que otros nombres, como criollo, se utiliza como designacion extranjera
(Lanari et al., 2003). Cerca de un tercio tiene un estatus desconocido, mientras
que tres razas (Saanen, Anglo-Nubia y Boer) se encuentran en mas de 50 paises

(FAO, 2007).

2.1.1. Poblacién mundial del ganado caprino

El nimero de cabras en el mundo es de 1002, 810, 368, millones (FAOSTAT,
2017). El mayor niumero se encuentra en el continente Asiatico, con: 580, 703,
222 millones, seguido por el continente Africano con: 374, 380,445 millones, el
continente Americano con 35, 640,927, Europa con: 16, 534,309 y el menor

numero de cabras se encuentra en Oceania con solo 3, 992,930 millones,



presentando Asia un 58.9 % de la produccién total del mundo, y China presenta

la mayor poblacién, esto en cuanto a poblacién por pais.

2.1.2. Produccion de leche

En cuanto a la produccién de leche, podemos mencionar que en al afio 2016 se
obtuvieron un total de 15, 262 116 toneladas de leche, en el mundo (FAOSTAT,
2017). El continente con la mayor produccion es Asia, donde se produjeron un
total de 8, 043, 749 toneladas de leche, seguido de Africa, Europa, el continente
Americano se encuentra en la 4% posicion con una produccion de 751, 823
toneladas de leche y en ultima posicidén se encuentra Oceania. En cuanto a los
paises que producen leche, se puede mencionar que India presenta una

produccién de mas de 3 millones de toneladas.

2.1.3. Produccion de Carne

La FAO estima que el consumo mundial de carne de cabra representa alrededor
del 5% del consumo total de carnes rojas, lo que significa mas de 5.2 millones
de toneladas anuales (FAO, 2009). Haciendo mencién que Asia presenta la
mayor produccion con un 73.2 % del total. Dentro de los 10 paises con mayor
produccién de carne de caprino se encuentra China con una produccién de 4,

113, 646 toneladas en el afio 2016 (FAOSTAT, 2017).



2.1.4. Situacion de la caprinocultura nacional

En México, la produccion caprina se desarrolla en unas 350,000 unidades de
produccién, con una poblacién cercana a 8, 755, 443 millones de cabezas
(FAOSTAT, 2017) que se distribuyen fundamentalmente en cuatro zonas: Arida
y Semiarida 39.7%, Centro Bajio 21.4%, Region Mixteca 26.4% y Zona Tropical
12.4% (SAGARPA, 2010). La produccion de carne de caprino en canal para el
ano 2017, fue de 39, 659 toneladas (SIAP, 2017), y para lo que va del afo 2018,
cifras de Enero mencionan que va una produccion total de 3, 153 toneladas de

carne de caprino (SIAP, 2018).

En cuanto a la produccién por estados, podemos mencionar que en el estado de
Zacatecas, se producen 1, 986 toneladas. Hablando de la produccion de leche
de cabra para el afno 2017 se obtuvo un total de 162, 322 toneladas (SIAP,
2017), y para lo que va del ano 2018, cifras de Enero mencionan que va una
produccién total de 12, 715 litros de leche (SIAP, 2018). Dentro de los Estados
de la Republica que producen la mayor cantidad de litros de leche de cabra, se
encuentra Guanajuato, que hasta lo que va del afio 2018 ha obtenido un total de
18, 001 litros; aunado a lo anterior, se puede mencionar que Nuevo Lebn se
encuentra en el noveno lugar con una produccién a lo que va del afo de 1, 541

litros.

2.2. Antecedentes de fertilizacion in vitro en pequeinos rumiantes

El conocimiento y uso de las tecnologias reproductivas ha aumentado a nivel
mundial a lo largo de la segunda mitad del siglo XIX en la mayoria de las especies

de mamiferos domeésticos. Las tecnologias de la primera generacion
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(sincronizacion del estro, recoleccion del semen, congelacién del semen e
inseminacién artificial) ahora se usan comunmente en la reproduccién de las
especies domésticas. La segunda generacion de estas técnicas reproductivas
se ha introducido y su uso ha aumentado de forma prometedora hasta principios
de los noventa. Esta generacion incluyé técnicas basadas en embriones, es
decir, superovulacion de hembras, recuperacién de embriones, congelaciéon y

transferencia a receptoras (Mermillod et al., 2006).

Desde que Brackett y sus colaboradores (1982) informaron el primer nacimiento
de un ternero después de llevar acabo la técnica de fertilizacién in vitro, se han
llevado a cabo una gran cantidad de estudios para desarrollar esta técnica en
animales de granja, debido a la posible aplicacion de esta tecnologia a la
produccién animal. En cabras, el primer cabrito nacido mediante fertilizacién in
vitro de ovocitos aspirados fue informado en 1985 por Hanada y el primer cordero
en 1986 por Cheng y sus colaboradores. A pesar de los muchos estudios
realizados sobre la produccién de embriones in vitro en los ultimos 30 afos, los
resultados obtenidos son todavia bajos e inconsistentes (Paramio e lzquierdo,
2016). En cabras y ovejas, hay relativamente pocos estudios en esta area, pero
el porcentaje de blastocistos oscila entre el 20 y 30% aproximadamente (Paramio
e lzquierdo, 2014). En ovejas, Crozet y sus colaboradores (1993) después de
llevar acabo la técnica de FIV y cultivo in vivo (en conejas pseudoprenadas)
obtuvieron 67 y 62% de embriones de ovocitos aspirados y madurados in vitro,
respectivamente. Ademas, estos investigadores obtuvieron el nacimiento de un
cordero normal y saludable del procedimiento de FIV. Mas tarde, este grupo
informé una tasa de gestacion del 50% y el nacimiento de 26 corderos de 124

cigotos de ovocitos mediante esta técnica.



En cabras, Younis y sus colaboradores (1991) y un afio después, DeSmedt y sus
colaboradores (1992) informaron que el porcentaje de ovocitos que alcanzaron
la metafase Il in vitro fue del 90% aproximadamente y también comentaron que
se podian alcanzar altas tasas de fertilizacion con ovocitos madurados in vitro,
aunque un alto porcentaje de cigotos mostraban asincronia en la formacién
pronuclear y alta fertilizacion poliespermica. Crozet et al. (1993) informaron el
nacimiento del primer cabrito de un ovocito madurado y fertilizado in vitro y
Cognié y sus colaboradores (1995) informaron del primer cabrito nacido después
de haber llevado acabo el procedimiento in vitro. La produccién de embriones in
vitro es una metodologia de varios pasos que comprende los siguientes
procedimientos: (i) Maduraciéon in vitro (MIV) de ovocitos recuperados
directamente de foliculos, (ii) Fertilizacion in vitro (FIV) o co-incubacion de
espermatozoides con ovocitos madurados in vitro 'y (iii) cultivo in vitro (CIV) de
cigotos hasta la etapa de blastocisto. En esta etapa, el blastocisto podria
transferirse directamente a una hembra receptora o criopreservarse para futuro

uso.

De acuerdo con la Asociacién Europea de Transferencia de Embriones (AETE),
en cabras y ovejas, el numero de embriones transferibles fue 406 y 265,
respectivamente, Francia es el pais con el mayor numero registrado. Los datos
de la Sociedad Internacional de Transferencia de Embriones (IETS) confirmaron
esta tendencia a la actividad embrionaria en todo el mundo. La baja actividad
comercial de embriones de los pequefios rumiantes observada en Europa
también se refleja en los datos de la IETS. Segun la IETS en el afio 2016, solo
trece paises informaron la transferencia de embriones en ovejas con Australia

liderando el camino con mas de 1107 lavados y mas de 5000 embriones



recolectados. Sudafrica, México y Argentina informaron mas de 100 lavados
cada uno. En cuanto a embriones producidos in vivo en el caso de caprinos
lideran los Estados Unidos con un total de 253 lavados, seguido por Nueva
Zelanda, con un total mundial de 465 lavados, obteniendo un gran total de 3100
embriones transferibles. En cuanto a embriones producidos in vitro podemos
mencionar que solo se obtuvieron un gran total de 207, de los cuales solo se
transfirieron 98 (IETS, 2016). Hay pocas investigaciones sobre tecnologias de
reproduccion asistida en pequefios rumiantes, como se habia mencionado
anteriormente en comparacion con otras especies de ganado tales como bovinos
y cerdos. Sin embargo, en los ultimos afnos, se han realizado investigaciones
importantes en estudios de embriones en pequefos rumiantes debido a la
creciente importancia de estos animales en paises con rapido desarrollo
econémico como China e India y también por el creciente interés en los
pequenos rumiantes, principalmente en las cabras, como animales para

expresar proteinas recombinantes en la leche (Paramio e Izquierdo 2014).

