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“ADICION DE AGONISTAS DE GNRH EN LA RESPUESTA EMBRIONARIA Y EL
COSTO DE PRODUCCION EN LA OVULACION MULTIPLE DE OVEJAS
PELIBUEY”

Romero Santillan Fernando, M.C.
Colegio de Postgraduados, 2015.

Se realizaron dos experimentos para evaluar la adicion de agonistas de GnRH en protocolos de
ovulacion multiple, con la medicion de niveles de LH, respuesta embrionaria y costo de
produccion, usando inseminacion artificial a tiempo fijo (IATF). En el experimento 1 se asignaron
tres tratamientos con seis ovejas cada uno, para un total de 18 hembras; se us6 CIDR por 9 dias y
aplicacion de PGF», el dia 7, a partir del dia 6 se inicio el tratamiento de ovulacién maltiple con
FSHp en ocho dosis decrecientes cada 12 h. Se aplicé agonistas de GnRH 24 h posteriores al retiro
de CIDR (Triptorelina, Gonadorelina) y Testigo, las hembras se inseminaron por IATF a las 36 y
48 h. Se tomaron muestras de sangre cada 4 h a partir del retiro de CIDR por 72 h para determinar
niveles de LH. La Triptorelina indujo el pico preovulatorio a la 28 h post retiro CIDR, encontrando
diferencias entre el pico de LH comparando Triptorelina y el grupo testigo (P < 0.05). Ademas,
hubo diferencias (P < 0.05) en el nimero de embriones calidad 1 y transferibles con Triptorelina
(3.75+0.62 y 6.00£1.47, respectivamente) comparado con Gonadorelina (1.00£0.54 y 2.6+0.81,
respectivamente); la adicion de Triptorelina tiene efecto en la liberacion de LH, favoreciendo el
nimero de embriones calidad 1 y transferibles. En el experimento 2 se usaron 24 hembras
distribuidas en cuatro grupos, se aplicé un protocolo de sincronizacién de celos y ovulacion
multiple con CIDR, FSH+ PGF,, similares al aplicado en el experimento 1, los tratamientos se
dividieron por el uso de monta natural (MN) o de la IATF, asi como de la adicion de Triptorelina
(TRIP) quedando de la siguiente manera, FSH-MN, FSH-IATF, FSH-TRIP-MN Y FSH-TRIP-
IATF. Las ovejas del grupo MN se inseminaron al inicio de celo y dos montas posteriores en un
intervalo de 6 h, las ovejas del grupo restante mediante laparoscopia con semen fresco a las 36 y
48 h. La adicion de Triptorelina aumenté la tasa ovulatoria entre los tratamientos FSH-MN y
FSH-TRIP-MN (P<0.05) y entre FSH-MN y FSH-TRIP-IATF (P < 0.05). EI costo de un embrion
es mas bajo con la adicion de TRIP y el uso de IATF. La adicién de TRIP y la IATF es una

alternativa en programas de mejoramiento genético de ovejas Pelibuey.

Palabra clave: Triptorelina, ovulacion, laparoscopia, costo embridn, Pelibuey.



"GNRH AGONISTS ADDITION IN EMBRYONIC RESPONSE AND THE
PRODUCTION COST IN MULTIPLE OVULATION IN PELIBUEY EWE"

Romero Santillan Fernando, M.C.

Colegio de Postgraduados, 2015.

Two experiments to evaluate the addition of GnRH agonist in multiple ovulation protocols, levels
of LH, embryonic response and the production cost with artificial insemination at fixed time
(AIFT) were done. In Experiment 1 three treatments with six sheep each were assigned, for a total
of 18 females; CIDR was used for 9 days and PGF, was applied on day 7, from the 6™ day, the
multiple ovulation treatment with FSHp began in eight decreasing doses every 12 h. GnRH
agonists was applied 24 h after CIDR removal (Triptorelin, Gonadorelin) and Control, the females
were artificially inseminated at fixed time (AIFT) at 36 and 48 h. Blood samples were taken every
4 h since CIDR removal for 72 h to determine levels of LH. The Triptorelin induced the
preovulatory peak at 28 h after CIDR removal, finding differences between the LH peak comparing
Triptorelin and the control group (P <0.05). In addition, there were differences (P <0.05) in the
number of embryos quality 1 and transferable with Triptorelin (3.75 £ 0.62 and 6.00 = 1.47,
respectively) compared to Gonadorelin (1.00 £ 0.54 and 2.6 + 0.81, respectively); the addition of
Triptorelin has effect on LH release, favoring the number of embryos quality 1 and transferables.
In experiment 2, 24 females were used and divided into four groups, a synchronization estrus
protocol and multiple ovulation with CIDR, FSH+ PGF,, was applied similar to that used in
experiment 1, the treatments were divided by the use of natural mating (NM) or AIFT, and also
with the addition of Triptorelin (TRIP) remaining as follows, FSH-NM, FSH-AIFT, FSH-TRIP-
NM Y FSH-TRIP-AIFT. The NM sheep group was inseminated at the beginning of estrus and two
more matings in an interval of 6 h, sheep from the remaining group were inseminated using
laparoscopy with fresh semen at 36 and 48 h. The addition of Triptorelin increased the ovulation
rate between FSH-NM and FSH-TRIP-NM (P < 0.05) and between FSH-NM and FSH-TRIP-
AIFT (P < 0.05). The cost of an embryo is lower with the addition of TRIP and the use of AIFT.
The addition of TRIP and the AIFT is an alternative in genetic improvement programs of Pelibuey

sheep.

Keyword: Triptorelin, ovulation, laparoscopy, embryo cost, Pelibuey.
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I INTRODUCCION GENERAL

La aplicacién de la transferencia de embriones (TE) a nivel comercial esta limitada por varios
factores como: el costo elevado de la técnica, bajos indices de respuesta a la ovulacion y de
produccion de corderos en relacion al nimero de embriones colectados (Neves, 1989). El éxito en
los programas de TE es variado, debido a la gran variabilidad en la respuesta de la aplicacién de
protocolos de owvulacion mudltiple; sin embargo, se han explorado varias alternativas en
combinacién de hormonas con la finalidad de evaluar el potencial de la técnica y producir una gran

cantidad de embriones transferibles.

La mayoria de los protocolos de ovulacion mdltiple se basa en el uso de la Hormona Foliculo
Estimulante (FSH), debido a la menor variabilidad de sus resultados en comparacion a otras
gonadotropinas; sin embargo, aun existe diferencia en la cantidad y calidad de los ovocitos
recuperados. Con la finalidad de reducir estas variables se han buscado alternativas para mejorar
la sincronia de la ovulacidn, aumentar la tasa de fertilizacion y la produccion de embriones a través

de la adicion de agonistas de la Hormona Liberadora de Gonadotropinas (GnRH).

Otra alternativa que se ha empleado es la inseminacidn artificial via intrauterina a tiempo fijo con
la finalidad de evitar la barrera cervical y la dificultad de los espermatozoides para atravesarla, ya
que en protocolos hormonales de sincronizacion estral y ovulacién multiple el problema de

transporte se incrementa.



II. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Los programas de mejoramiento genético se basan principalmente en la multiplicacién de animales
superiores genéticamente, una de las més empleadas es la inseminacion artificial (1A) y la
transferencia de embriones (TE). Sin embargo, a pesar del gran avance en la aplicacién de estas
dos herramientas en los ovinos, el desarrollo ha sido lento, derivado de la gran variabilidad que
existe en la respuesta del ovario a los programas de ovulacion multiple (Cognie, 1999), causada

por factores intrinsecos y extrinseco (Gonzéales-Bulnes et al., 2004).

Muchos de los factores que afectan la respuesta han tratado de ser minimizados o eliminados, pero
la respuesta a la aplicacion de las gonadotropinas sigue siendo variable por la diferencia en la
respuesta folicular, la regresion temprana del cuerpo lGteo y deficiencias en la fertilizacion del

ovocito (Menchaca et al., 2009b).

Walker et al., (1986) mencionan que existen ovulaciones prematuras y diferencias en el momento
de ovulacidn entre las ovejas; lo anterior es debido a variables como el inicio de estro, el pico de
la hormona luteinizante (LH) y el momento de la ovulacién que afectan la repuesta ovulatoria y
embrionaria (Veiga-Lopez et al., 2008). Lo antes mencionado tiene efecto en la tasa de
fertilizacion y el namero de embriones obtenidos, los cuales deben ser controlados cuando se desea
emplear la inseminacion artificial a tiempo fijo (IATF) como método de fecundacion. Los
agonistas de GnRH se han usado como alternativas para reducir el tiempo en el inicio de la
ovulacion, mejorar la sincronia de las ovulaciones e incrementar la tasa ovulatoria (Azawi y Al-

Mola, 2011).



2.1. Objetivo General

Evaluar los niveles de LH, la respuesta embrionaria y estimar el costo de produccion de un embrion
con la adicion de agonistas de GnRH e inseminacion artificial a tiempo fijo en protocolos de

ovulacion maltiple basados en la estimulacion ovérica con la hormona foliculo estimulante (FSH).

2.2. Hipotesis planteada

La adiciéon de agonistas de GnRH vy la inseminacion artificial a tiempo fijo, en protocolos de
ovulacion multiple con FSH, mejora la respuesta ovarica, el nimero de embriones transferibles y

el costo de produccién de un embrion.



III. REVISION DE LITERATURA

3.1. Ciclo Estral

La oveja es considerada un rumiante poliéstrico estacional con un patrén reproductivo diferenciado
en dos épocas; una reproductiva, en la cual se manifiesta la conducta sexual (celo, aceptacion de
monta) y ovulacion de forma ciclica y, la otra es el anestro, etapa en la cual no hay conducta
sexual ni ovulacién. La estacion reproductiva de la oveja consiste en una serie de ciclos estrales
que inician por lo general en verano o principio de otofio y finalizan al terminar el invierno o
inicios de la primavera (Abecia et al., 2012). Las variaciones estacionales estan contraladas por
dos mecanismos principales: el ritmo anual circanual y los cambios de la duracién del dia y su

captacion por parte del sistema nervioso central (Karsch et al., 1989).

El ciclo estral es definido como el tiempo transcurrido entre dos celos con receptividad sexual por
parte de la hembra y asociado con la ovulacién y la liberacion de dvulos en capacidad de ser
fecundados (Galina et al., 1986). El ciclo tiene una duracion de 16 a 18 dias con promedio de 17,
en corderas tiene un promedio de 16.8 y de 17.2 en ovejas adultas (Uribe-Velasquez et al., 2009),
caracterizado por dos fases: una latea que va del dia 2 al 13 y una folicular, la cual comprende
desde el dia 14 al dia 1 (Rubianes, 2000). El ciclo esta relacionado con hormonas hipotalamicas,
gonadotropinas y esteroides y regulado por mecanismos de tipo endocrino y neuroendocrino

(Hafez y Hafez, 2002).

La fase lutea tiene una duracion de 12 a 14 dias, comprende dos etapas: a) metaestro que es la fase
que le sigue a la ovulacion y se genera lo que es el cuerpo luteo (Keyes et al., 1983); b) diestro el
cual ocurre a partir del dia 5-7, durante este fase el cuerpo luteo es funcional, secreta altas

cantidades de progesterona (P4), si hay fecundacion del ovulo este cuerpo luteo permanece durante



toda la gestacion, en caso contrario sufre una lisis alrededor del dia 12 e inicia una fase folicular

(Fernandez Abella, 1993).

La fase folicular con una duracion de 3 a 4 dias, esta caracterizado por la disminucion de la
retroalimentacion negativa del estradiol y el aumento en los pulsos de LH (Kinder et al., 1995),
comprende las etapas de proestro y estro. La primera tiene una duracion de 2 a 5 dias a partir de la
regresion luteal, esta etapa comprende la emergencia y desarrollo de los foliculos (Fernandez
Abella, 1993), da inicio cuando la concentracion de progesterona disminuye por niveles debajo
de los 1 ng mL™ como parte de la luteolisis provocada por la prostaglandina uterina; posterior a
esta caida de P4 aumenta la concentracion de LH y FSH, las cuales promueven el crecimiento
folicular y la liberacion de estradiol por parte de los foliculos en la corriente sanguinea (Caraty y
Skinner, 1999). El aumento en la concentracion de estradiol da origen una serie de eventos

neuroendocrinos que dan por finalizados con el pulso preovulatorio de LH (Evans et al., 1997).

La etapa de estro o celo tiene una variacion en la duracion y va de 20 hasta 48 h (Lindsay, 1991),
sin embargo este periodo puede variar de acuerdo a la raza y tasa de ovulacion, alimentacion,
época, edad y contacto con los machos (Bindon et al., 1979). La secrecién de progesterona en la
fase luteal tiene efecto durante el ciclo estral, ejerce un priming sobre el cerebro ejerciendo un
incremento en la concentracién de estrogenos lo que dard lugar al comportamiento del estro
(Rubianes, 2000). La ovulacion es espontanea y ocurre al final del estro, alrededor de las 24 a 30
h después de iniciado (Hafez y Hafez, 2000), cuando existen ovulaciones multiples se dan horas

posteriores a la primera ovulacion (Lindsay, 1991).



3.2. Control hormonal del ciclo estral

Los ovinos presentan una estacionalidad reproductiva como parte de un proceso de adaptacion
para reducir los efectos de los cambios anuales de temperatura y la disponibilidad de alimento,

este patrén estacional es regulado por el fotoperiodo (Karsch, et al., 1984).

Todos los procesos relacionados en las dos fases, luteal y folicular son regulados por el eje
hipotalamo-hipofisis, los cuales interactian con los ovarios y el Utero mediante la secrecion de
hormonas. A nivel hipotdlamo-hipofisis es liberado al sistema porta la hormona liberadora de
gonadotropinas (GnRH), esta hormona ejerce accién a nivel de la hipofisis y regula la produccion
de la LH y FSH (Goodman y Karsch, 1980). Estas gonadotropinas acttan en el ovario e inducen
la liberacion de estradiol (E2) y progesterona (P4) vy, estas a su vez, mediante el mecanismo de

retroalimentacion regulan la liberacion de las gonadotropinas.