2.3. Metodologias de estimulacidon ovarica en pequefos rumiantes.

En los pequefos rumiantes, la emergencia de un foliculo antral grande ocurre
en diferentes ondas durante el ciclo reproductivo, de dos a cuatro en cabras (De
Castro et al., 1999) y de dos a tres en ovejas (Evans et al., 2000). La seleccién
de foliculo (s) ovulatorio (s) puede ocurrir durante la ultima onda folicular,
mientras que los otros foliculos se vuelven atrésicos (De Castro et al., 1999). Se
pueden recuperar ovocitos competentes de estos foliculos para la produccién de

embriones in vitro antes de que ocurra la atresia.
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La competencia de desarrollo de los ovocitos aumenta con el tamano folicular, y
una estrategia para mejorar el nimero de embriones por hembra se basa en una
presion de seleccion decreciente durante la foliculogénesis para maximizar el
nuamero de foliculos antrales grandes (Souza-Fabjan et al, 2014). Se han
evaluado diferentes protocolos de estimulacion hormonal para mejorar la
cantidad, la calidad y la capacidad de desarrollo de los ovocitos de hembras
sometidas a aspiracion folicular (Gibbons et al., 2008). La estimulacion hormonal
antes de la recoleccion de ovocitos se utiliza para aumentar el nimero de
foliculos ovaricos y ovocitos recuperados (Morton et al., 2005b) obtener ovocitos
en una fase de desarrollo sincrénica (Armstrong et al., 1997) e incrementar el
desarrollo de ovocitos in vitro (Morton et al., 2005b). Para la sincronizacion, se
han usado diferentes protocolos tanto en ovejas como en cabras y la mayoria de
ellos se basan en tratamientos de sincronizacion del estro, principalmente
progesterona o dispositivos intravaginales que contienen progesterona (por
ejemplo, CIDR-G, esponjas) . Por lo general, los dispositivos se aplican durante
9-11 dias junto con una dosis luteolitica de PGF2a o un analogo, al momento del
inicio del tratamiento con gonadotropina. Por lo tanto, los foliculos mas pequefnos
presentes en el ovario al final del tratamiento con progestadgenos pueden ser
estimulados por la administracién de gonadotropinas exdgenas purificadas
como FSH o eCG, aumentando la supervivencia del foliculo (Texeira et al.,

2011).

Esta estrategia debe usarse en momentos precisos durante el surgimiento de
ondas foliculares, cuando la supervivencia del foliculo depende de la FSH. Por
lo tanto se evaluaron dos estrategias principales en pequenos rumiantes. La

primera se refiere a la administracién de gonadotropina antes de la aspiracion
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folicular por AOL en un momento aleatorio del ciclo reproductivo (Stangl et al.,
1999). Sin embargo, esto parecia no satisfactorio con respecto a la prevencion
de la atresia (Jablonka-Shariff et al., 1996), ya que este evento pudiese haber
ocurrido para una poblacién folicular. La segunda y mas utilizada estrategia en
la actualidad representa la asociacion del tratamiento con progestagenos y las
gonadotropinas. Su liberacién constante y continua esta garantizada por la
administracion de esponjas intravaginales impregnadas de progestageno y/o
progesterona (fluorogestona, medroxiprogesterona acetato o liberacién
controlada del farmaco interno) que inhiben la secrecion enddégena de LH,

permitiendo la regresion del foliculo (s) dominante (s) por atresia.

Se han evaluado diferentes intentos de estimulacion hormonal para mejorar la
cantidad y calidad de los ovocitos de las hembras sometidas a la AOL (Gibbons
et al., 2008), las gonadotropinas que se han utilizado para superovular cabras
adultas son la hormona estimulante del foliculo porcino u ovino (FSH)
(Lehloenya, 2013) la gonadotropina coridnica equina (eCG) (Goel y Agrawal,
2005), y/o un régimen denominado “one-shot” (FSH+ eCG) (Baldassarre et al.,

2002).

2.4. Factores que afectan la respuesta a la estimulacién ovarica

Los protocolos que se llevan a cabo para la superovulacién se utilizan
ampliamente para mejorar el niumero de crias de hembras seleccionadas
(Morand-Fehr y Boyazoglu, 1999). En los pequefnos rumiantes, las técnicas de

superovulaciéon generalmente incluyen la administracién de un tratamiento con
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gonadotropinas superovulatorias, durante los ultimos dias de un tratamiento con

algun dispositivo, el cual, contiene un progestageno.

Las gonadotropinas exégenas se han utilizado para este fin, ya que los primeros
estudios (hace 60 afos) mostraron su efectividad para inducir gestaciones
multiples (Casida et al., 1944, citado por Gonzélez-Bulnes et al., 2004). Los
primeros tratamientos superovulatorios incluyeron el uso de gonadotropina
corionica equina (eCQG), sin embargo altas dosis de eCG causaron una respuesta
ovulatoria baja y muy variable y una gran incidencia de quistes ovaricos en la
produccién de embriones (Cran, 1983). Por lo tanto, la eCG fue reemplazada
posteriormente por extractos hipofisarios que contienen FSH. Sin embargo,
estas preparaciones también contenian LH y otros factores no identificados que
afectan la produccién de embriones (Murphy et al., 1984). Una alta variabilidad
en la tasa de ovulacidén en respuesta a la superovulacion, y un numero variable
y bajo de embriones transferibles recuperados, entre tratamientos y entre
individuos en el mismo grupo de tratamiento son los principales factores
limitantes para el uso practico de la superovulacion (Gonzalez-Bulnes et al.,
2004). Esta variabilidad se ha relacionado clasicamente con factores extrinsecos
(fuente, pureza de las gonadotropinas y el protocolo de administracion) e

intrinsecos (raza, edad, nutricion y estado reproductivo, Baril et al., 1993).

La administracion de tratamientos con gonadotropinas superovulatorias induce
un gran aumento en el nimero de foliculos que crecen en etapas preovulatorias.
La administracién de FSH en los protocolos superovulatorios clasicos, con
inyecciones cada 12 h, comienza a modificar la poblacién folicular entre las 12 y
24 h después de la primera dosis. Los cambios en la poblacién folicular en

pequeios rumiantes en respuesta a la superovulacion pueden estar
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relacionados con un aumento en el numero total de foliculos = 2 mm, debido a
un mayor reclutamiento de foliculos durante las primeras 36 h de tratamiento y
una tasa de regresién mas baja desde las 24 h. La mayoria de los foliculos
crecen en diametro de 2 a 5 mm de 12-24 a 48 h y alcanzan la etapa
preovulatoria entre las 48 y 60 h (Gonzéalez-Bulnes et al., 2004). El patrén de
crecimiento difiere con las preparaciones de FSH y el protocolo de
administracion; sin embargo, una caracteristica regular de los foliculos que
ovulan en diferentes protocolos superovulatorios es su tamafio mas pequeno en
comparacién con los foliculos ovulatorios no estimulados, como se describi6 por
primera vez por Driancourt y col. (1991). Los tratamientos superovulatorios
inducen el crecimiento de un gran numero de foliculos, pero el suministro de
grandes cantidades de gonadotrofinas exdgenas, necesarias para lograr una
respuesta superovulatoria, ejercen, al mismo tiempo, efectos perjudiciales. La
respuesta a los tratamientos superovulatorios se asocia con una alta incidencia
de alteraciones en el desarrollo folicular, maduracion del ovocito y de los
mecanismos de la ovulacion, de forma similar a la de otros rumiantes (Kafi y

McGowan, 1997).

Ademas, algunos de los foliculos estimulados para crecer por la FSH exdgena
pueden estar en las primeras etapas de la atresia. La administracion de la
gonadotropina exégena permite el arresto de la atresia temprana y el crecimiento
de estos foliculos (Gonzalez-Bulnes et al,, 2002d). Sin embargo, aunque los
foliculos atrésicos pueden promoverse para crecer, su desarrollo es inadecuado,
lo que lleva a fallas ovulatorias (Rubianes et al., 1997), que pueden explicar la
variabilidad observada en la tasa de ovulacidén. Algunas de estas alteraciones

son comunes a todos los tratamientos superovulatorios, pero algunos factores
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como la fuente de la preparacion de gonadotropinas, su pureza y el protocolo de

administracion influyen en la respuesta final (Gonzalez-Bulnes et al., 2004).

2.5. Factores extrinsecos

2.5.1. Fuente y pureza de las gonadotropinas

Los primeros estudios sobre la influencia de las preparaciones de
gonadotropinas en la respuesta ovarica describieron una gran variacién asociada
con la preparacién comercial de FSH. Esta variabilidad es intrinseca a los
agentes superovuladores en la industria del embridn, debido a factores variables
como el lote de gonadotropinas usado (Wollen et al., 1985) y, principalmente, el
contenido de LH ampliamente variable (Lindsell et al., 1986) que disminuye la

respuesta ovulatoria (Torres et al., 1987).