En la fase lateal se da el proceso Ilamado luteinizacion, a partir del pico preovulatorio de LH se
desarrolla un proceso mediante el cual se desarrolla el CL posterior al foliculo preovulatorio
(Baird, 1992). La formacion de un CL da inicio a la secrecién a los dos dias de una cantidad
importante de P4, la cantidad de esta hormona sirve como indicador de la funcionalidad del cuerpo
luteo (Rosell Pardo et al., 2004). Las concentraciones maximas de P4 se detectan en los dias 10 a
12 y se mantienen alrededor de los dias 13-14 (Stellflug et al., 1997). ElI aumento en las
concentraciones de P4 da origen a una reduccion en la frecuencia y amplitud del pulso de LH
(McNeilly y Fraser, 1987), esta hormona presenta un patron pulsatil en la secrecion que impide el

desarrollo folicular y, por lo tanto la ovulacion (Goodman y Karsch, 1980; Karsch et al., 1984).

Con el descenso de la concentracion de P4 se favorece la secrecion tonica de LH, aumentando la

frecuencia de los pulsos progresivamente, este aumento estimula la secrecion de E2 por parte de



los foliculos que se encuentran en la etapa de maduracion, este aumento progresivo estimula la
secrecion hormonal y da origen a las descargas preovulatorias de GhnRH/LH (Barrell et al., 1992;
Gallegos-Séanchez et al., 1999). ElI aumento de E2 estimula en el endometrio la sintesis de
receptores para oxitocina y la produccion de enzimas involucradas en la sintesis de PGF2a (Silvia

etal., 1991; Beard y Lamming, 1994).

Cuando los niveles de P4 son altos, se inhibe la formacion de receptores para E2 y, este a su vez
la sintesis de receptores de oxitocina; este efecto inhibitorio de la P4 finaliza después de un periodo
de exposicion del Utero a esta hormona debido a que se vuelve refractario a la P4 por el agotamiento
de sus propios receptores, provocando con ello asi que la P4 ya no pueda inhibir receptores de E2;
por lo tanto, el E2 estimula la formacion de receptores de oxitocina y ocurre la secrecion de PGF2a
(Vallet et al., 1990). La secrecion de PGF2a continta hasta la regresion del cuerpo luteo dando
origen a lo que se le conoce como lutedlisis. En este proceso de la lutedlisis y la disminucion casi
total en los niveles de P4, la inhibicién de la produccion de GnRH finaliza y de inicio al incremento

de los pulsos de esta hormona y las gonadotropinas (Goodman y Karsch, 1980).

Las gonadotropinas FSH y LH son reguladas a partir de la GnRH que es la principal sefial
neuroendocrina (Bauer-Dantoin et al., 1995), la concentracion de FHS incrementa en forma de
ondas foliculares, en la ovejas se han detectado tres ondas a los dias 0, 6 y 11 del ciclo (Vifoles et
al., 2000). La funcién principal de la FSH es el crecimiento y maduracion de los foliculos y
ovocitos, ademas de mantener la secrecion de los estrégenos e inducir la aparicion de receptores
de LH en los foliculos. Durante el pico preovulatorio de LH, hay un pico de FSH, un segundo pico
de esta hormona se da entre las 18 y 24 h después del primero; sin embargo, de menor intensidad
al primero (Salamonsen et al., 1973). La secrecion de FSH est4 afectada por la retroalimentacion

negativa del E2, pero el factor mas importante es la inhibina folicular mediante un mecanismo de

-7-



retroalimentacién negativa a nivel hipofisario para la inhibicion de la secrecién de la FSH (Baird
et al., 1991). Bajo el estimulo de la FSH ocurre un crecimiento de foliculos, asi mismo se lleva a
cabo la expresion de receptores de LH, este incremento da lugar al incremento de los pulsos de LH
estimulando el crecimiento folicular y, posteriormente la ovulacion de los foliculos preovulatorios
(Gordon, 1997). El FSH es importante para el mantenimiento en la funcion del ovario y necesario
en el crecimiento folicular, la concentracién puede llegar a ser un factor limitante en la maduracion
folicular (Saraiva et al., 2010). La variacion en la concentracion a lo largo del ciclo estral esta
relacionado con el crecimiento folicular, el aumento transitorio de FSH es uno de los factores que

desencadena la emergencia de una onda folicular (Evans, 2003a).

Durante el crecimiento de los foliculos existe produccion de estrogeno, siendo mayor en cuanto
avanza el desarrollo y el tamafio de los foliculos, en la fase final del crecimiento folicular el
aumento en la concentracion de E2 estimula el hipotalamo y se libera un gran cantidad de GnRH,
dando lugar a un pico preovulatorio de LH, la cual desencadena la ovulacién 18-24 h después, la

misma concentracion elevada de E2 induce el inicio de estro (Gordon, 1997).

3.3. Dinamica folicular

La formacion, crecimiento y desarrollo de foliculos se lleva a cabo a través del proceso llamado
foliculogeénesis, este proceso envuelve una relacién compleja de eventos entre el sistema nervioso
central y el ovario (Fabre et al., 2006), inicia desde la vida embrionaria de la oveja, la cual al nacer
cuenta con un pool de foliculos primordiales que iniciaran su etapa de crecimiento a lo largo de la
vida reproductiva, estos ovocitos presentes no tiene zona pellcida y se encuentran formados por
una sola capa de células de la pregranulosa, conformando asi los foliculos primordiales (Picazo y

Lépez, 1995), un ovario de la oveja pre-puber contiene entre 40,000 a 300,000 foliculos



primordiales (Scaramuzzi et al., 1993), esta cantidad no se renueva y durante la vida del animal
hasta llegar a la ovulacion se desarrollan en foliculos primarios, secundarios y terciarios (Evans,

2003b).

El crecimiento de los foliculos primordiales a preantrales y a la ovulacién va de meses a semanas
(Driancourt, 2001), el tiempo en una oveja adulta para que un foliculo llegue hasta la ovulacion es
de aproximadamente 6 meses (Cahill, 1981). Los foliculos que entran a una etapa de crecimiento
tienes dos alternativas, entrar a un proceso degenerativo llamado atresia o la ovulacion, mas del

99% de los foliculos en el ovario sufren atresia (Hsueh et al., 1994).

Cuando inicia la pubertad y hasta finalizar la vida reproductiva de la oveja los foliculos antrales
que abandonan la reserva contintan el desarrollo bajo la influencia de las gonadotropinas lo que
da origen a que dependan de ellas (Eppig, 2001), este desarrollo folicular gobernado por las
gonadotropinas ocurre de manera ciclica y organizada, llamadas “ondas foliculares (Evans,

2003b).

Fisiologicamente en una onda folicular se presentan tres eventos: reclutamiento, seleccion y

dominancia (Ginther et al., 1996),

3.3.1. Reclutamiento

El reclutamiento es el inicio de una onda folicular, marcada por el crecimiento sincronizado de
pequefios foliculos (Menchaca y Rubianes, 2002), es el crecimiento de foliculos que se han
convertido en dependientes de gonadotropinas (Driancourt, 2001), un grupo limitado de foliculos
antrales son capaces de responder al incremento de la FSH para continuar con su crecimiento
(Driancourt y Fri, 1988). La FSH es clave en el inicio de esta etapa, la concentracion debe ser

minima y estable en el mismo animal a lo largo de un tiempo (Brown, 1978), modula la liberacion
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de células de la granulosa y estimula la formacion del antro, comenzando la actividad de la

aromatasa, el tamafio de los foliculos para ser reclutados es de 2 mm (Driancourt, 2001).

3.3.2. Seleccion

Durante esta fase el foliculo dominante crece a una tasa elevada y el resto de los foliculos
subordinados se desarrollan a una tasa menor, para posteriormente detener su crecimiento; se
considera que el foliculo dominante es el seleccionado para ovular (Ginther et al., 1997),
caracterizado por la diferencia de tamafio con relacion al resto, los cuales se consideran
subordinados y retroceden en presencia del dominante (Evans, 2003b). El crecimiento diferenciado
que se menciond anteriormente se le llama desviacion (Ginther et al., 1997). El foliculo
seleccionado al alcanzar un tamafio aproximado de 4 mm desarrolla receptores a la LH en las
células de la granulosa (Driancourt, 2001). Los mecanismos por los cuales es seleccionado el
foliculo es incierto; sin embargo, pueden estar involucrados factores endocrinos, en los ovinos el
foliculo que es seleccionado presenta cantidad y calidad de células de la granulosa y capacidad de

estas de dividirse o diferenciarse en receptores para gonadotropinas (Driancourt et al., 1985).

El proceso de seleccion consta de dos etapas, una pasiva en donde el foliculo dominante reduce
los niveles basales de FSH y LH por la accion de la inhibina 'y E2, lo que provoca la limitacion de
gonadotropinas a los foliculos subordinados en una etapa critica de su desarrollo y, una etapa
activa, donde el foliculo que ha sido seleccionado inhibe el crecimiento de los foliculos menores

por la secrecion de otras sustancias (Driancourt, 1991).

3.3.3. Dominancia

En la etapa de dominancia se lleva a cabo el crecimiento final del foliculo preovulatorio y su

maduracion hasta la ovulacion en esta misma etapa los foliculos subordinados sufren atresia
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(Hunter et al., 2004). Puede haber aparicion de nuevos foliculos en crecimiento, el cual puede estar

disminuido y, posteriormente, inhibido su desarrollo (Gonzales-Bulnes et al., 2004).

Los foliculos dominantes en cada una de las ondas foliculares no solo siguen creciendo, ademas
se diferencian por su funcién como parte de la preparacion para la ovulacion y la posible gestacion
de la hembra (Fortune, 1994). La dominancia del foliculo es determinada por la diferencia en

tamario con los foliculos subordinados, la cual es de 2 a 3 mm (Driancourt, 2001).

En el momento que un foliculo dominante es ovulado o sufre atresia deja de ejercer la dominancia
y permite con ello la emergencia de una nueva oleada folicular (Menchaca y Rubianes, 2012), en
ovejas lo mas frecuente es observar 3 ondas de desarrollo folicular, con n diferencias en relacién
al nimero de ondas foliculares durante un ciclo, o incluso entre la misma hembra, estas ondas
emergen a los 0, 6 y 11 del ciclo sexual (Vifoles et al., 2000). La emergencia de las ondas
foliculares presenta una estrecha relacion con la FSH, un aumento en las concentraciones de esta
hormona precede a la emergencia de cada onda seguido por el descenso de esta misma hormona y
negativamente correlacionado con las concentraciones de E2 producido por el foliculo dominante

de la onda folicular (Baird et al., 1991).

3.4. Tratamiento de sincronizacion de celos

La sincronizacion de celos es uno de las primeras acciones en la ovulacién mdaltiple, esto es con la
finalidad de tener control en la ovulacion de la oveja, conocer de manera predeterminada el
momento de la ovulacion permite saber el momento mas oportuno para iniciar el tratamiento de
ovulacion multiple y la fecundacion de la oveja donante (Neves, 1989). Los tratamientos permiten
inducir y sincronizar el momento del inicio del estro y sincronizar el momento de la ovulacion en

hembras anéstricas (Uribe et al., 2008).
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Los programas de sincronizacion de celos se basan principalmente en la simulacion de aquellos
eventos que ocurren de manera natural en la oveja y que regulan el ciclo sexual, estan enfocados
a manipular la fase latea o folicular; por tener mayor duracion, la fase litea es mas facil de
manipular en las ovejas, ademas de tener mejor respuesta (Wildeus, 2000). Deben inducir la atresia
de foliculos grandes, fomentar el desarrollo de una nueva oleada folicular, sincronizar el desarrollo

de un nuevo foliculo dominante y la ovulacién en un periodo predecible (Driancourt, 2001)

Los métodos mas empleados en la induccidon y/o sincronizacion del celo son aquellos que se basan

en el uso de P4, progestagenos y prostaglandinas (Uribe, et al., 2008).

3.4.1.Progesterona

El uso de la progesterona o sus analogos, tiene por objetivo simular la fase Idteal del ciclo sexual,
simulando la accion natural de la progesterona que se produce en el cuerpo luteo despues de la

ovulacion, controlando la secrecion de LH (Hansel y Convey, 1983).

Comercialmente los métodos empleados son las esponjas de poliuretano impregnadas con
progestagenos, acetato de medroxiprogesterona (MAP) y acetato de fluorogestona (FGA), y los
CIDR impregnados con progesterona natural; son insertados intravaginalmente por un periodo
entre los 12 y 14 dias, la respuesta a estro ocurre aproximadamente a las 48 h después del retiro,
estos tratamientos pueden incluir la aplicacion de eCG en dosis variadas de acuerdo a la edad del

animal, estacion y la raza (Abecia et al., 2011).

La reduccion de los tratamientos a periodos de 5 a 9 dias has sido empleados como alternativas en
periodo de anestro y durante la estacion reproductiva (Ungerfeld y Rubianes, 1999; Knights et al.,
2001; Vinoles et al., 2001), debido a que los tratamientos largos, de 12 a 14 dias, puede presentar

resultados con un ndmero elevado de animales en estro, pero fertilidad mas baja comparado con
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animales de estro natural (Menchaca y Rubianes, 2004). Ademas de lo anterior, puede ocurrir una
baja concentracion de progesterona al final del tratamiento afectando el patron de liberacion de la
LH provocando alteraciones en el crecimiento folicular, la calidad de los ovocitos que ovulan, el
proceso de fecundacion y el transporte y sobrevivencia de los espermatozoides (Bari et al., 2000;

Gonzélez- Bulnes et al., 2005; Uribe-Veldzquez et al., 2009).

3.4.2. Prostaglandinas

El uso de prostaglandinas (PGF2a) es un método alternativo en el control de la reproduccion de
ovejas mediante la eliminacion del cuerpo lateo por medio de la lutedlisis, lo que conduce a la
induccidn de una fase folicular seguida de la ovulacion; sin embargo, la desventaja del uso de las
PGF2a es que debe ser aplicada cuando esté presente un cuerpo luteo activo y sensible a PGF2a
exogenas (Abecia et al., 2012), sensibilidad que se da a partir del dia 3 del ciclo estral (Rubianes
et al., 2003). Derivado de esta sensibilidad del cuerpo lateo, los animales en anestro y aquellos
que se encuentran en una etapa temprana o tardia de la fase lutea o folicular no tendran respuesta
al tratamiento, por tal motivo es necesaria la aplicacion de dos dosis de PGF2a entre 9-10 dias de

diferencia (Abecia et al., 2012).

Otra desventaja con el uso de PGF2a es el porcentaje de fertilidad obtenido, comparado con el uso
de progestagenos y con estro natural, esto puede ser derivado a que el protocolo de dos aplicaciones
en un intervalo de 9-10 dias, hay presencia de un cuerpo liteo con la segunda aplicacion y que
altera la funcionalidad y la maduracion final de los foliculos preovulatorios (Abecia et al., 2012).
Por su parte, Fierro et al. (2013) mencionan que la refractariedad del cuerpo luteo a la dosis de
PGF2a ocurre después del dia 2 post ovulacion, por lo tanto, es necesario aplicar altas dosis para

promover la lutedlisis durante la fase temprana luteal.
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En los tratamientos de sincronizacion de celos, la combinacién de progestdgenos con
prostaglandinas, surgi6 como una posibilidad para acortar el tiempo de tratamiento del
progestageno, de 18 a 11 dias; una manera de reducir dicho periodo es la eliminacion del cuerpo
luteo mediante la administracion de PGF2a, esta aplicacion se realiza dos dias antes de retirado el
progestageno, este protocolo puede modificarse con la insercién de la esponja o CIDR por un
periodo de 9 dias y la inyeccion de PGF2a el dia 7 (Abecia et al., 2011). Los andlogos sintéticos
de prostaglandina mas comunes que se emplean son Cloprostenol, Delprostenate y Luprostiol

(Abecia et al., 2011; Fierro et al., 2013).

3.5. Tratamientos de ovulacion multiple

Un tratamiento de ovulacion multiple tiene como objetivo que la aplicacion de gonadotropina
incremente el nimero de foliculos y que estos lleguen a la ovulacion y sean fertilizados, ya que
del nimero de embriones transferibles depende el éxito de un programa de ovulacién mdltiple.
Para esto, el principio de un protocolo de ovulacién maltiple es lograr mantener concentraciones
altas de FSH para lograr ovulaciones multiples (Fonseca et al., 2008). El incremento de la tasa
ovulatoria es derivado de la combinacién de varios factores, entre ellos, el reclutamiento de
foliculos més pequefios y la disminucion del tamafio de los foliculos preovulatorios (Driancourt,

2001). Lo anterior se ha logrado mediante la aplicacion de gonadotropinas.

La gonadotropinas exdgenas mas comunmente empleadas en los tratamientos de ovulacién
multiple son la FSH y la eCG, las cuales tienen variaciones en el niumero de aplicaciones y dosis
usadas, respuesta en la tasa ovulatoria obtenida y el niUmero de embriones que se recuperan

(Oliveira, 2011)
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3.5.1. FSH

La FSH es una glucoproteina que se produce en las células gonadotrofas de la adenohipofisis,
posee un bajo contenido de acido sialico, lo que hace que la vida media de esta hormona en la
circulacién sanguinea sea de 3 a 5 h (Laster, 1972). En los protocolos de ovulacion multiple para
obtener un creciente continto y la sobrevivencia de un nimero elevado de pequefios y medianos
foliculos, es necesario mantener una cantidad elevada de FSH y constante, por lo cual la aplicacion
de mdaltiples inyecciones de FSH es el tratamiento hormonal con mayor ventaja en la ovulacion

multiple (Cueto et al., 2011).

Debido a la vida media de la FSH, la administracion de esta hormona debe ser frecuente, debe ser
administrada dos veces al dia en lapsos que pueden ir desde los 2 hasta los 4 dias (Chagas e Silva
et al., 2003; D"Alessandro et al., 2005; Bettencourt et al., 2008); asi mismo, la administracién de
dosis decrecientes incrementa el numero de foliculos preovulatorios sensibles a la gonadotropinas

y la posterior ovulacion (Gonzalez-Bulnes et al., 2002).

Los productos comerciales de FSH se comportan de manera diferente incluso entre la misma
marca, la vida media de las preparaciones son muy variables (Phillips et al., 1993); la pureza de
presente en los productos es factor que puede afectar los resultados de respuesta ovarica, calidad
embrionaria y tasa de fertilizacion, debido a la cantidad de LH, la variabilidad por lote (Wu et al.,
2011). Un contenido de LH menor al 10 % es la mas ideal, debido a que la relacion FSH:LH es
critica en el desarrollo preovulatorio de los foliculos y la posterior ovulacion (Boscos et al., 2002;

D" Alessandro et al., 2005).

La FSH puede ser extraida por medio de orina de mujeres en la post menopausia (gonadotropina

menopausica humana, hMG), FSH urinaria altamente purificada (FSHu), de extracto de hipofisis

-15-



de animales (Cerdos FSHp; ovejas FSHo) y por medio de DNA recombinante (FSHr), en
reproduccién animal los productos comerciales cominmente usados son Folltropin®, Pluset®,

Ovagen® y Stimulfoll® (Magalh&es et al., 2009).

3.5.2. eCG

La eCG (Gonadotropina Coriénica Equina) o también denominada PMSG (Gonadotropina del
Suero de Yegua Prefiada) es una gonadotropina que se produce naturalmente por las capas
endometriales de la yegua gestante en el periodo de 40 a 120 dias (Allen y Moor, 1972). La vida
media de esta hormona es larga (72 h), lo que, a altas dosis empleadas para producir la ovulacion
maltiple tiene efectos negativos en relacion a la liberacion de hormonas esteroides y las tasas de
ovulacion (Evans y Robinson, 1980). Las cantidades elevadas de estradiol pueden interferir
modificando el ambiente del Gtero, comprometen la captacion de los ovocitos por las fimbrias y el
transporte de los embriones a lo largo del tracto reproductivo de la hembra (Evans y Robinson,
1980; Cognie, 1999) también se han reportado el desarrollo de quiste foliculares (Vifioles et al.,
2001) y la produccion de anticuerpos anti-eCG en ovejas (Maurel et al., 2003). Otro de los factores
que ponen en desventaja a la eCG es por estimula un crecimiento folicular en un tiempo mas largo
y provocando con esto que el periodo de ovulacion tenga menos sincronizacion entre las hembras

en tratamiento (Cameron et al., 1988).

3.6. Agonistas de GnRH

La GnRH es un decapéptido que se sintetiza en los cuerpos celulares de las neuronas hipotaldamicas
y secretado directamente a la circulacion por el sistema porta hipofisario, estimula las células

gonadotropas de la adenohipdfisis activando la secrecion de FSH y LH (Conn y Crowley, 1991).
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En la etapa reproductiva de los rumiantes su actividad es importante para una funcion reproductiva
exitosa, la oleada de GnRH tiene un papel determinante en la induccion de la oleada de LH, para
provocar esta oleada deberd darse un incremento repentino de GnRH, la magnitud de la oleada de
LH tiene una relacion dosis-respuesta significativa con el tamafio de la oleada de LH (Karsch et
al., 1997). Las fluctuaciones en la liberacién de la GnRH dan origen a una reproduccion normal;
sin embargo, altos niveles pueden dar origen a una supresion en la liberacion de las
gonadotropinas. Considerando estas alteraciones se han estudiado los receptores de la GnRH para
desarrollar tratamientos que resuelvan los problemas reproductivos (Conn y Crowley, 1994) y
mejorar la reproduccion, por lo que ha dado origen al desarrollo de analogos sintético o agonistas

de la GnRH para manipular la reproduccion (Douglas, 1998).

El disefio de los agonistas ha sido con la finalidad de estabilizar la molécula contra la degradacion
de las enzimas, aumentar la unién a las proteinas y las membranas, y mejorar la afinidad con el
receptor (Conn y Crowley, 1994). En el caso de la GnRH natural, la degradacion se produce en el
aminoéacido Gly, posicion 6 de la cadena; por lo cual, los agonistas han sido modificados a este
nivel y se caracterizan por la presencia de un D-aminoacido en esta posicion, o la sustitucion de la
Gly-amina en la posicién 10 por una etilamina (Tabla 1). Estas modificaciones hace que los
agonistas sean sustancias mas potentes, aumenten la unién de la proteina con el receptor y aumente

la vida media en la circulacion (Ortmann et al., 2002).

Los agonistas que se emplean comunmente en en el manejo reproductivo en animales domésticos
estan: Gonadorelina (GnRH natural), Buserelina, Cistorelina, Acetato de Fertirelina, Licerelina
(Thatcher et al., 1993); en el caso de ovinos se han empleado en esquemas de sincronizacion de

celos y ovulacion mdltiple para mejorar la sincronia de la ovulacion, aumentar la tasa de
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fertilizacion y mejorar la cantidad y calidad de los embriones (Gonzales Bulnes et al., 2004;

Menchaca et al., 2009b; Azawi y Al-Mola, 2011; Cavalcanti et al., 2012).

Sin embargo, existen otros agonistas de GnRH que se emplean con mayor frecuencia en
tratamientos reproductivos en humanos y que han sido poco explorados su efecto en animales
domésticos, como es el caso de Deslorelina, Goserelina, Histrelina, Nafarelina y Triptorelina

(Lahlou et al., 2000).

En particular, la Triptorelina se ha empleado principalmente para uso humano, su estructura esta
diferenciada de la Gonadorelina por la sustitucion del aminoécido glicina por el D-triptéfano en la
posicion 6 (Figura 1). Se ha evaluado su aplicacién para bloquear la secrecion de FSH en ovejas
prepuberes (Recabarren et al., 2006). Este anadlogo de GnRH en otros estudios in vitro se reporta

que tiene una liberacion de LH hasta de 100 veces més que la GnRH natural (Lahlou et al., 2000).

GnRH (Gonadorelina) |map| peiut | [ mis' | 1p* | [ sert | [ 1y | Gy | [ Lew | [ arg | Pror J (o ][ ~m, |
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Figura 1. Secuencia de aminoacidos en agonistas de GnRH. Modificado de Ortmann et al. (2002).

3.7. Fertilizacion

En los programas de ovulacion multiple y transferencia de embriones (OMTE) la fecundacion de
las hembras puede ser por monta natural (MN) o por inseminacion artificial (1A), el uso de alguna
de ellas dependera de varios factores entre ellos el sistema de produccion donde seré aplicada, la

necesidad de introducir animales genéticamente superiores y cuya disponibilidad sea Unicamente
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via semen. Sin embargo, el mas importante es la necesidad de obtener resultados satisfactorios en

la fertilizacion de las hembras destinadas como donadoras.

3.7.1. Monta natural (MN)

En esquemas de ovulacion mdultiple y transferencia de embriones, los resultados en tasas de
fertilizacion con monta natural son variados Yy, por lo tanto, la variabilidad en relacion a la

produccion de embriones puede ser asociado a estas fallas de fertilizacion (Cognie et al., 2003).

Este fendmeno de la baja fertilidad con monta natural puede ser afectado por factores relacionados
al transporte espermatico dentro de la cavidad uterina, la captacion de los ovocitos por las fimbrias
en las hembras superestimuladas, grandes cantidades de estrogenos que se producen por los
foliculos anovulatorios o la maduracion anormal de los ovocitos que llegan a ser inviables para ser

fertilizados (Nagvi et al., 2000).

La fertilidad puede estar comprometida por los tratamientos hormonales relacionados con la
ovulacion multiple (Bari et al., 2000), la progesterona que se emplea en la sincronizacion de celos
mas la adicién de gonadotropinas en altas dosis tienen un efecto de interferencia en el trasporte de
los espermatozoides a lo largo del cérvix cuando las ovejas se empadran por MN, lo que trae como
consecuencia una disminucion en la tasa de fertilizacion (Hawk et al., 1987). La tasa de
fertilizacion en protocolo de ovulacién maltiple con monta natural son menores comparados con
inseminacion artificial por laparoscopia, 75% vs 82% respectivamente (Bari et al., 2000). Por otra
parte, Azawi y Al-Mola (2011) reportan tasa de fertilizacion de 91.5% con inseminacion por
laparoscopia y 44.8% con monta natural. En MN es recomendable que el semental sea introducido
con las hembras al inicio del celo y cada 12 h a partir de ese momento dando tres montas por

hembra (Cordeiro etl al., 2003).
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3.7.2. Inseminacion artificial (IA)

La inseminacion artificial es una de las biotecnologias de reproduccién, consiste en la introduccion
del semen en el tracto genital de la hembra mediante medios artificiales, sin que se produzca la
monta o coito, presenta varias ventajas con respecto a la MN, entre ellas es intensificar el uso
masivo de reproductores genéticamente superiores, aumenta el nimero de hembras que pueden ser
cubiertas con el mismo semental (Duran del Campo, 1980). Existen varios métodos de
inseminacion, cervical o pericervical, transcervical e intrauterina por laparoscopia, los cuales
difieren por la complejidad y expectativa de cada una de ellas y el momento apropiado para realizar
cada una de ellas considerando el tiempo de ovulacion y el periodo de vida fértil del ovocito, que

es de 12 a 24 h (Evans y Maxwell, 1987).