La deteccidén ecogréfica del desarrollo folicular en hembras tratadas con FSH
comercial que difiere en el contenido de LH, ha demostrado que las
preparaciones con alto contenido de LH aumentan la perdida de foliculos
ovaricos, en comparacion con la FSH purificada, estimulando un mayor numero
de ellos para crecer sin ventaja porque presentan regresion durante el
tratamiento o no pueden ovular (Gonzalez-Bulnes et al. 2000a). El aumento en
el numero de foliculos atrésicos puede estar relacionado con los aumentos en
las concentraciones de LH en plasma, que causan una alteracién en el
mecanismo que previene la atresia (NOel et al. 1994), o una saturacion de los
receptores de LH en células de la teca y/o de la granulosa (Boland et al., 1991).
Aunque se requiere una minima concentracion de LH para la ovulacién, altas

concentraciones de la misma, durante periodos prolongados antes del aumento
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de LH en vaquillas (Torres et al., 1987) y ovejas (Driancourt et al., 1990) alteran
el pico de LH (Taft et al., 1996) y/o la capacidad de los foliculos para ovular, sin
cambios en los procesos previos de reclutamiento y crecimiento (Rubianes et al.,
1995), por tanto estas observaciones han favorecido el uso de gonadotropinas
altamente purificadas. Sin embargo, cantidades excesivamente bajas de LH al
final del tratamiento también indujeron tasas de ovulacibn mas bajas. Aunque
algunos autores no informan diferencias (Wright et al., 1981), otros indican que
los tratamientos con LH pura, durante un tratamiento superovulatorio con una
relacion conocida de FSH/LH disminuyen la variabilidad en la respuesta

ovulatoria (Cogni€, 1999).

2.5.2. Protocolo de administracion de las gonadotropinas

Informes de finales de la década de 1980 e inicios de 1990 mostraron que la
respuesta superovulatoria estaba estrechamente relacionada tanto con el
nuamero de inyecciones (Rexroad y Powell, 1991) como con el protocolo utilizado

(dosis constantes o decrecientes; Hoffman et al., 1988).

En estudios preliminares, realizados, para comparar por analisis de varianza
(ANOVA) la eficacia de los tratamientos superovulatorios decrecientes y
constantes mostraron rendimientos muy similares. Sin embargo, la tasa media
de ovulacién y el promedio de embriones recuperados y viables es mayor en el
grupo tratado con dosis decrecientes. Esto puede deberse a diferencias en el
patrén de desarrollo del foliculo durante la estimulaciéon escalonada de la FSH
en comparacion con un régimen constante (Gonzalez-Bulnes et al., 2002c). El

nuamero de foliculos en crecimiento mejoré en las ovejas tratadas con dosis
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decrecientes. Este hecho condujo a un mayor niumero de foliculos ovulatorios,
con el aumento de la capacidad de ovulacién, por lo que la tasa de ovulacién

también fue mas alta (18.2 cuerpos luteos (CL) vs. 9.0 CL para dosis constantes).

Se puede hipotetizar que el uso de dosis decrecientes de FSH se acerca méas a
los cambios endocrinos en la secrecion pituitaria durante la fase folicular de los
ciclos de estruales no estimulados. La concentracién de FSH disminuye después
de la lutedlisis, suprimida por la secrecion creciente de estradiol e inhibina de los
foliculos preovulatorios (Baird y Mc Neilly, 1981), siendo minimo 1-2 dias antes
del estro (Miller et al, 1981). De esta forma, las concentraciones de FSH
disminuyen mas durante la fase folicular temprana en ovejas con altas tasas de
ovulacién (Avdi et al., 1997). La administracion de dosis altas de FSH exdgena
en la fase folicular temprana puede provocar atresia de los foliculos grandes
(L6pez-Sebastian et al., 1999), lo que explicaria la alta incidencia de fallas en la

ovulacién descrita para dosis constantes (Gonzalez-Bulnes et al., 2000a).

2.5.3. Variabilidad asociada con el uso de progestagenos

Los protocolos para la ovulacion mudltiple, incluyen la administracién de un
tratamiento superovulatorio de FSH durante los Gltimos dias de un tratamiento
con progestagenos. La administracion de progestagenos deprime la secrecién
de LH (Goodman y Karsh, 1980) y, mantenidos durante 14 dias en ovejas y 16
dias en cabras, podrian asegurar la aparicion espontanea de la lutedlisis antes
de la extraccién del progestageno y permitir con ello, la induccién del celo, el
aumento de LH y la ovulacién en de una manera controlada independientemente

de la temporada o la etapa del ciclo cuando se aplica (Robinson, 1967).
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Sin embargo, los tratamientos con progestadgenos han sido identificados como
agentes causales de alteraciones tanto a nivel sistémico, en patrones de
liberacién de LH (Scaramuzzi et al., 1988), como a nivel ovarico, en patrones de
crecimiento y dominancia folicular (Leyva et al.,, 1998).Las concentraciones
plasmaticas de progesterona aumentan durante las primeras 48 horas después
de la insercion del dispositivo (Greyling et al., 1994), comienzan a disminuir
posteriormente y alcanzan concentraciones demasiado bajas para simular la
actividad del cuerpo luteo al final del tratamiento (Robinson, 1967). De esta
forma, el protocolo con progestagenos no suprime la LH hasta el nivel alcanzado
durante la fase lutea (Kojima et al., 1992) y conduce a un desarrollo folicular
inadecuado, con foliculos estrogénicos grandes persistentes (Flynn et al. 2000).
La persistencia de foliculos envejecidos en su fase estatica o atresia temprana
se ha descrito principalmente durante fases luteas con bajos niveles de
progesterona; la ovulacion de estos foliculos produjo una disminucion de la
fertilidad (Vinoles et al., 2001) en algunos estudios, pero no en otros. El mismo
efecto se describi6 en bovinos (Mihm et al, 1994) y estudios posteriores
establecieron una relacién con alteraciones en la competencia del desarrollo del
ovocito (Mihm et al., 1999) y/o alteraciones del ambiente uterino (Binelli et al.,
1999). Estos efectos se incrementan en lo protocolos de superovulacién en los
que concentraciones insuficientes del progestageno al final del tratamiento
inducen una alta variabilidad en el inicio del estro y el pico de LH entre animales
en el mismo grupo de tratamiento (Gaston-Parry et al., 1988), causando error de
sincronizacion entre el tratamiento superovulatorio y la ovulacién (Scudamore et

al., 1993), fallas ovulatorias (Kafi y McGowan, 1997) y anomalias en la capacidad
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de desarrollo de los ovocitos o en las alteraciones de los procesos normales de

fertilizacion y desarrollo temprano de los embriones (Greve et al., 1995).

2.6. Factores intrinsecos

Los principales factores de las hembras que afectan la respuesta superovulatoria
estan relacionados con la raza, la edad, la nutricion y el estado reproductivo. La
geneética se identificé tempranamente como un factor que puede contribuir a la
variabilidad ovulatoria (Bindon et al., 1986) y, como regla general, las razas
prolificas muestran mejores respuestas superovulatorias (Dufour et al., 2000).
Sin embargo, las diferencias no son tan extremas entre razas no prolificas

(Picazo et al., 1996).

En contraste, se ha descrito una alta variabilidad entre individuos de la misma
raza, incluso con gemelos (Wiemer et al., 1988). Sin embargo, en ganado, estas
diferencias en la respuesta no son tan altas en el mismo animal en tratamientos
sucesivos (Monniaux et al., 1983).La influencia de la edad en los rendimientos
superovulatorios es clara y esta determinada por el hecho de que la edad afecta
la tasa de ovulacion espontanea natural (Theriez et al., 1971) y los mejores
resultados embrionarios se encontrardn aproximadamente a los 6 afos (Torres
et al., 1987). Las hembras prepuberes pueden ser inducidas a superovular
porque los foliculos son sensibles a las gonadotropinas (Driancourt et al.,1990b),
pero la tasa de ovulaciéon es mas baja que en las hembras adultas (Driancourt y
Avdi, 1993).La relacion entre la nutricion y el resultado embrionario no se ha
establecido de forma manifiesta, porque las diferencias en la tasa de ovulacién

no han sido significativas (Doney et al., 1981), pero la nutricion inadecuada
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puede comprometer la competencia del foliculo y por consiguiente del ovocito
(O'Callaghan et al., 2000), funcion lutea (Jabbour et al., 1991) y el desarrollo de
embrionario (Abecia et al., 1997). Se han encontrado respuestas ovulatorias méas
bajas y disminucion de la calidad de los embriones y los ovocitos en animales
alimentados con dietas ad libitum en comparacion con las hembras con dietas

bajas y de control (Lozano et al., 2003).