3.7.2.1. Cervical o Pericervical

La inseminacion cervical puede llevarse a cabo mediante una pistola de inseminacion multidosis,
la oveja se coloca inclinada con la cabeza hacia abajo, con los cuartos traseros levantados y
montados sobre un riel, se introduce un vaginoscopio hasta el fondo de la vaina y se localiza la
entrada del utero (cérvix), se introduce la pistola de inseminacion y se guia hasta la entrada del
orificio uterino y mediante suaves movimientos es introducida hasta que se obtenga resistencia
(Gibbons y Cueto, 1995). Las bajas tasas de fertilidad en esta técnica se deben principalmente al
tipo de semen empleado y el recorrido del semen a lo largo del cérvix y la reducida viabilidad en
el tracto genital (Neves, 1989), se han reportado resultados entre 10-30 % (Maxwell y Hewitt,

1986).
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3.7.2.2. Transcervical

Esta inseminacion es limitada por la anatomia del cérvix, las ovejas son colocadas en una camilla
que permite su inmovilizacion en posicion reclinada y dorsal, se introduce un vaginoscopio que
permite la localizacion del cérvix y por medio de un forceps se fija, con ayuda de este se retrae
hacia arriba lo que facilita la introduccion de una pipeta de inseminacion en el canal cervical y
hacia el lumen del Gtero, mediante esta técnica se puede trasponer el cérvix en un 80-90 % de las
hembras pero con una fertilidad muy variable (19-53 %) que depende de la experiencia del técnico
(Gibbons y Cueto, 1995). Dependiendo el sitio de deposicion del semen los resultados de fertilidad
pueden mejorar. Nufiez et al. (2000) reportan porcentajes de gestacion de 55, 58 y 64 %, con semen
congelado y depositando el semen en entrada de cérvix, mitad del cérvix y en el (tero,

respectivamente.

3.7.2.3. Intrauterina por laparoscopia

Esta técnica surgid de la necesidad de obtener niveles de fertilidad altos al utilizar semen fresco o
congelado, el semen con esta técnica se deposita directamente en los cuernos uterinos con la ayuda
de un laparoscopio (Killen y Caffery, 1982); se ha reconocido como el método més efectivo para

mejorar la fertilidad en la inseminacion de ovejas (Salomon y Maxwell, 2000).

Para llevar a cabo el procedimiento de inseminacion artificial por laparoscopia las ovejas deben
mantenerse sin alimento y agua durante 24 h, se colocan en una camilla en posicion decubito dorsal
y con una inclinacion de 45° y se realiza una limpieza y desinfeccion de la piel en la regién
abdominal. Se insertan los trocares y canulas a 7-10 cm en la region ventral de la ubre y a 5-10
cm de la linea media. Por el trocar de 7 mm se inserta la canula que esta conectada al CO2 y se

insufla para distender el abdomen y evitar riesgo de lesiones en los 6rganos. Posteriormente se
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inserta el siguiente trocar de 5 mm por donde se coloca la pistola de inseminacion con el aspic de
inseminacion y, una vez localizados los cuernos uterinos se lleva a cabo la inseminacién mediante
la inyeccion y deposito del semen en el tercio medio y en dorsal del cuerno uterino, se deposita la
mitad de semen en cada uno de los cuernos uterinos. Posterior al deposito del semen se retira la
pistola d inseminacion, el laparoscopio y las canulas. Finalmente, se aplica una solucion
desinfectante y antibidtico a cada animal (Gibbons y Cueto, 1995). La inseminacion artificial por
laparoscopia en hembras superovuladas deberé realizarse de 36 a 48 h con semen fresco y de 44 a

48 h con semen congelado (Evans y Maxwell, 1987).

En protocolos de ovulacion multiple y produccion de embriones, esta técnica ha sido empleada y
comparada con monta natural, se reportan tasas de fertilizacion del 82 % con inseminacién
artificial por laparoscopia contra 75 % con monta natural en protocolos de superovulacion con

FSH (Bari et al., 2000).

Adicional a la inseminacion por laparoscopia, se puede emplear inseminacion artificial a tiempo
fijo (IATF), tiene un impacto en el costo-eficiencia por reducir el trabajo en la deteccién de celos
y en algunos rebafios comerciales no es factible su deteccién, ya que requiere de una o hasta tres
veces al dia. Sin embargo, para la aplicacion de esta alternativa debe contarse con tratamientos
enfocados a la sincronizacién de celo y el tiempo de ovulacion de las hembras (Menchaca y
Rubianes, 2004). Los resultados exitosos con la aplicacion de la IATF son relacionados
principalmente con el tiempo en que se realiza la IATF posterior al retiro de progestageno y este
varia de acuerdo al tipo de semen empleado, el tipo de progestageno y la gonadotropina empleada

en combinacion con el progestageno (Fukui et al., 1993).
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IV. EXPERIMENTO 1. ADICION DE AGONISTA DE GnRH EN NIVELES DE LH
Y PRODUCCION DE EMBRIONES EN OVEJAS PELIBUEY

4.1. Resumen

Se evalu6 la adicion de agonista de GnRH en niveles de LH y la produccion embrionaria en
protocolos de ovulacién mdaltiple. Se utilizaron dieciocho (18) ovejas Pelibuey, las cuales fueron
distribuidas aleatoriamente en tres tratamientos y sincronizadas con CIDR durante 9 dias, con la
aplicacion de PGF», en el dia 7. A partir del dia seis, se inici¢ el tratamiento de ovulacion multiple
con FSHp en 8 dosis decrecientes cada 12 h. Veinticuatro horas posterior al retiro de CIDR, se
aplicaron Triptorelina (n=6), Gonadorelina (n=6) y sin aplicacion (n=6; grupo testigo). Las
hembras fueron inseminadas artificialmente a tiempo fijo (IATF) por laparoscopia a las 36 y 48 h
posterior al retiro de CIDR y los embriones colectados seis dias después del inicio del celo. Se
tomaron muestras de sangre cada cuatro horas a partir del retiro de CIDR por un periodo de 72 h,
para determinar los niveles de LH en plasma sanguineo. La aplicacion de Triptorelina indujo el
pico preovulatorio a las 4 h posteriores de su aplicacion; a las 28 h posteriores al retiro del CIDR
se encontraron diferencias en el pico de LH entre Triptorelina y el Testigo (P < 0.05), no asi con
Gonadorelina. EI nimero de embriones calidad 1 y transferibles fue mayor (P < 0.05) con
Triptorelina (3.75+0.62 y 6.00£1.47, respectivamente) que en el grupo Gonadorelina (1.00+0.54
y 2.6+£0.81, respectivamente). La adicion de Triptorelina a las 24 h posterior al retiro de CIDR en
protocolos de ovulacion multiple con FSH en ovejas Pelibuey, tiene un efecto en la liberacién de

LH, favoreciendo en el nimero de embriones calidad 1 y transferibles.

Palabras clave: Triptorelina, ovulacion, embriones, Pelibuey.
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4.2. Introduccion

En el proceso de mejoramiento genético en los rebafios, el uso de biotecnologias reproductivas es
de gran relevancia; entre ellas, la transferencia de embriones (TE) es una herramienta para la
multiplicacion de animales de alto valor genético. Sin embargo en este proceso, la ovulacién
multiple es clave, ya que existen varios factores que afectan los resultados; entre ellos, la edad del
animal, la raza, asi como la respuesta del ovario al tratamiento hormonal, el uso de progestagenos

y las hormonas empleadas para la ovulacion multiple (Cueto et al., 2011).

Existe una gran variedad de protocolos que se emplean en la ovulacién multiple, cada uno de ellos
tiene sus variantes en relacion al uso de hormonas. Sin embargo, en la actualidad la mayoria se
basa en el uso de Hormona Foliculo Estimulante (FSH), debido a que diversos estudios han
mostrado menor variabilidad en calidad y cantidad de embriones por donadora tratada; por lo cual,
es la hormona mas apropiada en la ovulacion multiple (Chagas e Silva et al., 2003), a dosis
decrecientes cada 12 h por un periodo de cuatro dias, incrementando con ello la tasa de ovulacion
(Gonzales de Bulnes et al., 2002; D’Alessandro et al., 2005). Uno de los factores que aun se
presentan en los protocolos de ovulacién multiple con el uso de FSH, es una gran variabilidad en
la respuesta del ovario, incluso entre animales de la misma raza, en la cantidad y calidad de los
ovocitos recuperados, la cantidad de foliculos anovulatorios y el ndmero de foliculos en
crecimiento que no llegan a ovular. Ante esta situacion, se ha buscado mejorar la sincronia de la
ovulacion, aumentar la tasa de fertilizacion y la produccion de embriones, mediante la adicion de
agonistas de la Hormona Liberadora de Gonadotropinas (GnRH) (Gonzales-Bulnes et al., 2004;
Menchaca et al., 2009a). Los agonistas comUnmente usados en esquemas de ovulacién multiple
y programas de sincronizacion de celos en ovejas son Gonadorelina, Buserelina y Licerelina

(Eppleston et al., 1991; Gonzales Bulnes et al., 2004; Menchaca et al., 2009b; Azawi y Al-Mola,
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2011; Cavalcanti et al., 2012). Sin embargo, existen otros agonistas de menor uso en animales
domesticos y que se han empleado en tratamientos reproductivos en humanos, como es el caso de

Deslorelina, Goserelina, Histrelina, Nafarelina y Triptorelina (Lahlou et al., 2000).

En particular, la Triptorelina es un agonista del GnRH, empleado principalmente en la industria
farmacéutica para uso humano, su estructura esta diferenciada de la Gonadorelina por la
sustitucion del aminoécido glicina por el D-tript6fano en la posicion 6; en dosis Unicas estimula la
liberacién de Hormona Luteinizante (LH) y Hormona Foliculo Estimulante (FSH) de la hip&fisis
con una actividad bioldgica de efecto mas intenso, debido que aumenta la vida media de la
molécula y la proteccion de su degradacion en sangre (Shapiro, 2003). En in vitro se menciona
que tiene una liberacion de LH hasta de 100 veces méas que la GnRH (Lahlou et al., 2000) y
especificamente en ovejas, se ha empleado como un analogo de liberacion lenta para bloquear la
secrecion de FSH en ovejas prepuberes (Recabarren et al., 2006). Por lo tanto, el objetivo del
presente estudio fue evaluar el efecto de la adicion de Triptorelina, a las 24 h post retiro del CIDR,
en el perfil de LH en plasma, en tasa ovulatoria, en respuesta al estro, numero y calidad de

embriones obtenidos de ovejas Pelibuey en epoca reproductiva.

4.3. Materiales y métodos

4.3.1. Animales

El experimento se realiz6 en el Municipio Amatlan de los Reyes, Veracruz, México (18°50 Ny
96° 55" 0) a 660 msnm. Se emplearon un total de 18 hembras multiparas de la raza Pelibuey, con
peso y edad promedio de 43.46 + 1.82 kg y 2.53+ 0.11 afios, respectivamente y mediana de 3 para
condicion corporal (escala de 1 a 5). Las hembras fueron mantenidas estabuladas durante la fase

experimental y alimentadas a libre acceso en pasto Estrella de Africa (Cynodon nlemfuensis). Por
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la tarde se les proporciond 0.5 kg de un concentrado con 16 % de Proteina Cruda (PC). Todos los
experimentos con animales se llevaron a cabo siguiendo los criterios de la Norma Oficial Mexicana
sobre las Especificaciones técnicas para la produccion, cuidado y uso de los animales de

laboratorio (NOM-062-Z00-1999) y el reglamento general del Colegio de Postgraduados.

4.3.2. Sincronizacion de celo

Las 18 hembras fueron agrupadas en tres tratamientos (n=6 por grupo), cada una de ellas fue
sincronizada (dia 0) mediante la insercidn de un dispositivo intravaginal impregnado con 0.3 g de
progesterona (CIDR®-Pfizer). El dia 7 posterior a la insercion del CIDR, se realizo la aplicacion
intramuscular de una dosis de 250 pg de analogo de Prostaglandina F2, (Cloprostenol, Celosil®,

Schering-Plough).

4.3.3. Induccion de ovulacion multiple

El tratamiento para inducir la ovulacion maltiple inicio el dia 6 y consisti6 en la aplicacion de 8
dosis decrecientes de FSH porcina cada 12 h (40-40, 30-30, 20-20 y 10-10 mg), llegando a un total
200 mg (Folltropin-V®, National Institutes of Health, Laboratorios Bioniche) para cada hembra;

la séptima aplicacion de FSH coincidi6 con el retiro del CIDR.

4.3.4. Aplicacion de agonistas de GnRH

Los tres grupos experimentales fueron los siguientes; tratamiento Testigo consintié Unicamente en
la aplicacion de CIDR-PGF,,y FSH. A los siguientes dos grupos, se les realizé una aplicacion via
intramuscular de andlogo de GnRH 24 h posterior al retiro del CIDR (Azawi y Al-Mola, 2011) de

la siguiente manera: tratamiento Gonadorelina, 50 pg de Gonadorelina (GnRH®, Sanfer) y
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tratamiento Triptorelina se aplicé 0.1 mg de Triptorelina (Gonapeptyl Daily®, Ferring

Pharmaceuticals).

4.3.5. Deteccion de celos y empadre

Posterior al retiro del CIDR, se llevé a cabo la deteccion de celos mediante la introduccion de un
macho provisto de mandil, en periodos de 30 min cada 4 h, hasta que el total de hembras mostraron
celo. El empadre se realizé mediante la técnica de inseminacion artificial a tiempo fijo (IATF) por
laparoscopia descrito por Maxwell y Butler (1984), a las 36 y 48 h después del retiro del
progestageno. Se empled semen fresco diluido en el diluyente Triladyl® (Minitib, Germany), en
pajillas de 0.25 mL a una concentracion de 100 x 10° espermatozoides dosis™, depositando la

mitad de la pajilla en la curvatura mayor de cada uno de los cuernos uterinos.

4.3.6. Coleccion de embriones

La recuperacion de los embriones se realiz seis dias después de iniciado el celo mediante la
técnica quirdrgica de laparotomia abdominal (Tervit y Havik, 1976). Cada una de las ovejas fue
anestesiada en un plano general, administrando una combinacion de xilazina (Procin®,
Laboratorios PiSA Agropecuaria), a razon de 0.25 mg kg™ P.V. de Clorhidrato de Xilazina +
ketamina (Anesket®, Laboratorios PiSA Agropecuaria) a razén de 1.25 mg kg! P.V. de
Clorhidrato de Ketamina, aplicada via intravenosa (I.V.). Consecutivamente, se colocaron las
ovejas en posicion decubito esternal, con la cabeza y cuello extendidos hacia arriba; se procedio a
intubar las ovejas usando una sonda endotraqueal conectada a un tubo con suministro de éxido
nitroso. Una vez aplicada la anestesia, cada una de las hembras se colocé en posicion de cubito
dorsal en una camilla especial para procedimientos quirdrgicos en un plano inclinado de 30-45°.

Se rasur0 y desinfectd el campo operatorio, se colocaron los campos quirargicos para proceder a
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la cirugia, en la cual se hizo una abertura de 5a 7 cm, a 3 cm por delante de la ubre, para exponer

el utero y los ovarios.

Una vez expuestos los cuernos uterinos, se procedio a evaluar la tasa ovulatoria, contando el
numero de cuerpos luteos en cada ovario. Posteriormente, se realizé el lavado a cada uno de ellos,
iniciando con una puncion a nivel de la base del cuerno, donde se introdujo una sonda Foley 10FR
(NIPROMR): mediante el inflado de la ampolla del extremo de la sonda se obstruye la luz uterina
y el paso hacia el cuello uterino. Posterior a la colocacion de la sonda, en el oviducto se coloco un
catéter 18G (Punzocat), mediante el cual se introdujo 40 mL de una mezcla de solucién Hartmann
y medio de colecta comercial (Vigro Complete Flush Solution®, Bioniche). Finalmente, la solucion

se recuperd mediante la sonda de Foley 10FR en una caja de Petri cuadriculada.

Una vez lavados ambos cuernos y recuperada la solucion, se realizé la sutura de la herida y se
aplicé una dosis de 1 mL 10 kg PV de antibidtico (Shotapen L.A. ®, Virbac), asi como una
aplicacion via intramuscular de 25 mg kg™ PV de Dipirona (Alnex®, Pisa Agropecuaria) durante
tres dias. La busqueda y clasificacion de los embriones se llevo a cabo con la ayuda de un
microscopio estereoscopico, evaluando los diferentes estados de desarrollo embrionario

(Wintenberg-Torres y Sevellec, 1987).

4.3.7. Perfil hormonal de LH

Con la finalidad de evaluar la respuesta del agonista de GnRH en la liberacién y su efecto en el
pico de LH, se tomaron muestras de sangre a cada una de las ovejas via puncién de la vena yugular
cada 4 h y un periodo de 72 h, iniciando al momento de retirar el CIDR. Se utilizaron tubos

vacutainer sin anticoagulante, posterior a la toma de la muestra se centrifugé a 600 X g por 15 min,
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se separd el suero por decantacion y las muestras se almacenaron a -20 °C hasta su analisis en el

Laboratorio de Reproduccidn de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la UNAM.

La concentracion de LH inmunoreactiva se cuantificd con un radioinmunoensayo en fase liquida,
validado para la LH bovina (Perera-Marin et al., 2008). El trazador se formo con la incorporacion
del Nal125 al USDA-bLH-B5-AFP11743B, mediante el método del IODO-GEN (Perera-Marin et
al., 1996). La misma proteina se utiliz6 como referencia a las dosis de 0.1, 0.5, 1.0, 2.5, 5.0 y 10
ng/tubo en cuatro replicas. El anticuerpo primario (anti-oLH-26) se utilizé a una dilucion de trabajo
1:60,000 en presencia de suero normal de conejo, 1:1,600 y la separacion del complejo antigeno-
anticuerpo se obtuvo en presencia del anticuerpo secundario (anti-lgG de conejo generado en
burro, 1:80), después de un tiempo de incubacion de 120 h a 4 °C. La cantidad minima detectable

en el sistema fue 0.05 ng mL y el coeficiente de variacion (CV) intra ensayo fue de 12.9 %.

4.3.8. Analisis estadistico

Las variables analizadas fueron: porcentaje de hembras en celo, tiempo transcurrido desde el retiro
de CIDR a la presentacion de celo (TC), tasa ovulatoria (TO), embriones calidad 1(EC1),
embriones transferibles (ETR), ovocitos no fertilizados (ONF) y porcentaje de recuperacion (PR).
La variable TC se analiz6 mediante el método de curvas de supervivencia PROC Log-Rank y las
variables TO, EC1, ETR, ONF y PR mediante una distribucion de Poisson, empleando el
procedimiento PROC GENMOD vy entre tratamientos, se analizaron mediante la prueba de
contrastes individuales (SAS, 2002). Las variables relacionadas con la concentracion de LH, se
analizaron mediante un modelo mixto empleando el procedimiento PROC MIXED (SAS, 2002).

Las diferencias fueron consideradas significativas a P < 0.05.
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4.4. Resultados

4.4.1. Concentracion hormonal de LH

Las concentraciones de LH en plasma mostraron niveles basales (menos de 2 ng mL™) a un
méaximo de 20.4 ng mL. El pico de LH se dio a las 28 h post retiro del progestageno en los
tratamientos de Gonadorelina y Triptorelina, y a las 32 h en el testigo (Figura 2). Asi mismo, la
aplicacion de agonista de GnRH 24 h posterior al retiro del CIDR tuvo un efecto en la respuesta
en el pico preovulatorio de LH en los grupos Gonadorelina y Triptorelina, llegando a un nivel

mas alto en el caso de Triptorelina.
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Figura 2. Valores medios en el perfil hormonal de LH

Uno de los objetivos con la aplicacion de agonistas de GnRH es provocar el pico preovulatorio de

LH; en este caso al medir la respuesta posterior a la aplicacion de Gonadorelina y Triptorelina, se
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puede observar que en ambos grupos el pico de LH se presento a las 28 h post retiro del CIDR,
encontrandose diferencias en la concentracion de LH entre el grupo Testigo y Triptorelina (P <
0.05). En relacion al tiempo transcurrido (h) desde el inicio hasta el término de la curva, se
encontraron diferencias con la aplicacion de Triptorelina (22+2.25) comparado con el grupo de
Gonadorelina (32.66+2.61) y Testigo (36.6+3.78) (P < 0.05). De igual manera, se logré ver el
efecto de la aplicacion de un agonista al reducir el tiempo desde el pico hasta que finaliz6 la curva
de LH; 18.6+£2.23, 24+2.92 y 14+1.71, para Testigo, Gonadorelina y Triptorelina, respectivamente;

con diferencias unicamente entre los dos ultimos tratamientos (P < 0.05).

4.4.2. Comportamiento estral

El comportamiento en la respuesta del tratamiento de sincronizacion fue favorable, ya que el total
de las ovejas tratadas en los tres grupos experimentales mostraron celo antes de las 18 h
posteriores al retiro del progestageno. El tiempo trascurrido entre el retiro del CIDR y la
manifestacion de estro tuvo diferencias entre el grupo Gonadorelina y Triptorelina (P < 0.05)

(Cuadro 1).

4.4.3.Respuesta a la ovulacion multiple

En la respuesta a la ovulacion, se evalué primeramente la tasa ovulatoria, mediante el conteo del
numero de cuerpos lateos (CL) presentes en cada uno de las ovejas tratadas. La aplicacion de
agonistas de GnRH no tuvo efecto en la respuesta a la tasa ovulatoria entre los tres tratamientos
(Cuadro 1, P>0.05). Otro factor importante a evaluar es la calidad de los embriones, en este sentido
al evaluar el nimero de embriones con calidad 1, el efecto de la aplicacion de agonista de GnRH
mejord la respuesta en la calidad del embrion, con diferencias significativas entre el grupo

Gonadorelina y Triptorelina (P<0.05). De esta manera, con la aplicacion de GnRH, se busca
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mejorar la respuesta en el nimero de embriones de calidad para ser transferidos; los resultados se
mejoran con la adicién de Triptorelina, aumentando el nimero de embriones transferibles y con
diferencia estadistica con el grupo Gonadorelina (P < 0.05) y sin diferencia con el Testigo (P >

0.05).

Cuadro 1. Respuesta a la adicion de agonistas de GnRH en la ovulacion multiple de ovejas
Pelibuey con IATF

Testigo Gonadorelina  Triptorelina
(n=6) (n=6) (n=6)

Comportamiento estral

Numero de hembras en celo 6/6 (100%) 6/6 (100%) 6/6 (100%)

Remocion CIDR a estro (h) 16.5+1.50% 12.00+1.24%  17.08+3.86°
Respuesta a ovulacion multiple

Tasa ovulatoria 12.75+4.38% 13.8+3.05% 13.5+2.84%

Embriones calidad 1 2.75+1.432 1.00+0.54° 3.75+0.622

Embriones transferibles 5.25+2.98% 2.6+0.81° 6.00+1.472

Ovocitos no fertilizados 0.0+0.00? 0.8+0.58" 0.0+0.00?

% de recuperacion 55.8+18.93% 52.43+4.13*  58.32+14.45%

Literales diferentes en hileras difieren estadisticamente (p<0.05).

Por otro lado, en los tratamientos Testigo y Triptorelina no se encontraron ovocitos no fertilizados.
Y en el caso de Gonadorelina, hubo diferencia con los otros tratamientos (0.8+0.58; P < 0.05). Y
finalmente, en el porcentaje de estructuras embrionarias recuperadas en relacion al nimero total
de cuerpos luteos observados en las hembras, no se mostraron diferencias estadisticas (P > 0.05)

entre los tres grupos; Testigo, Gonadorelina y Triptorelina.

-41 -



4.5. Discusion

La funcidn principal del GnRH, secretado endégenamente o administrado exdégenamente, durante
la fase folicular es inducir el pico de LH y ovular los foliculos dependientes de la misma hormona
(Hashem et al., 2015), ya que se espera que la mayoria de las hembras sean similares en la etapa
de crecimiento y desarrollo folicular (Husein y Kridli, 2003). En el presente estudio se evaluaron
las concentraciones séricas de LH con la finalidad de caracterizar la oleada preovulatoria y
determinar el efecto de los agonistas Triptorelina y Gonadorelina en la liberacion de LH v,
posteriormente, la respuesta en la tasa de ovulacion. Los resultados muestran una sincronia en la
oleada de LH entre las hembras con Triptorelina, logrando con ello que el pico preovulatorio se
diera a las 28 h post retiro del CIDR en los grupos de Gonadorelina y Triptorelina, comparado
con el grupo testigo; en este punto se encontrd diferencias en la concentracion de LH entre el grupo
testigo y Triptorelina (p<0.05). La aplicacion intramuscular de Triptorelina 24 h post retiro de
CIDR tuvo un efecto de manera rapida, igual a la reportada por Eppleston et al. (1991), quienes
concluyeron que la aplicacion de un agonista de GnRH induce un pico de LH entre las 1y 4 h
posteriores al tratamiento. En otros estudios, la Triptorelina se ha evaluado por su efecto
superagonista in Vivo, una inyeccion de 1 mg de Triptorelina por kg de peso corporal puede
inducir hasta 10 veces la liberacion de LH de manera inmediata, comparado con la misma dosis
de GnRH (Lahlou et al., 2000). Lo reportado por otros autores sobre agonistas de GnRH pudo
confirmarse en el presente estudio y concluir que la aplicacion de Triptorelina tiene un efecto
positivo y rapido en la liberacion de LH, lo cual incrementa la concentracion sérica en el pico

preovulatorio y reduce el tiempo desde el retiro de CIDR y el pico de LH.
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Parte de los objetivos en un programa de sincronizacion y ovulacién multiple, el nimero de
hembras que manifiestan celo y ademas de forma sincronizada es parte de los objetivos. Con el
uso de progestagenos, los resultados son aceptables cuando el 90 % de las hembras muestra signos
de celo en las proximas 72 h posteriores al retiro del CIDR (Van Cleeff et al., 1998). En relacion
a lo anterior, la respuesta de las hembras al proceso de sincronizacion se considera excelente, ya
que el 100 % de las hembras respondieron a los tratamientos con la presencia de celo. Estos
resultados son similares a los reportados por Arroyo-Ledezma et al. (2013) en ovejas de pelo, y
por Menchaca et al. (2009b) en tratamientos de superovulacion con sincronizacion de celos
mediante CIDR. Por otra parte, en la raza Pelibuey se reportan resultados con la respuesta en el
100 % de las hembras sometidas a sincronizacion de celos con esponjas en un periodo de 36 h

post retiro (Avendario-Reyes et al., 2007).