El estado reproductivo también tiene un papel clave en la eficacia de los
tratamientos superovulatorios. La influencia de la estacién y el fotoperiodo es
bien conocida en las razas de latitudes altas (Gherardi y Lindsay, 1980), que
afectan la viabilidad de la superovulaciéon (Mitchell et al., 2002a, 2002b), pero no
hay diferencias entre los animales ciclando o en anestro en las zonas templadas
(Gonzalez-Bulnes et al., 2003a). Debiendo mencionar, que el anestro posparto
también puede disminuir la respuesta a los tratamientos superovulatorios

(Driancourt y Avdi, 1993).

2.6.1. Presencia de un foliculo dominante

Se ha informado que la presencia de un foliculo en crecimiento en el momento
de aplicar una dosis superovulatoria de eCG (Rubianes et al., 1995) o FSH
(Lopez-Sebastian et al., 1999) disminuye la respuesta ovarica, aunque un efecto
directo sobre foliculos grandes en la respuesta superovulatoria a la eCG no se
ha observado cuando se realizaron estudios in vitro (Driancourt et al., 1991).En
contraste, la presencia de un foliculo grande no afectd la tasa de ovulacién
cuando se aplicaron varias dosis de FSH al aplicarlas conjuntamente con un

progestageno (Gonzalez-Bulnes et al., 2000a). Esta controversia puede estar
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relacionada con posibles alteraciones en los patrones de crecimiento folicular
inducidos por la administracion de varias dosis de FSH y/o por el uso de
progestagenos (Leyva et al.,, 1998). Sin embargo, aunque la tasa de ovulacion
no se ve afectada, tanto el niumero como la viabilidad de los embriones
recuperados disminuyen por la presencia de un foliculo dominante (Gonzélez-
Bulnes et al., 2002d). Entonces, el objetivo final del tratamiento superovulatorio,
lograr la mayor cantidad de embriones de calidad, se ve afectado en ultima
instancia. El efecto de la dominancia folicular en ovejas y cabras es controvertido.
Los patrones de desarrollo folicular ovarico se describen mejor en ovejas y se
caracterizan por la aparicion de foliculos antrales que crecen continuamente
hasta que ovulan o se vuelven atrésicos (Scaramuzzi et al., 1993). Durante toda
la vida reproductiva, se reclutan diferentes cohortes de foliculos para reanudar
el crecimiento y desarrollo en un proceso dependiente de FSH (McNeilly et al.,

1991).

Los foliculos mas grandes de la cohorte secretan altas cantidades de inhibina y
estradiol, causando concentraciones disminuidas de FSH y la atresia de foliculos
mas pequenos (Tsonis et al., 1988) .El mecanismo de dominancia en ovejas y
cabras es diferente del reportado para las vacas (Ginther et al., 1989), en el que
el foliculo dominante inhibe el crecimiento de otros foliculos en la cohorte e
impide la aparicion de nuevos foliculos (Fortune, 1994). En las ovejas, el foliculo
preovulatorio inhibe el crecimiento de otros foliculos presentes en los ovarios en
el momento de la emergencia. Sin embargo, la aparicién de nuevos foliculos en
crecimiento disminuyd, pero no se inhibié, aunque se suprimié su posterior
crecimiento (Gonzalez-Bulnes et al., 2001). El foliculo dominante evita su propia

regresion al cambiar su dependencia de FSH a LH (Campbell et al., 1998). Sin
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embargo, cuando las concentraciones de LH permanecen bajas, los foliculos
grandes se vuelven criticamente dependientes de FSH sin establecer la
dominancia. Este efecto, inducido por la disminucién de LH, explica los efectos
supresores de la progesterona del cuerpo luteo en los foliculos dominantes en
ovejas (Adams, 1999) y cabras (Menchaca y Rubianes, 2002). Hay una falta de
dominancia durante la fase lutea del ciclo del ovino, pero después de la lutedlisis,
cuando la secrecion de LH aumenta por la secrecién incrementada de estradiol
de los foliculos preovulatorios (Baird, 1983), el efecto de dominancia se hace
evidente (Gonzalez-Bulnes et al., 1999b). Los efectos supresores de la
progesterona y los progestagenos (Leyva et al., 1998) sobre la expresion de los
efectos de la dominancia pueden explicar la falta de diferencias en la tasa de

ovulacion descrita anteriormente.

2.6.2. Presencia de un cuerpo luteo

El numero y la calidad de los embriones obtenidos de ovejas superovuladas con
varias dosis de FSH al final de un tratamiento con progestagenos se vieron
afectados no solo por la poblacion folicular presente en los ovarios al inicio del
tratamiento con FSH, sino también por la presencia o ausencia de un cuerpo
luteo (Gonzalez-Bulnes et al., 2002b). La ausencia de un cuerpo luteo ejerce un
efecto negativo sobre la viabilidad de los embriones al aumentar la tasa de
degeneracion; pero también existe una interaccidén con la presencia de foliculos
grandes, el efecto de dominancia sobre la recuperacién y las tasas de viabilidad

son mas altos en ausencia de cuerpos luteos.
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Estas diferencias pueden ser inducidas por factores relacionados con el
protocolo de sincronizacion. Los tratamientos con progestagenos utilizados
durante los protocolos superovulatorios, como se describié anteriormente, son la
causa de alteraciones en los patrones de crecimiento y dominancia folicular
(Leyva et al., 1998). Estos cambios se modifican por el entorno luteo al momento
de la insercién del progestageno. La practica comun es la insercién de esponjas,
las cuales contienen un progestageno en un grupo de hembras en el que no se
conoce el estadio del ciclo estral de cada una. Habria hembras con niveles supra-
luteales (progestageno de la esponja mas progesterona endégena del cuerpo
luteo) y hembras con niveles sub-luteales de progestagenos (solo progestageno
de la esponja) que dependen del tratamiento. La actividad y la duracién de vida
de los foliculos grandes se acortan cuando la esponja se aplica en presencia de
un cuerpo luteo y se alarga en ausencia de un cuerpo lateo (Leyva et al., 1998).
Este hecho explicaria la mejor respuesta reportada cuando se usan dos esponjas
consecutivas para sincronizar el ciclo en los protocolos superovulatorios. Sin
embargo, incluso cuando se mantuvo una dosis elevada de progestageno
durante todo el tratamiento, existen diferencias entre las hembras en las que se
insertd la esponja en una fase lutea temprana a media y las hembras a las que

se insertd la esponja en una fase litea media o tardia o en la fase folicular.

2.7. Metodologias para la recoleccion de ovocitos en pequenos
rumiantes

La recoleccion de ovocitos de buena calidad es el primer paso para la produccion

de embriones in vitro. Estos se pueden obtener de hembras vivas o post mortem.
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e Ovocitos recuperados de hembras post mortem: en estos casos, los
ovocitos son obtenidos por aspiracion, corte o por diseccion del foliculo.
En ovarios de cabras adultas, convencionalmente, los ovocitos se
recuperan por aspiracion folicular seleccionando foliculos mas grandes de
3 mm de diametro (Souza-Fabjan et al., 2014)

e Ovocitos recuperados de hembras vivas: las técnicas utilizadas son la
aspiracion de foliculos después de la exposicién quirtrgica del ovario
mediante laparotomia, mediante la aspiracion de ovocitos por
laparascopia (AOL) y mediante la técnica de aspiracion guiada por

ecografia transvaginal (TUGA) (Graff et al., 1999).
2.7.1. Aspiracion de ovocitos mediante laparotomia.

La aspiracién de ovocitos mediante laparotomia, se realiza bajo anestesia
general, por lo tanto, las hembras deben ser privadas de alimento y agua durante
un periodo de 24 a 36 h, antes de la laparotomia. En pequefos rumiantes la
sedacion y anestesia eficiente se realiza con xilazina y ketamina (Avelar et al.,
2012). Una vez anestesiado, el animal es colocado en la clasica camilla
laparoscopica (Evans y Maxwell, 1987), se rasura y desinfecta la zona abdominal

inmediatamente craneal a la ubre.

El animal es colocado cabeza abajo en un angulo aproximado de 45-60 grados
respecto de la horizontal, de tal modo que los 6érganos digestivos se recuesten
sobre el diafragma y permitan visualizar el tracto reproductivo de la hembra (Silva
et al., 2012). Los ovarios se exponen mediante laparotomia medio ventral, y los
ovocitos se aspiran con una jeringa de 5 ml equipada con una aguja de calibre

20 (Ptak et al,, 1999). Sin embargo, este método presenta la desventaja de
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generar adherencias, evitando repeticiones del mismo (Souza-Fabjan et al.,

2014).