Ademas del tiempo de respuesta en el nimero de hembras en celo con el uso de CIDR, también es
relevante considerar el tiempo que transcurre entre el retiro y la manifestacion del celo. En este
sentido, en el presente estudio se observo que las ovejas exhibieron una conducta estral entre las
12+1.24, 16.5+1.5y 17.08+£3.86 h para los tratamientos de Gonadorelina, Testigo y Triptorelina,
respectivamente. Este tiempo transcurrido entre el retiro de dispositivo y la presentacion de celo
€S mas corto en comparacion con otros resultados de investigacion con el uso de CIDR y FSHp
que mencionan 14.4 + 0.7 h (Menchaca et al., 2009b) y 25.5+6.2 h (Oliveira et al., 2012).
Diversas investigaciones han demostrado que el uso de CIDR para la sincronizacion de celos ha
demostrado reducir el tiempo entre el retiro del mismo y la exhibicion de celo, debido a diversos
factores como la tasa de absorcion y el metabolismo de los progestagenos empleados (Swelum et

al., 2015), asi como el tiempo que tardan los residuos de los progestagenos en ser eliminados del

-43 -



organismo, tal es el caso de las esponjas (Menegatos et al., 2003). Asi mismo, Wierzchos et al.
(1992) mencionan que el tiempo en el inicio de celo esta correlacionado con la cantidad de
hormona empleada en la sincronizacion a base de gonadotropinas porcinas. En la presente
investigacion, la adicion de agonistas de GnRH no tuvo efecto en el tiempo de inicio de celo
posterior al retiro de CIDR, debido a que la aplicacién de GnRH se dio las 24 h posteriores al

retiro del mismo y la manifestacion de celo se present6 antes de las 18 h en los tres tratamientos.

Otro de los objetivos que se busca con el uso de progesterona en el tratamiento de sincronizacion
y ovulacion multiple es que el crecimiento y desarrollo folicular sean similares en el total de las
hembras (Husein y Kridli, 2003). Lo anterior es de vital importancia cuando se lleva a cabo un
proceso de superovulacién, debido a que la dindmica de crecimiento de los foliculos en el ovario
estd relacionado con la fuente de FSH que se usa (Gonzales de Bulnes et al., 2002). La
modificacion de la fase lutea es parte de la sincronizacion del celo en las ovejas (Abecia et al.,
2011), una retroalimentacion negativa de LH es provocada con el uso de progestagenos, al
momento del retiro del mismo se da un pico preovulatorio de la LH, provocando mas tarde la
ovulacion (Leyva et al., 1998). La adicion de GnRH a los protocolos de sincronizacion de celos y
ovulacion mdltiple ha demostrado reducir las variaciones del pico de LH, para concentrar e
incrementar la tasa de ovulacion en ovinos y otras especies (Akinlosotu y Wilder, 1993; Brissow
et al., 1996; Pierson et al., 2003; Sirjani et al., 2011). La respuesta a tasa ovulatoria no tuvo
diferencias entre los tratamientos evaluados, resultados similares a los reportados por Walker et
al. (1989), quienes reportaron resultados sin diferencias en el nimero de cuerpos liteos en el ovario
y, de manera similar, el mismo resultado se reporta con el uso de eCG y la adicion de GnRH en

época no reproductiva (Azawi y Al-Mola, 2011). Por otra parte, estudios reportan aumento en
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el numero de cuerpos luteos con la adicion de GnRH, posterior a la remocién del progestageno
(Menchaca et al., 2009b; Azawi y Al-Mola, 2011). En ovejas Pelibuey se reportan tasas de
ovulacion semejantes cuando se emplean FSH-LH como hormona superovulatoria (Aké-Lopez et
al., 2003). Mientras tanto, Herrera-Camacho et al. (2008) reportan que con la adicion de &cidos
grasos en la dieta, obtuvieron 14.73+1.87 cuerpos luteos por oveja; sin embargo, en el grupo

control se encontraron 10.73+1.42 cuerpos l0teos.

En relacion a la calidad de los embriones se encontr6 diferencia en la media de embriones calidad
1 y transferibles entre las ovejas que recibieron Gonadorelina comparado con las que recibieron
Triptorelina. Estas diferencias estadisticas en la calidad de los embriones, pudo ser debido
probablemente a las caracteristicas del pico de LH Veiga-Lopez et al., 2006) y resultado de la
accion de la Triptorelina, al tener una vida media méas prolongada y menor degradacion en sangre

por efecto de las enzimas (Shapiro, 2003).

4.6. Conclusion

La administracion de agonista de GnRH, Triptorelina, 24 h posterior al retiro del CIDR mejoré la
respuesta en la liberacion y la sincronizacion del pico de LH, asi como en la respuesta en la
produccion de embriones calidad 1 y transferibles en ovejas Pelibuey. Sin embargo, en las
variables de tasa ovulatoria, ovocitos no fertilizados y porcentaje de recuperacion no hay
deferencia entre agonistas y el grupo testigo. Finalmente, los protocolos de ovulacion maltiple a
base de FSH mas la adicion de agonistas de GnRH, como la Triptorelina, es un esquema util con
buenos resultados en la produccion de embriones de calidad y transferibles en la oveja de la raza

Pelibuey.
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V. EXPERIMENTO 2. ADICION DE TRIPTORELINA E INSEMINACION
ARTIFICIAL A TIEMPO FIJO EN RESPUESTA EMBRIONARIA Y COSTO
DE PRODUCCION EN OVEJAS PELIBUEY

5.1. Resumen

Con la finalidad de evaluar el efecto de la adicion de Triptorelina (TRIP) y la inseminacién
artificial a tiempo fijo (IATF) en la respuesta del ovario en la produccién de embriones; asi como,
el costo de produccién de un embrion, se desarroll6 un experimento en el cual se ocuparon
veinticuatro ovejas Pelibuey, distribuidas en cuatro grupos, se sincronizaron con CIDR, ademas
de la aplicacion de PGF,,. Se us6 FSH en ocho dosis decrecientes cada 12 h como parte del
tratamiento de ovulacion maltiple. Los tratamientos se dividieron por la aplicacion de FSH + PGF,,
con monta natural (FSH-MN) e inseminacion artificial a tiempo fijo via intrauterina (FSH-1ATF)
y la aplicacion de FSH + PGF,, + Triptorelina (TRIP), con monta natural (FSH-TRIP-MN) y con
inseminacion artificial (FSH-TRIP-IATF). Las hembras del grupo MN fueron inseminadas al
inicio de celo y dos montas posteriores en un intervalo de 6 h y, las ovejas del grupo restante se
inseminaron con semen fresco mediante IATF por laparoscopia 36 y 48 h posteriores a retiro de
CIDR. La adicién de TRIP aumentd la tasa ovulatoria entre los tratamientos FSH-MN y FSH-
TRIP-MN (P < 0.05) y entre los grupos FSH-MN y FSH-TRIP-IATF (P < 0.05). Los embriones
calidad 1 también se reflejaron diferencias entre los tratamientos FSH-MN vs FSH-IATF (P <
0.05) y entre los tratamientos FSH-MN vs FSH-TRIP-1A (P < 0.05). No existen diferencias entre
los tratamientos al evaluar el nimero de embriones transferibles. El costo de produccion de un
embrién es menor con la aplicacion de TRIP y el uso de IATF. En tratamiento de ovulacion
multiple con FSH + PGF,, mas la adicion de Triptorelina e IATF por laparoscopia es una
alternativa en los programas de mejoramiento genético para la difusion acelerada del uso animales
de elevado valor genético en la raza Pelibuey.

Palabras Clave: Inseminacion, Laparoscopia, Triptorelina, Costo Embrion.
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5.2. Introduccion

En Meéxico, la cria de ovinos de pelo es una actividad en constante crecimiento por su excelente
adaptacion a diferentes condiciones climaticas y buena demanda en el mercado de la carne; sin
embargo, para aprovechar estas ventajas es necesario incrementar el nimero de animales de
elevado nivel genético mediante herramientas biotecnoldgicas con buenos resultados y que
reduzcan los costos de produccion para los productores. Dentro de las biotecnologias reproductivas
disponibles como la ovulacion mdltiple, la transferencia de embriones (TE) y la inseminacion
artificial (1A), son técnicas viables y practicas que permiten la difusion mas acelerada de
caracteristicas deseables en los rebafios. No obstante, en la gran mayoria de las veces se enfrenta
aun elevado costo en el método de ovulacion maltiple y la inseminacion artificial por laparoscopia,
por lo cual es necesario buscar estrategias que disminuyan las desventajas de las herramientas ante

mencionadas.

En la ovulacion multiple, factores como la raza, edad, manejo nutricional, condiciones climéticas,
el tipo de progesterona empleado, la gonadotropina usada y el tipo de inseminacion usada, pueden
ser factores que influyen en la respuesta del ovario (Rubianes et al., 1997, Gonzales de Bulnes et

al., 2002).

La inseminacion por monta natural (MN) presenta ciertos riesgos para una éptima tasa de
fertilizacion (Trouson y Moore, 1974), uno de los factores es la barrera cervical y la dificultad de
los espermatozoides para atravesarla. Este problema de transporte se incrementa con los protocolos
hormonales que se emplean en la sincronizacion estral y la ovulacion multiple (Nagvi et al., 2001);
por lo cual, la inseminacion artificial a tiempo fijo (IATF) es una alternativa viable en los
programas de ovulacion multiple. Pinna et al. (2008) mencionan que la inseminacion debe ser
realizada de tal forma que los espermatozoides estén aptos para fecundar el ovulo liberado en la
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ovulacion y en condiciones de ser fecundado; la sincronia entre la ovulacion y la inseminacion por
monta natural o artificial es importante para obtener las mejores tasas de fertilidad (\Veiga-Lopez

et al., 2008).

Con base en lo anterior, conocer el momento de la ovulacién en las hembras es de gran ayuda
para mejorar los resultados de fertilidad, ya que un buen resultado en el nimero de embriones
obtenidos estd determinado por la sincronia entre el momento de la inseminacion artificial y la
ovulacion (Cognie, 1999; Veiga-Lopez et al., 2008). Con la finalidad de mejorar la sincronia de la
ovulacion, aumentar la tasa de fertilizacion y la produccidn de embriones, se ha usado agonistas
de la Hormona Liberadora de Gonadotropinas (GnRH) (Gonzales-Bulnes et al., 2004; Menchaca
et al., 2009b). En protocolos de ovulacion mdaltiple con FSH mas la adicién de GnRH 24 h
posterior al retiro del progestageno incrementa la tasa de ovulacion, ademas la combinacion con
inseminacion artificial por laparoscopia puede incrementar el porcentaje de fertilizacion, lo cual

puede contribuir a un mejoramiento genético en los ovinos (Azawi y Al-Mola, 2011).

Derivado de lo anterior, el objetivo del presente estudio fue evaluar el efecto de la adicion de
Triptorelina en un protocolo de ovulacion maltiple con FSH en ovejas de la raza Pelibuey en época
reproductiva, inseminadas artificialmente a tiempo fijo por laparoscopia, en variables relacionadas

con respuesta embrionaria y el costo de produccidn por embrion en cada uno de los tratamientos.

5.3. Materiales y métodos.

5.3.1. Animales
El experimento se realizé en el Municipio Amatlan de los Reyes, Veracruz, México, (18°50 Ny
96° 55" 0) a 660 msnm. Se emplearon un total de 24 hembras multiparas de la raza Pelibuey, peso

y edad promedio de 40.4 + 1.22 kg y 2.00% 0.12 afios, respectivamente y mediana de 2.5 para
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condicion corporal (escala de 1 a 5). Las hembras fueron mantenidas estabuladas durante la fase
experimental y alimentadas a libre acceso en pasto Estrella de Africa (Cynodon nlemfuensis). Por
la tarde, se les proporcion6 0.5 kg de un concentrado con 16 % de Proteina Cruda (PC). Todos los
experimentos con animales se llevaron a cabo siguiendo los criterios de la Norma Oficial Mexicana
sobre las Especificaciones técnicas para la produccion, cuidado y uso de los animales de

laboratorio (NOM-062-Z00-1999) y el reglamento general del Colegio de Postgraduados.

5.3.2. Sincronizacion de celo

Las hembras fueron agrupadas en cuatro tratamientos (n=6 por grupo), cada una de ellas fue
sincronizada (dia 0) mediante la insercion de un dispositivo intravaginal impregnado con 0.3 g de
progesterona (CIDR®-Pfizer). Al dia 7 posterior a la insercion del CIDR, se realiz6 la aplicacion
intramuscular de una dosis de 250 pg de andlogo de Prostaglandina F», (Cloprostenol, Celosil®,

Schering-Plough).

5.3.3. Induccion de ovulacion multiple

El tratamiento para inducir la ovulacion maltiple inicio el dia 6 y consistié en la aplicacion de FSH
porcina en 8 dosis decrecientes cada 12 h (40-40, 30-30, 20-20 y 10-10 mg), aplicando un total
200 mg (Folltropin-V®, National Institutes of Health, Laboratorios Bioniche) por cada hembra; la

séptima aplicacion de FSH coincidio con el retiro del CIDR.

5.3.4. Tratamientos

Las 24 hembras se dividieron en cuatro grupos experimentales con seis animales(n=6) cada uno.
El grupo 1 recibié Unicamente la aplicacion de FSH + PGF,, e inseminacion por monta natural
(FSH-MN); el grupo 2 mediante la aplicacion de FSH + PGF,, y la inseminacién artificial a tiempo

fijo por laparoscopia (FSH-IATF); el grupo 3 recibié FSH + PGF,, mas la aplicacion via
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intramuscular de un analogo de GnRH, Triptorelina (TRIP; 0.1 mg de Triptorelina; Gonapeptyl
Daily, Ferring Pharmaceuticals) 24 h posterior al retiro del CIDR (Azawi y Al-Mola, 2011) e
inseminacion por monta natural (FSH-TRIP-MN) vy, el grupo 4 recibié FSH + PGF,, + TRIP e

inseminacion artificial a tiempo fijo por laparoscopia (FSH-TRIP-IATF) .

5.3.5. Deteccion de celos e inseminacion

Posterior al retiro del CIDR, se llevd a cabo la deteccion de celos mediante la introduccion de un
macho provisto de mandil, en periodos de 30 min cada 4 h, hasta que el total de hembras mostraron
celo. La inseminacidn se realiz6 de la siguiente manera: los grupos (FSH-MN y FSH-TRIP-MN)
se realizé mediante monta natural empleando dos machos adultos de la misma raza previamente
probada su fertilidad, las montas se dieron al inicio del celo y dos montas posteriores con un
intervalo de 6 h cada una. Los dos grupos restantes (FSH-IATF y FSH-TRIP-IATF) se
inseminaron mediante la técnica de inseminacion artificial a tiempo fijo (IATF) por laparoscopia
descrito por Maxwell et al. (1984), a las 36 y 48 h después del retiro del progestageno (Azawi y
Al-Mola, 2011). Se emple6 semen fresco, obtenido y evaluado 30 min antes de la IATF, fue
diluido en Triladyl® (Minitiib, Germany), en pajillas de 0.25 mL a una concentracion de 100 x
10° espermatozoides dosis™, depositando la mitad de la pajilla en la curvatura mayor de cada uno

de los cuernos uterinos.

5.3.6. Coleccion de embriones

La recuperacion de los embriones se realizo seis dias después de iniciado el celo mediante la
técnica quirdrgica de laparotomia media ventral (Tervit y Havik, 1976). Cada una de las ovejas
fue anestesiada en un plano general, administrando una combinacién de xilazina (Procin®,

Laboratorios PiSA Agropecuaria), a razon de 0.25 mg kg P.V. de Clorhidrato de Xilazina +
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ketamina (Anesket®, Laboratorios PiSA Agropecuaria) a razén de 1.25 mg kg? P.V. de
Clorhidrato de Ketamina, aplicada via intravenosa (I.V.). Consecutivamente, se colocaron las
ovejas en posicion decubito esternal, con la cabeza y cuello extendidos hacia arriba; se procedio a
intubar las ovejas usando una sonda endotraqueal conectada a un tubo con suministro de éxido
nitroso. Una vez aplicada la anestesia, cada una de las hembras se coloc6 en posicién de cubito
dorsal en una camilla especial para procedimientos quirdrgicos en un plano inclinado de 30-45°.
Se rasur0 y desinfectd el campo operatorio, se colocaron los campos quirirgicos para proceder a
la cirugia, en la cual se hizo una abertura de 5a 7 cm, a 3 cm por delante de la ubre, para exponer

el Utero y los ovarios.

Una vez expuestos los cuernos uterinos, se procedio a evaluar la tasa ovulatoria, contando el
numero de cuerpos luteos en cada ovario. Posteriormente, se realizo el lavado a cada uno de ellos,
iniciando con una puncion a nivel de la base del cuerno, donde se introdujo una sonda Foley 10FR
(NIPROMR); mediante el inflado de la ampolla del extremo de la sonda se obstruye la luz uterina
y el paso hacia el cuello uterino. Posterior a la colocacion de la sonda, en el oviducto se colocé un
catéter 18G (Punzocat), mediante el cual se introdujo 40 mL de una mezcla de solucién Hartmann
y medio de colecta comercial (Vigro Complete Flush Solution®, Bioniche). Finalmente, la solucion

se recuperd mediante la sonda de Foley 10FR en una caja de Petri cuadriculada.

Una vez lavados ambos cuernos y recuperada la solucion, se realizo la sutura de la herida y se
aplico una dosis de 1 mL 10 kg PV de antibidtico (Shotapen L.A. ®, Virbac), asi como una
aplicacion via intramuscular de 25 mg kg™ PV de Dipirona (Alnex®, Pisa Agropecuaria) durante
tres dias. La busqueda y clasificacion de los embriones se llevo a cabo con la ayuda de un
microscopio estereoscépico, evaluando los diferentes estados de desarrollo embrionario

(Wintenberg-Torres y Sevellec, 1987).
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5.3.7. Analisis estadistico

Las variables analizadas fueron: Porcentaje de hembras en celo, tiempo transcurrido desde el retiro
de CIDR a la presentacion de celo (TC), tasa ovulatoria (TO), embriones calidad 1(EC1),
embriones transferibles (ETR), ovocitos no fertilizados (ONF) y porcentaje de recuperacion (PR).
La variable TC se analizé mediante el método de curvas de supervivencia PROC Log-Rank y las
variables TO, EC1, ETR, ONF y PR mediante una distribucién de Poisson, empleando el
procedimiento PROC GENMOD vy entre tratamientos se analizaron mediante la prueba de

contrastes o comparaciones ortogonales.

5.3.8. Determinacion de costo de produccion

Para determinar el costo de produccion de un embrion en cada una de los tratamientos se
determinaron los siguientes rubros en costos fijos (CF) y costos variables (CV) bajo el

procedimiento de método de costos operacionales (Fernandes et al., 2010):

Costos variables: en este rubro se consideraron todos los gastos, considerando material,
medicamentos y hormonales, relacionados a: sincronizacién y superovulacion de las hembras,
gastos relacionados a la inseminacion artificial, gastos del proceso de colecta de embriones y los
gastos de mano de obra especializada y apoyo (inseminacion, colecta y cuidado y alimentacion de
los animales) y la alimentacion de las hembra y semental, en monta natural, por el periodo de 40

dias.

Costos fijos: en este rubro se considerd lo relacionado a la depreciacion de las hembras (DH) y el
semental (DM) en el caso de los protocolos con monta natural, para lo cual se realizé tomando en

cuenta el costo inicial de compra de una hembra primala (CIH), el costo de venta de esa misma
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hembra después de 3 afios (CVH) y el nimero de posibles lavados en un periodo de 3 afios de vida
atil, para este caso se consideran 6 lavados. En el caso del semental, se realiz6 considerando el
costo de compra (CIM), el costo de venta de ese semental después de tres afios (CVS) y el nimero
de posibles montas que se tendria para la inseminacion por monta natural de las hembras; es decir,
tres montas por hembra por un total de 6 posibles lavados en cada hembra y considerando una
relacion de 5 hembras por semental, lo cual arroj6 un total de 90 montas; es importante mencionar
que se considera que se adquiere el animal de buena calidad genética y solo se usa en la produccién

de embriones.

La suma de costos fijos y variables se determina como costos totales de operacion (CTO), los
cuales a su vez fueron divididos entre el nimero de embriones transferibles (ET) por oveja, cuyo

resultado es el costo unitario de produccion de un embrion (Lopes y Dos Santos, 2013).

5.4. Resultados

5.4.1. Comportamiento estral

La respuesta al tratamiento de sincronizacion estral fue favorable en los cuatro grupos, el total de
las hembras asignadas a cada tratamiento mostraron signos de celo posterior al retiro del
dispositivo impregnado con progesterona. El tiempo trascurrido entre el retiro de CIDR y la
presentacion de celo fue variable entre los grupos; sin embargo, Unicamente las diferencias se

presentaron entre los grupos FSH-MN y FSH-TRIP-IATF (P < 0.05) (Cuadro 2).

5.4.2. Respuesta a la ovulacion multiple
La respuesta al tratamiento de ovulacién mdaltiple tuvo una gran variabilidad en los resultados. En
primer lugar, se evalu6 la tasa ovulatoria, como la respuesta del ovario mediante la cantidad de

cuerpos luteos, se observo efecto de la aplicacion de Triptorelina en el grupo de hembras que se

-57-



empadraron mediante la monta, hubo diferencia entre el grupo FSH-MN y FSH-TRIP-MN (P <

0.05); al igual, se observd diferencia entre el grupo FSH-MN y FSH-TRIP-IATF (P < 0.05).

Cuadro 2. Respuesta a la adicién de GnRH y tipo de inseminacion en la ovulacion maltiple de

ovejas Pelibuey

FSH-MN FSH-TRIP- FSH-IATF FSH-TRIP-
(n=6) MN (n=6) IATF
(n=6) (n=6)
Comportamiento estral
Numero de hembras en celo 6/6 (100%) 6/6 (100%) 6/6 (100%) 6/6 (100%)
Remocion CIDR a estro (h) 12.36+1.462 13.1840.77 16.5+1.50@ 17.08+3.86°
Respuesta a superovulacion
Tasa ovulatoria 8.66+1.85? 16.0045.40b¢ 12.75+4.38% 13.5+2.84bc
Embriones calidad 1 1+0.362 2.2+0.8% 2.75+1.43° 3.75+0.62°
Embriones transferibles 3.33+£1.052 4.8+1.652 5.25+2.982 6.00£1.472
Ovocitos no fertilizados 0.5+0.222 1.6+1.62 0.0+0.002 0.0+0.002
% de recuperacion 53.23+4.252 53.87+11.512 55.8+18.932 58.32+14.452

Literales diferentes en hileras difieren estadisticamente (P<0.05).

Al realizar la evaluacion de la calidad de los embriones, se encontraron diferencias (P <0.05) en

el nimero de embriones calidad 1 en las hembras empadradas mediante monta natural al

compararla con las hembras inseminadas y que no se les adiciono Triptorelina (FSH-MN vs. FSH-

IATF); igualmente se detectaron diferencias al comparar el grupo FSH-MN con el grupo que se

le adiciono Triptorelina y se empadré mediante inseminacion (FSH-TRIP-IATF) (P < 0.05).

En la variable de embriones transferibles no se mostraron diferencias en cuanto al uso de agonista

de GnRH vy el tipo de empadre empleado. En el caso de analizar el tratamiento de FSH-MN vs.

FSH-TRIP-1A se identificd que son iguales los resultados entre ambos tratamientos (P=0.05). En



el caso de la media en el nimero de ovocitos no fertilizados no existe diferencia entre los

tratamientos empleados en el presente experimento (P >0.05).

El nimero de estructuras colectadas en relacién al total de cuerpos luteos en el ovario se define
como el porcentaje de recuperacion, en este sentido no existen diferencias entre los tratamientos

evaluados.

5.4.3. Costo de produccion

Los gastos que se realizan en cada uno de los tratamientos de ovulacién maltiple de desglosaron
por cada uno de los rubros mostrados en el Cuadro 3. Existen rubros donde los gastos son iguales
entre los tratamientos, los relacionados a sincronizacion y ovulacion multiple incrementan en los
tratamientos que se les aplica Triptorelina por el costo de la dosis de esta hormona, asi mismo en
el rubro de mano de obra y alimentacion por el costo que se requiere en la mano de obra del
personal que insemina y apoya en este proceso, a diferencia de los de monta natural. En el caso de
la depreciacion, solamente se considera en los tratamientos de monta natural por la necesidad de
contar con el semental en la misma explotacion, en IATF se considera en los gastos por la compra

de pajillas para inseminar.

Como se puede observar en el Cuadro 3, los costos totales de operacion son muy similares en cada
uno de los tratamientos, incrementandose Unicamente en los tratamientos que se les aplico
Triptorelina (FSH-TRIP-MN, FSH-TRIP-1ATF); sin embargo, el costo de produccidn por embrion
es mas bajo en los protocolos de IATF. En particular, esto fue debido principalmente al mayor

numero de embriones transferibles obtenidos por oveja.
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Cuadro 3. Costo de produccion por embrion, con la adicion de GnRH vy tipo de inseminacion en
ovejas Pelibuey

FSH-MN  FSH-TRIP-MN FSH-IATF FSH-TRIP-IATF

Gastos Variables ($)

Sincronizacion y ovulaciéon

miltiple 1,063.00 1,302.00 1,063.00 1,302.00

Inseminacion 0.00 0.00 470.20 470.20

Colecta de embriones 222.60 222.60 222.60 222.60

Mano de obra y alimentaciéon 1,590.00 1,590.00 1,680.00 1,680.00
Gastos Fijos ($)

Depreciacion hembras 833.30 833.30 833.30 833.30

Depreciacion macho 88.90 88.90 0.00 0.00
Costos totales de operacion ($) 3,797.80 4,036.80 4,269.10 4,508.10
No. de embriones Transferibles 3.3 4.8 5.2 6.0
g;f)tﬁ :r? g)"d““ié“ por 1,150.85 841.00 813.16 751.35

5.5. Discusion

Una de los principales objetivos cuando se realiza la ovulacion multiple es la multiplicacién de
animales de alto valor genético de manera rapida; en este sentido el empleo de la inseminacion
artificial es una herramienta que apoya la multiplicacién de estos animales. La inseminacion
artificial a tiempo fijo (IATF) es una herramienta importante, ya que reduce los costos implicados
en la deteccion de celos en las hembras a empadrar. Sin embargo, el empleo de esta herramienta
requiere de otros factores importantes para el éxito, el mas importante es la sincronia de las
hembras entre la ovulacién y el momento de inseminacion con la finalidad de obtener las mejores
tasas de fertilidad, ya existe variabilidad entre el inicio de celo, el pico preovulatorio de LH y la

ovulacion en los tratamientos de ovulacion maltiple (Veiga-Lopez et al., 2008).
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Considerando lo anterior, los resultados del presente estudio en relacion a la respuesta de las
hembras al protocolo de sincronizacion son adecuados, el 100 % de las hembras mostraron signos
de celo. Van Cleeff et al. (1998) mencionan que los resultados son adecuados cuando maés del 90
% de hembras muestran signos de celo en los programas de sincronizacion con CIDR. En otros
estudios, se han reportado que la totalidad de las hembras presentan estro con el empleo de CIDR
(Luther etal., 2007; Menchaca et al., 2009b), al igual que en ovejas Pelibuey con el uso de esponjas
impregnadas con 40 mg de FGA (Avendafo-Reyes et al., 2007). Con base en los resultados en el
numero de ovejas que mostraron celo, se puede comprobar que el tratamiento de sincronizacion

de celo en protocolos de superovulacion en ovejas Pelibuey es eficiente.