2.7.2. Aspiracion de ovocitos mediante laparoscopia

La aspiracidn de ovocitos mediante laparotomia, se realiza bajo anestesia
general, por lo tanto, las hembras deben ser privadas de alimento y agua durante
un periodo de 24 a 36 h, antes de la laparotomia. En pequefios rumiantes la
sedacién y anestesia eficiente se realiza con xilazina y ketamina (Avelar et al.,
2012). Una vez anestesiado, el animal es colocado en la clasica camilla
laparoscopica (Evans y Maxwell, 1987), se rasura y desinfecta la zona abdominal
inmediatamente craneal a la ubre. El animal es colocado cabeza abajo en un
angulo aproximado de 45-60 grados respecto de la horizontal, de tal modo que
los 6rganos digestivos se recuesten sobre el diafragma y permitan visualizar el
tracto reproductivo de la hembra (Silva et al., 2012). Se administra de manera
lidocaina local en los sitios de puncidén de los trocares y se realizan tres
pequenas incisiones (3-5 mm) con un bisturi. Se inserta el endoscopio en la
cavidad abdominal a través de un trécar, craneal a la ubre y a la izquierda de la
linea media. Este trocar estd conectado a un tanque de COz2 que permite insuflar

la cavidad abdominal.

Una vez que se expande la cavidad abdominal, se inserta un segundo trocar en
el lado derecho (opuesto al primero) del abdomen para la introduccion de pinzas
de agarre a trauméaticas. Los cuernos uterinos se manipulan suavemente para
permitir la visualizacién de cada ovario estimulado. Las pinzas de agarre a

traumaticas se utilizan para estabilizar el mesovario, o que permite al técnico
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girar el ovario en diferentes direcciones para un mejor posicionamiento,
visualizacion y aspiracion del foliculo. Para evitar danos, el agarre del pediculo
vascular ovarico debe realizarse con cuidado y se debe evitar la torsién excesiva.
El altimo trocar se inserta en la linea media para pasar la aguja de aspiracion de
los ovocitos. El objetivo es ingresar al foliculo desde el costado, con la aguja en
direccion paralela a la base del foliculo, si no es posible, la puncién debe ser
perpendicular a la pared del foliculo. Una vez que la aguja esta dentro del
foliculo, se debe girar suavemente para asegurarse de que se aspire la mayor
cantidad de contenido folicular posible (Baldassarre et al., 1994). Todos los
foliculos de mas de 2 mm de didmetro, visibles en la superficie de los ovarios, se
aspiran con una aguja conectada a un sistema de aspiracion y enjuague.
Finalmente, los orificios de los trocares se tratan con una solucién local de
cicatrizacion la cual debe contener antibiéticos. Este procedimiento es menos
estresante, menos invasivo, tiene una duracién mas corta (cada sesion toma
entre 10 y 20 minutos en cabras y ovejas) y puede repetirse a intervalos cortos

sin afectar la capacidad de desarrollo de los ovocitos (Texeira et al., 2011).

2.7.3. Técnica de aspiracion transvaginal guiada por ultrasonido

Asi mismo como en las técnicas anteriormente descritas, esta se realiza bajo
anestesia general, por lo tanto, las hembras deben ser privadas de alimento y
agua durante un periodo de 24 a 36 h, antes del procedimiento (Avelar et al.,
2012), ya que es esencial que las hembras presenten un rumen vacio para una

efectiva manipulacion transabdominal y rectal del tracto reproductivo.
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La hembra anestesiada se coloca y se asegura en una cama de sujecion hecha
a la medida en recumbencia dorsal. La mesa se inclina en un angulo de 459, el
recto dela donante se evacua manualmente y el area perineal, cola y la base de
la cola se rasuran. El &rea rasurada se lava a fondo con un jabén antibacteriano
y se enjuaga con etanol al 70% en preparacion para el procedimiento de
aspiracion. Se utiliza un transductor de vaginal de 5 MHz y 280 ram de longitud
acoplado a una unidad de ultrasonografia. Se coloca una sonda de latex sobre
el transductor vaginal. Se aplica lubricante estéril en el interior y en la superficie
exterior de la cubierta de la sonda de latex. El técnico, usando guantes
quirargicos de latex, inserta los dedos medio e indice de la mano izquierda en el
recto e identifica la vejiga y el ligamento intercournal del utero. Los ovarios se
localizan inmediatamente de forma caudolateral a la izquierda y a la derecha del
ligamento intercournal o al fondo de la vejiga, posteriormente el ovario
seleccionado se inmoviliza caudalmente entre los dedos medio e indice al
permitir que el ligamento ovarico suspensivo pase entre los dos dedos. El
procedimiento de aspiracion folicular se realiza con una aguja de acero
inoxidable de lumen Unico de calibre 17 (280 mm de longitud). Un tapdn de dos
aberturas de silicona estéril, con dos tubos separados (uno conectado a la
bomba de succion y el otro a la aguja de aspiracién), se acopla firmemente a un
tubo de centrifuga de polipropileno desechable de 15 ml estéril para la
recuperacion del fluido folicular y ovocitos. Una vez que se localiza el ovario y se
estabiliza entre los dedos en el recto y se verifica la presion de vacio de
aspiracion, el transductor que contiene la aguja de aspiracién se introduce en la
vagina y se mantiene firme con la mano derecha del operador. La aguja de

aspiracion encaja en una guia de aguja que se coloca en el lado dorsal del
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transductor del ultrasonido en un angulo fijo. El ovario retraido caudalmente se
coloca firmemente contra la superficie de exploracién del transductor del
ultrasonido, de modo que la linea de puncién (que se muestra en la pantalla del

monitor) corte transversalmente un foliculo a través de su eje mas largo.

Los foliculos llenos de liquido aparecen como esferas hipoecoicas negras en la
pantalla del monitor del ultrasonido. Cuando la imagen del foliculo se asegura en
la linea de puncion, un segundo técnico prepara la puncion folicular. La aguja se
empuja hacia adelante con precaucidn a través de la cubierta de latex estéril
hasta que se encuentra resistencia (aguja contra la pared anterior de la vagina).
La aguja se introduce mas a través de la pared anterior en un foliculo posicionado
con movimientos de rotacidén delicado. Justo antes de la puncion del foliculo, el
segundo técnico inicia la presion negativa para evitar la pérdida involuntaria de
liquido folicular. Cuando la puncién se realiza correctamente, se observa un
colapso lento del foliculo en la pantalla del monitor del ultrasonido. Si los foliculos
adicionales adyacentes al primer foliculo se colocan de forma éptima en la linea
de puncion, también se punzan sin retirar la aguja del ovario. Se mantiene la
presion negativa en la linea de aspiracién desde el momento en que la aguja de
aspiracion ingrese al ovario hasta que se retire y se enjuague con medio de

recoleccion de ovocitos (Graff et al., 1999).
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Lugar del estudio

El presente estudio se llevé a cabo en el Laboratorio de Reproduccién Animal de
la Facultad de Agronomia de la Universidad Autonoma de Nuevo Ledn, ubicado
en el km 17.5 de la carretera Zuazua-Marin, Marin, Nuevo Ledn. (25° 53" N, 100°
2’ O, con una altitud de 400 msnm) y en el Centro de Biotecnologia Reproductiva
de la UGRNL, ubicado en el km 1, General Bravo, Nuevo Ledn (25° 36’ N, 99°

13’ O, con una altitud de 400 msnm).

3.2. Animales experimentales

Para la presente investigacién, se tuvo la aprobacién del Comité de Etica y
Bienestar Animal de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la UANL
(acta nr. 018). El estudio se llevé acabo en noviembre y diciembre de 2016
(época reproductiva). Se utilizaron 29 cabras jévenes (6 Nubia, 15 Alpina y 8
Saanen), con una edad promedio de 10 meses, peso vivo de 26.2 + 0.6 Kg y una
condicién corporal de 2.9 £ 0.4 (escala del 0 al 5) (Hervieu et al., 1991). Se
alimentaron a libre acceso con un alimento que contenia un 14 % de PCy 2.3

mega calorias de energia metabolizable.

3.3. Protocolo de estimulacion ovarica

Al inicio del experimento, las cabras fueron bloqueadas por peso y CC, y

asignadas a uno de los 3 tratamientos siguientes: T1: 500 Ul, T2: 1000 Ul IM de
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Gonadotropina coriénica equina (eCG) (Novormon® 5000, Virbac®,
Guadalajara, México) y T3: testigo (0 Ul), aplicandose en este caso una dosis de
solucion salina de 3.75 mL (NaCL al 0.9%, Solucion CS, PISA, Hidalgo, México).
Previo a la aplicacion de la eCG y 24 h post aplicacién, se realiz6 una ecografia
transrectal (SonoScape, Modelo A5V, China con transductor L761V, 11.0-5.0
MHz) para determinar el estatus ovarico, visualizando tamarfo y cantidad de

foliculos (FL).