El tiempo transcurrido entre el retiro del CIDR vy el inicio de celo en las ovejas puede afectar la
eficiencia del uso de la IATF, ya que tambien influye el tiempo de ovulacién de las ovejas con el
tiempo en que es depositado el semen en el lumen del utero En este sentido, el tiempo que
transcurrio desde el retiro del dispositivo al inicio de celo es similar a las 13.5£.98 h que reporta
McEvoy et al. (1996). De manera similar, Wierzcho$ et al. (1992) reportan que después del retiro
de CIDR, las ovejas manifestaron signos de celo en las primeras 20 h, pero son menores las
30.4£1.7 h reportadas por Simonetti et al. (2008) al emplear protocolos de sincronizacion de celo
con progestagenos y tratamientos de ovulacion multiple con FSH de origen ovino y ocho dosis a
intervalos de 12 h. Por otra parte, en ovejas de pelo se reportan 26.1+1.5 h a la manifestacion de
celo posterior al retiro de CIDR (Quintero-Elisea et al., 2011). Estas variaciones en el tiempo de
inicio de celos en protocolos de ovulacion maltiple pueden estar influenciadas por laraza y el tipo

de FSH que se emplea (Crosby, 1993) y la respuesta ovarica (D’ Alessandro et al., 1996).

La respuesta al protocolo de ovulacion multiple tuvo resultados importantes en los tratamientos

FSH-MN y FSH-IATF y en aquellos donde se adiciond el agonista Triptorelina; la tasa ovulatoria
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fue mayor en el tratamiento FSH-IATF. Este resultado es muy semejante a lo reportado por
Jabbour et al. (1991) en el grupo testigo en un estudio realizado en primavera. Por otra parte, la
tasa ovulatoria de los tratamientos con FSH solamente (FSH-MN: 8.66+1.85 y FSH-IATF:
12.75+4.38) es mayor a lo reportado por otros autores en protocolos de ovulacion maltiple con
CIDR por 9 dias y FSH en ocho dosis decrecientes e IATF (7.2+1.6 CL; Menchaca et al. 2009b)
y lo reportado por Bettencourt et al. (2008) con pFSH en seis dosis decrecientes e IATF (6.8£1.5
CL). La respuesta en el nimero de cuerpos luteos se incrementa con la adicion de Triptorelina en
los grupos FSH-TRIP-MN: 16.00£5.40 y FSH-TRIP-IATF: 13.5+2.84, el incremento en la tasa
ovulatoria se ha reportado por otros autores al adicionar un agonista de GnRH 24 h posterior al

retiro de CIDR (Menchaca et al. (2009b; Azawi y Al-Mola, 2011).

El nimero de embriones transferibles incrementd en el tratamiento FSH-TRIP-IATF comparado
con los tres restantes; sin embargo, no se encontraron diferencias entre ellos. En otras
investigaciones se reportan resultados similares en el nimero de embriones transferibles en el
tratamiento FSH-MN cuando emplean FSH y eCG en los protocolos de superovulacion (Simonetti
et al., 2008; Menchaca et al., 2009b); 3.2+0.5y 3.3+1.0 embriones, respectivamente. Simonetti
et al. (2008) reportan 4.0+0.8 embriones viables con 132 unidades de oFSH mas 500Ul de eCG;
estos valores son similares a los obtenidos en el presente estudio con la adicion de Triptorelina 'y
bajo MN (FSH-TRIP-MN), los mismo autores al emplear un protocolo con 8 dosis decrecientes
de oFSH, reportan un total de 5.5+0.8 embriones viables, resultado muy similar al que se obtuvo

en el tratamiento FSH-1ATF.

Otra diferencia importante que se encontrd en el presente estudio fue la diferencia en embriones
calidad 1, la adicién de Triptorelina y la IATF aumentd el nimero de embriones comparados con

el grupos restantes; el nimero de embriones en el grupo FSH-TRIP-IATF es semejante a lo
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reportado por Menchaca et al. (2009b), quienes obtuvieron 3.4+0.4 embriones con CIDR + FSH

+ 200 Ul de eCG.

Al analizar los resultados obtenidos en el nimero de embriones transferibles y ovocitos no
fertilizados no existen diferencias entre los tratamientos con el empleo de monta natural e
inseminacion artificial, asi como la adicién de Triptorelina como agonista de GnRH. Utilizar la
IATF a las 36 y 48 h es un protocolo viable, ya que el tiempo que transcurrié desde el inicio de
celoala lA va desde las 19 hasta las 24 h. Romero et al. (2015, datos no publicados) reportan que
el pico preovulatorio de LH se da a las 28 h cuando se aplica un agonista de GnRH (Gonadorelina
y Triptorelina) y 32 h en el tratamiento testigo, ademas que la ovulacion se da entre las 23 - 25 h
posterior al pico de LH (Cumming et al., 1973). Considerando lo anterior, las ovejas de los
tratamientos FSH-1A y FSH-TRIP-IA se estima ovularon entre las 51-57 h, por lo tanto en algunas
de ellas puede estar desfasada la IATF con respecto a la ovulacion; sin embargo, no existen
diferencias en el nimero de embriones transferibles entre los tratamientos con MN y los de IATF.
Otros autores reportan incremento en el nimero de embriones transferibles con IATF a la 36 y 48

h como en el presente trabajo comparado con monta natural (Azawi y Al-Mola, 2011).

5.6. Conclusion

En la raza Pelibuey, el empleo de protocolos de ovulacion mdaltiple basados en CIDR-FSH-PGF,,
mas la adicion de agonista de GnRH, Triptorelina (FSH-TRIP-1A), mejora la tasa ovulatoria de las
ovejas, pero no existe diferencia en el nimero de embriones transferibles, pero si en el costo de
produccion de un embrion. En adicion a lo anterior, el uso de la inseminacion artificial a tiempo
fijo a las 36 y 48 horas no mostré diferencia en el nimero de embriones transferibles comparado

con la monta natural, en época reproductiva. Sin embargo, con la adicion de Triptorelina, el costo
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de produccidn de un embridn es menor comparado con los demas tratamientos; por lo tanto, resulta
ser una alternativa en los programas de mejoramiento genético en animales Pelibuey, ya que

permite optimizar el uso de sementales de elevado valor genético.
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VI. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES GENERALES

6.1. Conclusiones

Con base en los resultados obtenidos, se concluye que la adicion del agonista de GnRH,
Triptorelina, 24 h posterior al retiro de CIDR en protocolos de ovulacion maltiple basados con
aplicaciones decrecientes de FSH, mejora la respuesta en la sincronizacion del pico preovulatorio
de LH; incrementa la tasa ovulatoria y mejora la produccion de embriones transferibles en ovejas
Pelibuey. Ademas, la inseminacion artificial a tiempo fijo por laparoscopia a las 36 y 48 h posterior
a retiro de CIDR, como fue realizada en los protocolos de ovulacion mdltiple, es una alternativa
viable para la produccion de embriones a un costo menor, y puede ser realizada de esta manera en
programas de transferencia de embriones a nivel comercial para la difusion de animales

genéticamente superiores.

6.2. Recomendaciones

Con base en los estudios realizados, se sugieren las recomendaciones siguientes:

Usar el agonista de GnRH, Triptorelina, en programas de ovulacién mudltiple en la raza

Pelibuey, para sincronizar la ovulacion y mejorar la respuesta embrionaria,

- Utilizar la inseminacién artificial por laparoscopia a tiempo fijo (IATF) como una herramienta
que permite eliminar el proceso de la deteccion de celos, cuando esto no es factible,

- Evaluar el uso de la Triptorelina en estudios posteriores con mayor nimero de animales por
tratamiento,

- Realizar otros estudios para evaluar una sola aplicacion de semen a las 48 h en los protocolos

de IATF.
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ANEXOS

Anexo 1. Secuencia grafica del proceso de inseminacion y proceso quirurgico de la colecta
de embriones

Extraccion de semen

Limpieza y desinfeccion de area de inseminacion
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Cirugia por laparotomia media ventral para recuperacion de embriones
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Exposicion de Utero y ovarios para determinacion de tasa ovulatoria

Colocacion de sonda Foley y catéter Punzocat
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Introduccion de solucion Hartmann y medio de colecta para recuperacion de embriones

Busqueda y clasificacion de embriones
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Estructuras colectadas para su evaluacion y clasificacion

Sutura de herida, aplicacion de antibioticos y analgésicos
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Anexo 2. Costo de material, hormonales y medicamentos empleados en tratamientos de

IATF por laparoscopia
FASE PRODUCTOS COSTO POR OVEIA
TESTIGO TRIPTORELINA
CIDR 84.00 84.00
SINCRONIZACION y | PROSTAGLANDINA 19.00 19.00
SUPEROVULACION | FOLLTROPIN 960.00 960.00
TRIPTORELINA 239.00
SUBTOTAL 1,063.00 1,302.00
LIDOCAINA 2.40 2.40
NAVAJA RASURAR 6.00 6.00
GASAS 4.00 4.00
YODO 0.20 0.20
BENZAL 0.20 0.20
ALCOHOL 0.40 0.40
DILUTOR 1.60 1.60
INSEMINACION AGUA DESTILADA 1.00 1.00
PAJILLAS 5.00 5.00
JERINGA 4.00 4.00
TOPAZONE 8.40 8.40
ANTIBIOTICO 30.00 30.00
ASPIC 7.00 7.00
DOSIS SEMEN 400.00 400.00
SUBTOTAL 470.20 470.20
XILAZINA 8.94 8.94
KETAMINA 18.00 18.00
A) COSTOS BISTURI 1.50 1.50
VARIABLES CAMPO QUIRURGICO 1.50 1.50
CINTA ADHESIVA 1.00 1.00
YODO 0.10 0.10
BENZAL 0.10 0.10
ALCOHOL 0.20 0.20
PUNZOCAT 3.00 3.00
GASAS 3.60 3.60
SONDA FOLEY 13.50 13.50
MEDIO LAVADO 20.80 20.80
COLECTA DE SOLUCION SALINA 1.80 1.80
EMBRIONES TUBO COLECTA 8.20 8.20
CATGUD 22.00 22.00
NYLON 19.00 19.00
DIPIRONA 9.00 9.00
ANTIBIOTICO 36.50 36.50
TOPAZNE 4.20 4.20
CAJA PETRI 2.13 2.13
CAJA 4 POZOS 6.40 6.40
MEDIO HOLDING 17.50 17.50
GUANTES 6.60 6.60
JERINGA 2.00 2.00
JERINGA 50 ML 15.00 15.00
SUBTOTAL 222.57 222.57
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Anexo 2. Continuacion...

COSTO POR OVEJA

FASE PRODUCTOS
TESTIGO | TRIPTORELINA
300.00 300.00
MANO DE OBRA INSEMINACION
APOYO INSEMINACION 200.00 200.00
A)COSTOS | MANO DEOBRAY | MANO OBRA LAVADO 500.00 500.00
VARIABLES |  ALIMENTACION | 1N OBRA APOYO LAVADO 200.00 200.00
MANO OBRA CUIDADO ANIMALES 160.00 160.00
ALIMENTACION HEMBRA 320.00 320.00
SUBTOTAL 1,680.00 1,680.00
TOTAL COSTOS VARIABLES 3,435.77 3,674.77
B) gﬁ;;os DEZF:EEI\Z::&ON DEPRECIACION HEMBRA 833.33 833.33
TOTAL COSTOS FIIOS CEESEE EERCE)
COSTO TOTALES DE OPERACION (A+B) 4,269.10 4,508.10
No EMBRIONES TRANSFERIBLES 5.25 6.00
COSTO UNITARIO DE EMBRION TRANSFERIBLE 813.16 751.35
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Anexo 3. Costo de material, hormonales y medicamentos empleados en tratamientos de MN

COSTO POR OVEJA /

FASE PRODUCTOS TRATAMIENTO
TESTIGO TRIPTORELINA
CIDR 84.00 84.00
SINCRONIZACION Y PROSTAGLANDINA 19.00 19.00
SUPEROVULACION FOLLTROPIN 960.00 960.00
TRIPTORELINA 239.00
SUBTOTAL 1,063.00 1,302.00
XILAZINA 8.94 8.94
KETAMINA 18.00 18.00
BISTURI 1.50 1.50
CAMPO QUIRURGICO 1.50 1.50
CINTA ADHESIVA 1.00 1.00
YODO 0.10 0.10
BENZAL 0.10 0.10
ALCOHOL 0.20 0.20
PUNZOCAT 3.00 3.00
GASAS 3.60 3.60
A) COSTOS SONDA FOLEY 13.50 13.50
VARIABLES MEDIO LAVADO 20.80 20.80
COLECTA DE SOLUCION SALINA 1.80 1.80
EMBRIONES TUBO COLECTA 8.20 8.20
CATGUD 22.00 22.00
NYLON 19.00 19.00
DIPIRONA 9.00 9.00
ANTIBIOTICO 36.50 36.50
TOPAZNE 4.20 4.20
CAJA PETRI 2.13 2.13
CAJA 4 POZOS 6.40 6.40
MEDIO HOLDING 17.50 17.50
GUANTES 6.60 6.60
JERINGA 2.00 2.00
JERINGA 50 ML 15.00 15.00
SUBTOTAL 222.57 222.57
MANO DE OBRA MANEJO MONTA CONTROLADA 90.00 90.00
MANO OBRA LAVADO 500.00 500.00
MANO OBRA APOYO LAVADO 200.00 200.00
NX;\_:\‘I\/(I)EII?I'EI'SSRO?\IY MANO OBRA CUIDADO ANIMALES 160.00 160.00
ALIMENTACION MACHO 320.00 320.00
ALIMENTACION HEMBRA 320.00 320.00
SUBTOTAL 1,590.00 1,590.00
TOTAL COSTOS VARIABLES 2,875.57 3,114.57
B) gl(J)ggos DEPRECIACION DEPRECIACION HEMBRA 833.33 833.33
DEPRECIACION MACHO 88.89 88.89
TOTAL COSTOS FlJOS 922.22 922.22
COSTO TOTALES DE OPERACION (A+B) 3,797.79 4,036.79
No EMBRIONES TRANSFERIBLES 3.30 4.80
{ kPBCOSTO UNITARIO DE EMBRION TRANSFERIBLE 1,150.85 841.00
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