3.4. Aspiracion de ovocitos mediante laparotomia

La metodologia que se utiliz6 para esta parte del estudio es la descrita por Ptak
et al. (1999). Las hembras fueron privadas de agua y alimento por un periodo de
24 h, para realizar la laparotomia (Avelar et al. 2012). Las cabras se sedaron con
una combinacién de 0.6 mg/kg/IM de clorhidrato de xilacina (Procin®, PISA,
Hidalgo, México), mas una dosis unica de 0.5 mL/SC de sulfato de atropina
(Tropigenol, Aranda, Querétaro, México), y 20 mg/kg/IM clorhidrato de ketamina

(ANESKET®, PISA, Hidalgo, México).

Posteriormente se aplicd en el sitio abdominal de la incisién una dosis Unica de
40 mg de clorhidrato de lidocaina via SC (Piscaina® 1%, PISA, Hidalgo, México).
Las cabras fueron colocadas en posicion craneal a 45° en una camilla para
laparoscépica y los ovarios fueron exteriorizados a través de una incision medio-
ventral de 5 cm para realizar la aspiracion de los ovocitos a través de una jeringa

de 20 ml, equipada con una aguja de 18 G.

Los ovocitos fueron recolectados de foliculos de 2 a 6 mm de diametro utilizando

el medio de coleccion BioLife™ Advantege Embryo Collection Medium (Agtech,
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Manhattan, USA), adicionado con 2 mL de heparina (Inhepar®, PISA,
Guadalajara, México), el cual se encontraban en bafio Maria a una temperatura
de 38.5°C. Posteriormente el contenido de la jeringa fue pasado a filtros
Emcon™, donde fue filtrado utilizando el medio de coleccién anteriormente
descrito y posteriormente se pasé a cajas cuadriculadas de busqueda (100x15
mm) para llevar acabo la identificacion y clasificacién de los ovocitos utilizando
un microscopio estereoscopio Nikon SMZ645 (Nikon Transfromer, Modelo XN,

Japén).

Los complejos cumulos ovocito (COC) obtenidos, se clasificaron en cinco
categorias segun su homogeneidad, morfologia del citoplasma y compactibilidad
de las células del cumulos (Peldez, 2011), donde los ovocitos Gl (grado )
presentaban mas de tres capas de células de cumulos compactas y con
citoplasma homogéneo uniformemente granulado, los Gl (grado Il) presentaban
menos de tres capas de células del cumulos y citoplasma generalmente
homogéneo, los Glll (grado Ill) tenian una sola capa de células del camulos y
citoplasma de aspecto irregular con areas oscuras, los desnudos (grado V)
carecian de células de cumulos y los degenerados (grado V) presentaban un
citoplasma o nucleo con coloracion clara en diferentes zonas, asi mismo tenian
células del cumulos desorganizadas y de un color no homogéneo.
Posteriormente a la clasificacion, los ovocitos fueron lavados 3 veces en medio
de maduracién y fueron colocados en tubos cénicos para centrifuga de 1.5 mL
para enviarlos al laboratorio del Centro de Biotecnologia Reproductiva, en una
trasportadora de ovocitos (TO 16C, WTA, Brasil). El citado transporte duré 2

horas y se mantuvo una temperatura de 38.5°C.
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3.5. Maduracion in vitro

Llegando al laboratorio, los COC fueron nuevamente clasificados, siendo
lavados 3 veces y fueron pasados en grupos de mas de 2 ovocitos a microgotas
de 90 ul de medio de maduracién, compuesto por medio de cultivo tisular TCM-
199 sin HEPES 4.5 ml, suero fetal bovino (SFB) 0.5 ml, 25 mM/ml de piruvato de
sodio, Amikacina 25 pg/ml, Penicilina 25 pg/ml, 0.02 Ul/ml de hormona foliculo
estimulante (FSH), 5 pug de gonadotropina coriénica humana (hCG), 1 ug de
estradiol 178 (E2 178), 30 mM de factor de crecimiento epidermal (EGF), 0.01
mM de cisteamina, cubiertos con 3690 pul de aceite mineral.(Anguita et al. 2009,
Urdaneta et al. 2004). Se incubaron a 39 °C bajo atmosfera humificada con 5 %

COz2en aire, con maxima humedad durante 24 horas (Cox y Alfaro, 2007).

3.6. Fertilizacion in vitro

Una vez que los ovocitos fueron madurados durante 24 h, se procedio a llevar
acabo la fertilizacion in vitro. Los ovocitos fueron transferidos a microgotas de 90
pI de medio de fertilizacion. Se utilizé un solo lote de semen, de 1 solo chivo, de

fertilidad comprobada, para eliminar posibles variaciones.

Los espermatozoides motiles fueron seleccionados mediante centrifugacion por
el método de gradiente discontinuo de Percoll (Souza et al. 2013), ajustando la
concentracion a 4 x 106 células espermaticas por ml, afadiéndose al medio un

total de 10 ul de semen.

El medio de fertilizacion estuvo compuesto por un total de 4694 pl de medio base
suplementado con 4 mg/L de (BSA), 0.33 mM de Piruvato de Sodio, 25 pg/mL

de Amikacina, 25 pg/ml de Penicilina, 20 yM de Penicilamina, 10 uM de
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hipotaurina, 2 uM de Epinefrina y 5 Ul/mL de Heparina, bajo aceite mineral
(Souza et al. 2013). Espermatozoides y ovocitos fueron co-incubados de 16 a 20
horas en un rango de 38-39 °C en atmosfera humificada con 5% de CO:2 en aire

(Cox y Alfaro 2007).

3.7. Cultivo in vitro

De 18 a 20 horas post inseminacion, los posibles cigotos fueron desnudados por
pipeteo para separarlos de células espermaticas y remanentes de células del
cumulo. Fueron transferidos a microgotas de 90 pl de medio de cultivo
compuesto de 5 ml de medio base suplementado con 2.77 mM de Myo-Inositol,
0.34 mM de Tris-Citrato de Sodio y 2 mM de Glutamina, bajo aceite mineral en
atmosfera humificada con 5% de COz, 5% de Oz y 90% de N a 38.5 °C (Gardner

et al. 1994).

Transcurridas las 24 h, se determind el porcentaje de segmentacion, el dia 6
después de la FIV se realiz6 una lectura previa y fue en el dia 7 post FIV cuando
se llevo a cabo la evaluacion morfolégica y categorizacion de acuerdo al manual

de la Sociedad Internacional de Tecnologia de Embriones (IETS).

3.8. Analisis Estadistico

Para la cantidad de foliculos antes y después de la ecografia, se utilizé un
ANOVA, donde se evalué el efecto de la raza y de la dosis de eCG asi como su
interaccién; para las variables de ovocitos recuperados, la calidad de los mismos

y la produccién de embriones, se utilizé una x?, utilizando el programa (SPSS-
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IBM, version 22, 2013); se considerd una diferencia significativa al nivel de P <

0.05.
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4. RESULTADOS

4.1. Foliculos totales y post aplicaciéon por raza y tratamiento

Las cabras fueron bloqueadas por peso y CC, y asignadas a uno de los 3
tratamientos siguientes: T1: 500 Ul, T2: 1000 Ul IM de Gonadotropina coridnica
equina (eCGy T3: testigo (0 Ul), aplicAndose en este caso una dosis de solucion

salina de 3.75 ml.

Previo a la aplicacion de la eCG y 24 h post aplicacidn, se realizé una ecografia
transrectal para determinar el estatus ovarico, visualizando tamafno y cantidad
de foliculos (FL).Se obtuvo un efecto principal de la raza sobre la presencia de
foliculos totales y post aplicaciéon de eCG (P= 0.003), encontrandose que las
hembras Alpinas presentaron una cantidad mayor de foliculos, siendo diferentes

a las hembras Saanen; e intermedios para las hembras Nubias (ver Tabla 1).

Para el efecto de la aplicacion de eCG, solamente se tuvo un efecto sobre la
respuesta a la cantidad de foliculos después de la aplicacién de la hormona,
tendiendo a ser estadisticamente diferentes entre las cabras Alpinas y Nubias

(P=0.02) y no se presento6 un efecto de la interaccion entre ambos factores.

En cuanto al efecto de la dosis de eCG, no se presentd efecto sobre el total de
foliculos, sin embargo, 24 horas post-aplicacion, fue significativo sobre la
cantidad de foliculos en las hembras a las que se les aplicaron 500 (P=0.02) y
1000 Ul (P<0.05) los cuales fueron 7.3 = 0.7; 7.0 £ 0.6 foliculos en promedio
respectivamente en comparacion al testigo, el cual obtuvo en promedio 5.0 £ 0.6

foliculos.
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Tabla 1. Efecto de la raza y eCG, sobre el numero de estructuras ovaricas en cabras

puberes de 10 meses, durante la época reproductiva (Medias * EE).

Raza No. Total Foliculos Foliculos pre Foliculos post
hembras eCG eCG
Alpina 15 177/15(11.8+0.92  69/15 (4.6 +0.4) 108/15 (7.2 = 0.5)
Nubia 6 55/6 (9.1 + 1.3)P 19/6 (3.1 + 0.6) 36/6 (6.0 + 0.6)2
Saanen 8 74/8 (9.2 +1.3)P 32/8 (4.0 + 0.6) 42/8 (5.3 + 0.6)°
Total 306 120 186
Tratamiento
(Ul eCG)
500 9 98/9 (10.9+1.2) 32/9 (3.5 0.6) 66/9 (7.3 £ 0.7)2
1000 10 116/10 (11.6 £1.1) 46/10 (4.6 £ 0.5) 70/10 (7.0 £ 0.6)2
Testigo 10 92/10 (9.2 1.1) 40/10 (4.2+0.5) 50/10 (5.0 £ 0.6)°
Total 306 120 186

Filas con diferente superletra (a, b) son estadisticamente diferentes (P <0.02) y (P<0.05)

4.2. Tamanho de foliculos por raza y tratamiento

Por otra parte, en la grafica 1, se presentan los resultados del efecto de la raza
sobre el tamafo de los foliculos, obteniéndose que, en las cabras Alpinas, se
presentd un crecimiento mayor de foliculos en comparacion a las Nubias y
Saanen respectivamente (P=0.003). Para el efecto de la dosis de eCG, se
presentd un efecto significativo (P<0.001) sobre el tamafo de los foliculos,
siendo superior para las hembras que recibieron 1000 Ul en comparacion a las

que se les aplico 0 Ul (testigo) y 500 Ul (ver grafica 2).
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Figura 1. Efecto de la raza sobre el tamano de los foliculos en cabras jovenes (media * SE)

(P = 0.003).
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Figura 2. Efecto de la dosis de eCG sobre el tamaiio de los foliculos en cabras jovenes

(media * EE) (P <0.001).

37



4.3. Tasa de aspiracion y calidad de los ovocitos por razay
tratamiento

Para llevar a cabo la aspiracion folicular, las cabras fueron colocadas en posicion
craneal a 45° y los ovarios fueron exteriorizados a través de una incision medio-
ventral de 5 cm para realizar la aspiracion de los ovocitos a través de una jeringa

de 20 ml, equipada con una aguja de 18 G.

Los ovocitos fueron recolectados de foliculos de 2 a 6 mm de diametro, los
complejos cumulos ovocito (COC) obtenidos, se clasificaron en cuatro categorias
segun su homogeneidad, morfologia del citoplasma y compactibilidad de las
células del cumulos. Para el efecto de la raza sobre la calidad de los ovocitos
recolectados, no se encontraron estructuras con Grado |y Grado Il, sin embargo,
las estructuras Grado Il aumentaron en porcentaje en las 3 razas, Alpina, Nubia
y Saanen, obteniéndose 18/44 (40.9%), 11/28 (39.3%) y 8/26 (30.8%,)
solamente se presentdé un efecto sobre él porcentaje de ovocitos desnudos,
siendo superiores para las cabras Saanen en comparacion a las Alpinas y Nubias

(P=0.003) (ver Tabla 2),

Asimismo, el porcentaje de ovocitos degenerados fue igual entre razas. Para el
efecto de la dosis de eCG sobre la calidad de los ovocitos se encontrdé muy
similar a lo anterior, no se encontraron estructuras Grado |, las estructuras Grado
Il fueron muy pocas y sin diferencias entre los 3 tratamientos, la aplicacion de
eCG tendié a ser diferente sobre la presencia de ovocitos Glll, siendo superiores
para las hembras que recibieron 500 y 1000 Ul con un 42.5 y 37.9 % en

comparacion al testigo el cual solo obtuvo un 31.0 % (P=0.02) (ver Tabla 3).
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Tabla 2. Efecto de la raza sobre la tasa de recuperacion y la calidad de ovocitos en cabras, dentro de estacion reproductiva

Raza

Tratamiento Alpina Nubia Saanen Prob.
No. Hembras 15 6 8

No. Ovocitos recuperados/No. Foliculos 44/155 (28.4) 28/73 (38.4) 26/79 (32.9) 0.921
Gl (%) 0/44 (0) 0/28 (0) 0/26 (0) 0.651
Gll (%) 3/44 (6.8) 1/28 (3.6) 0/26 (0) 0.752
Glll (%) 18/44 (40.9) 11/28 (39.3) 8/26 (30.8) 0.515
Desnudos (%) 17/44 (38.6)° 13/28 (46.4)°  16/26 (61.5)2 0.003
Degenerados (%) 6/44(13.6) 3/28 (10.7) 2/26 (7.7) 0.533

Filas con diferente superletra (a,b) son estadisticamente diferentes (P=0.003).

Tabla 3. Efecto de la eCG sobre la tasa de recuperacion y calidad de ovocitos en cabras jovenes dentro de la estacion reproductiva

Dosis de eCG (Ul)

Tratamiento testigo 500 1000 Prob.
No. Hembras 10 9 10

No. Ovocitos recuperados/No. Foliculos 29/94 (30.9) 40/122 (32.8) 29/91 (31.9) 0.912
Gl (%) 0/29 (0) 0/40 (0) 0/29 (0) 0.780
Gll (%) 0/29 (0) 2/40 (5.0) 2/29 (6.9) 0.310
Glll (%) 9/29 (31.0)° 17/40 (42.5)2 11/29 (37.9)2 0.02
Desnudos (%) 16/29 (55.2) 16/40 (40.0) 14/29 (48.3) 0.259
Degenerados (%) 4/29 (13.8) 5/40 (12.5) 2/29 (6.9) 0.299

Filas con diferente superletra (a,b) son estadisticamente diferentes (P=0.02).
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4.4. Produccion de embriones in vitro por raza y por tratamiento

El proceso in vitro del presente trabajo se llevé acabo en el Centro de Biotecnologia Reproductiva (CBR) de la Unién Ganadera de
Nuevo Ledn. En cuanto a los resultados obtenidos sobre la produccion de embriones in vitro de acuerdo a la raza, se puede ver en
la tabla 4; que las cabras Alpinas respondieron mejor en el nimero total de embriones 7 dias post FIV/Segmentacion (P=0.003),
siendo los valores mas bajos para las cabras Saanen, debiendo mencionar que ara las demas variables, no se presentaron

diferencias estadisticas.

Tabla 4. Efecto de la raza sobre los embriones producidos in vitro en hembras cabras jovenes, dentro de estacion reproductiva.

Raza

Variable Alpina Nubia Saanen Prob.
No. Hembras 15 6 8

Ovocitos MIV/Total ovocitos recuperados (%) 38/44 (86.4) 25/29 (86.2) 24/26 (92.3) 0.514
Segmentacion/Ovocitos MIV (%) 15/38 (39.5) 11/25 (44.0) 16/24 (66.7) 0.204
Produccion total 7 dias post FIV/Segmentacion (%) 12/15 (80.0)2 6/11 (54.5)b 1/16 (6.3)¢ 0.003
Mérula/Produccién Total (%) 4/12 (33.3) 3/6 (50.0) 0/1 (0) 0.499
Blastocisto inicial/Produccion Total (%) 4/12 (33.3) 2/6 (33.3) 1/1 (100.0) 0.620
Blastocisto/Produccién Total (%) 4/12 (33.3) 1/6 (16.7) 0/1 (0) 0.421

Filas con diferente superletra (a,b,c)son estadisticamente diferente (P<0.05).
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Por otra parte, para el efecto de la eCG, se presentd que, en la dosis de 500 Ul, hubo una mejor respuesta para la produccién total
de embriones a los 7 dias post FIV/Segmentacion, seguido por las hembras que recibieron 1000 Ul y los porcentajes méas bajos para
las hembras del tratamiento testigo (P=0.004). Asimismo, para las cabras que recibieron 1000 Ul de eCG, se present6 el mayor
porcentaje de embriones en estadio de mérula, tendiendo a ser diferente (P=0.03) en comparacion a las cabras del tratamiento

testigo y de 500 Ul (ver Tabla 5).

Tabla 5. Efecto de la eCG sobre el porcentaje de embriones producidos in vitro en cabras jovenes, dentro de la estacion reproductiva.

Dosis eCG Ul

Variable Testigo 500 1000 Prob.
No. Hembras 10 9 10

Ovocitos MIV/Total ovocitos recuperados (%) 25/29 (86.2) 35/40 (87.5) 27/29 (93.1) 0.985
Segmentacion/Ovocitos MIV (%) 17/25 (68.0) 13/35 (37.1) 12/27 (44.4) 0.906
Produccion total 7 dias post FIV/Segmentacion (%) 4/17 (28.5)¢ 9/13 (69.2)2 6/12 (50.0)° 0.004
Mérula/Produccion Total (%) 1/4 (25.0)° 2/9 (22.2)° 4/6 (66.6)2 0.03
Blastocisto inicial/Produccion Total (%) 3/4 (75.0) 3/9 (33.3 1/6 (16.7) 0.721
Blastocisto/Produccién Total (% 0/4 (0) 4/9 (44.4) 1/6 (16.7) 0.204

Filas con diferente superletra (a,b,c)son estadisticamente diferente (P<0.05).
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5. DISCUSION

En general, en este estudio se presentd un efecto de la eCG sobre la produccion
de embriones in vitro de acuerdo a la dosis que se aplicd y en funcién de la raza.
Es de los primeros trabajos desarrollados en cabras para la obtencion de

ovocitos y fertilizacion in vitro en México

Considerando que la aplicacion de la gonadotropina coridénica equina cumplié
su funcién de estimular la poblacién folicular, que fue uno de los objetivos de este
estudio. Considerando que son multiples los factores que puedan afectar la
respuesta a la poblacion y desarrollo folicular, que en nuestro estudio se obtuvo
un efecto de la raza sobre la presencia de foliculos totales y post aplicacion de
eCG, encontrandose que las hembras Alpinas presentaron una cantidad mayor
de foliculos, en comparacién con las Nubias y Saanen y es acorde a lo reportado
por Rahman et al. (2014). La respuesta de cada animal donante al tratamiento
hormonal se ve afectada por factores intrinsecos, como la raza, la edad, la
condicién corporal, el estado reproductivo, asi como por factores extrinsecos,
como el tipo de gonadotropina, el grado de pureza, dosis aplicada y protocolo
(Naqvi et al., 2001). Sin embargo, la aplicacién de eCG puede causar variaciones
en la respuesta folicular debido a diferencias genéticas entre razas (Quintero-
Elisea et al. 2011). Se puede considerar que la respuesta a la eCG va a estar en
funcion de la prolificidad, ya que se ha reportado que cabras prolificas presentan
un mayor numero de ondas foliculares, y responden mejor a la aplicacion

exogena de hormonas superovuladoras, tal como lo reporta Baril et al. (1989).

Cabe sefalar que las dosis utilizadas de eCG tuvieron un efecto menor al

promedio reportado por la literatura, en cuanto a foliculos encontrados 24 horas
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post aplicacion de la hormona. La causa de esta baja respuesta pudiera ser que
las hembras no estaban en la misma fase del ciclo estrual y presentando una
poblacion folicular aleatoria, lo cual hace que la respuesta a la eCG sea diferente.
Se considera importante que en estudios subsecuentes se evalle la aplicacion
de eCG en cabras sincronizadas, para poder uniformizar la onda folicular (Bruno-

Galarraga et al., 2015).

Esto mismo va en la direccion de los resultados obtenidos para el tamarfio de los
foliculos, tanto para el efecto de la raza como de la dosis de eCG, ya que se
observo un aumento en el tamafno folicular, pudiendo esto deberse a que la eCG
crea condiciones para el crecimiento folicular mediante la unién a los receptores
en los foliculos de FSH y LH (Baruselli et al., 2004). Estos hallazgos concuerdan
con lo mencionado por Salehi et al. (2010) quienes demostraron que la
administracion de eCG causo crecimiento y desarrollo de los foliculos pequefios
presentes en los ovarios. Asi mismo el tratamiento con gonadotropina coridnica
equina en ganado lechero resulté en menos foliculos atrésicos, reclutamiento de
foliculos mas pequenos (< 5 mm) con un aumento de la tasa de crecimiento, y
crecimiento constante de foliculos medianos (6-8 mm) y grandes (= 9 mm)
(Pacala et al., 2010). En el presente trabajo, la tasa de recuperacion de ovocitos,
estuvo dentro del rango normal a lo mencionado por Abdullah y sus

colaboradores (2008) que va de un 30 a un 80%.

En cuanto a los resultados obtenidos sobre la calidad de los ovocitos, donde no
se obtuvieron o fue muy bajo el nimero de ovocitos Grado | y Il y sin embrago
se observd un aumento en el nimero de ovocitos desnudos en los 3
tratamientos, pudiera deberse a una inadecuada aspiracion de ovocitos, debido
a que se requiere una presion de aspiracion constante que varia de 50 a 100
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mmHg (Rodriguez et al., 2006), conduciendo a una pérdida de células del
cumulos en un 5% de los ovocitos totales recuperados. Sin embargo, no se sabe
si estos ovocitos son desnudados al azar por la fuerza del sistema de aspiracion
o0 porque se originaron de foliculos ya en camino de atresia que debilita las
conexiones celulares (Souza-Fabjan et al.,, 2016). En cuanto al incremento en
ambos casos de estructuras con Grado lll, pudiera ser que la FSH desencadena
la proliferacidon de las células del cumulos en fase preantral precoz, previniendo
la atresia e induciendo la sintesis de los receptores de la hormona luteinizante

(LH), asi como la expresion de hormonas esteroideas (Richards et al., 2002).

Para este estudio, desde un punto de vista funcional, la calidad del ovocito pudo
coincidir con su competencia de desarrollo, la comunicacion mantenida entre el
ovocito y las células del cumulos a través de una extensa red de uniones gap y
otros mecanismos de comunicacién celular, que permite la transferencia de dos
vias de pequenas moléculas como los micro ARN y ARN mensajeros (Sasseville
et al., 2009). Esto es extremadamente importante para obtener una alta calidad
de ovocitos, capaz de soportar la maduracién, la fertilizacién y el desarrollo

embrionario (Souza-Fabjan et al., 2016).

Resultados indican que la extensién y la integridad de la capa de células del
cumulos son factores determinantes en la maduracion in vitro de ovocitos de
cabra (Lihua et al, 2010). La interaccion entre el ovocito y sus células del
cumulos circundantes es critica para el mantenimiento de la competencia de
desarrollo de ovocitos (Eppig, 1991). Esto es importante en nuestro estudio,
donde se encontraron estructuras de baja calidad, Grado lll, las cuales tenian
solo 1 capa de células del cumulos, e inclusive se encontraron altas tasas de

desnudados.
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Las células del cimulos desempenan un papel importante en la regulacion de la
maduracién del nucleo y el citoplasma en el ovocito (Tanghe et al., 2002) y en la
proteccidn de los mismos contra la apoptosis inducida por el estrés oxidativo
(Tatemoto et al., 2000). El estrecho contacto entre las células del cimulos y el
ovocito a través de las uniones gap, permite el intercambio bidireccional de
moléculas (Tanghe et al., 2002). Por lo tanto, cualquier factor que pudiera afectar
dichas células, como un estado apoptético, o ausencia de las mismas también
podria reflejar una menor calidad de los ovocitos y, como consecuencia, la
produccién de embriones in vitro puede verse afectada. Ademas, la presencia de
células cumulos durante la maduracion in vitro es esencial para mejorar la tasa
de blastocistos (Anguita et al., 2009) por lo que en nuestro trabajo esto pudo

haber afectado la cantidad y calidad de estructuras embrionarias obtenidas.

Relacionado a la baja calidad de los ovocitos y asi mismo la reduccion de la
calidad del embridn, también se ha atribuido a la actividad de LH de la eCG, ya
qgue puede causar la reanudacidn precoz de meiosis en el ovocito, lo que resulta
en la aneuploidia y otros problemas de desarrollo embrionario temprano

(Monniaux et al., 1984).

En cuanto al efecto de la dosis de eCG sobre la produccién de embriones, se
obtuvo que al encontrarse un mayor porcentaje de embriones 7 dias post FIV en
el tratamiento de 500 Ul de eCG, podemos mencionar que las gonadotropinas
inyectadas actuan en diferentes etapas de desarrollo, incluyendo la maduracién
final del ovocito y la esteroidogénesis folicular (Bar-ami et al., 1994). El resultado
final es un profundo efecto sobre el ovocito, el embribn temprano y sus
respectivos microambientes (Greve et al., 1995) por lo tanto la superestimulacién
ovarica en cabras puede utilizarse para aumentar el nimero de ovocitos
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competentes para la produccion de embriones in vitro, ya que alcanzan una

adecuada maduracion tanto nuclear como citoplasmatica (Malhi et al., 2008).
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6. CONCLUSIONES

Bajo las condiciones en las que se llevd a cabo la presente investigacion
podemos concluir que la cantidad y tamafo de foliculos se vio afectada por la
aplicacién de eCG y la raza, asimismo, sobre la calidad de los ovocitos y

produccién total de embriones, mas no sobre la cantidad.
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