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Repetibilidad de la respuesta superovulatoria en la produccion
de embriones in vivo con un protocolo modificado de pFSH en
ovejas Merino Australiano

Repeatability of the superovulatory response in embryo production in vivo with a
modified pFSH protocol in Australian Merino sheep

Marcela Goméz-Ceruti'*, Carlos Mariano Serrano C.!, Giordano Catenacci A.!,
Lina Maria Correa E.'?, Claudia Letelier-Velasquez’

RESUMEN

El estudio evaluo la repetibilidad de la respuesta superovulatoria en 12 ovejas Meri-
no Australiano durante la estacion reproductiva enuno (G1), tres (G2) y cuatro (G3) aflos
consecutivos. Se utilizé un protocolo modificado basado en 200 mg de pFSH en ocho
dosis decrecientes (intervalos de 12 h) y estrategias de apoyo tales como el cambio del
CIDR al dia 7, el rociado de los cuernos durante el procedimiento con solucion salina con
heparina y el uso de Flunixin Meglumine. No se encontraron diferencias significativas en
el niimero total de estructuras recuperadas durante los afios de aplicacion del protocolo
de superovulacion (G1=8+2, G2=18+3, G3=19+4; p>0.05). Se observo una alta repetibilidad,
tanto para el nimero total de embriones como para el nimero de embriones transferibles
en G2 y G3. El tratamiento superovulatorio durante 3 y 4 afios sucesivos no afecto la
eficacia de la recuperacion de embriones.

Palabras clave: oveja, superovulacion, FSH, embriones, recuperacion quirdrgica

I Centro de Innovacion de Ovinos para el Secano — OVISNOVA, Universidad Santo Tomds, Talca, Chile
? Facultad de Recursos Naturales y Medicina Veterinaria, Universidad Santo Tomds, Talca, Chile

3 Instituto de Ciencia Animal, Facultad de Veterinaria, Universidad Austral, Valdivia, Chile
* E-mail: marcelagomez(@santotomas.cl

Recibido: 26 de enero de 2023
Aceptado para publicacion: 5 de noviembre de 2023
Publicado: 18 de diciembre de 2023

©Los autores. Este articulo es publicado por la Rev Inv Vet Peru de la Facultad de Medicina Veterinaria,
Universidad Nacional Mayor de San Marcos. Este es un articulo de acceso abierto, distribuido bajo los
términos de la licencia Creative Commons Atribucion 4.0 Internacional (CC BY 4.0) [https://
creativecommons.org/licenses/by/4.0/deed.es] que permite el uso, distribucion y reproduccion en cual-
quier medio, siempre que la obra original sea debidamente citada de su fuente original



M. Goméz-Ceruti et al.

ABSTRACT

The study evaluated the repeatability of the superovulatory response in 12 Australian
Merino ewes during the breeding season in one (G1), three (G2), and four (G3) consecutive
years. Amodified protocol was used based on 200 mg pFSH in eight decreasing doses (12-
h intervals) and supportive strategies such as changing the CIDR at day 7, spraying the
horns with heparinized saline during the procedure, and use of Flunixin Meglumine. No
significant differences were found in the total number of structures recovered during the
years of application of the superovulation protocol (G1=842, G2=18+3, G3=19+4; p>0.05).
High repeatability was observed, both for the total number of embryos and for the number
of transferable embryos in G2 and G3. Superovulatory treatment for 3 and 4 successive
years did not affect the efficacy of embryo retrieval.
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INTRODUCCION

En el contexto actual de cambio clima-
tico y avance de la desertificacion de secto-
res de secano en Chile (Emanuelli et al.,
2016), el ovino es una especie que debe ser
protegida y multiplicada, dada su habilidad para
transformar forraje natural de baja calidad
en proteina de alto valor (Khan et al., 2022).
Como parte de las acciones a tomarse, es
relevante hacer mas eficientes las tecnolo-
gias reproductivas, como la superovulacion y
la transferencia embrionaria, ya que la varia-
bilidad de la respuesta superovulatoria, ade-
mas de su alto costo, ha sido una de las ma-
yores limitantes para su uso confiable a nivel
comercial (Bartlewski et al., 2016).

La respuesta ovulatoria esta influen-
ciada por factores extrinsecos e intrinsecos,
incluyendo la raza, edad, estacion, ubicacion,
nutricion, estado reproductivo y la salud de la
donante. Se ha demostrado en tratamientos
superovulatorios una disminucion en la res-
puesta ovarica tanto en intervalos cortos como
largos (Khan et al., 2022). Algunos estudios
han demostrado que tratamientos supero-
vulatorios repetidos durante la misma tempo-
rada reproductiva disminuyen significati-
vamente la tasa media de ovulacion en ove-

jas (Cordeiro et al., 2003; Forcada et al.,
2011; Pinto et al., 2020). Sin embargo, otros
estudios realizados en intervalos anuales no
han evidenciado cambios significativos en el
nimero de embriones recuperados (Bari et
al.,2001).

Los protocolos hormonales se basan
principalmente en la insercion de esponjas
intravaginales de progesterona durante un
maximo de 12-14 dias, asi como en la
estimulacion del desarrollo folicular con
gonadotropinas exogenas (Khan et al., 2022;
Dias et al., 2023). La variabilidad en la tasa
de ovulacion entre animales similares en igua-
les condiciones se debe mayormente a las
dosis utilizadas y al nimero y frecuencia de
las inyecciones de hormonas exdgenas
(Gonzalez-Bulnes et al., 2004). Una correc-
ta respuesta superovulatoria sucesiva esta
asociada al tiempo transcurrido entre una
superovulacion y otra, y a la menor presen-
cia de formacion de adherencias fibrosas en
el tracto reproductivo (King et al., 2022). El
presente estudio evaluo la repetibilidad de la
respuesta superovulatoria con un protocolo
modificado, con dosis decrecientes de pFSH
y con estrategias de soporte asociadas, utili-
zando un procedimiento quirargico de recu-
peracion embrionaria.
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MATERIALES Y METODOS

Animales y Tratamientos

El estudio se realizo en un predio co-
mercial ubicado en el sector del secano cos-
tero de la provincia de Cardenal Caro
(S34°6°26.57", W71°44°1.03"), en el centro
de Chile. Todos los procedimientos de mane-
jo animal y muestreo se realizaron de acuer-
do con las directrices aprobadas por el Co-
mité de Etica Cientifica de la Universidad
Santo Tomas, Chile (22-73).

El grupo experimental estuvo compuesto
por 12 ovejas Merino Australiano, conside-
rando un niumero minimo que permitiera ob-
tener resultados estadisticamente significati-
vos en un contexto de baja disponibilidad de
individuos de raza pura en la region, y el costo
de implementar el ensayo durante 4 afios. Se
trabajo con animales de 2-3 afios de edad y en
aparente buen estado de salud. Tenian historia
de parto y condicion corporal media de 3.5. No
estaban prefiadas ni lactantes y se mantuvie-
ron alejadas de los machos. El estudio se llevo
a cabo durante cuatro afios consecutivos, du-
rante la época reproductiva y con temperatura
ambiental comprendida entre 3 y 31 °C. Todas
las ovejas disponian de agua y pastoreaban ad
libitum en régimen de descanso-rotacion en
pradera natural.

Protocolos de Sincronizacion y Supero-
vulacién

Los tratamientos superovulatorios se
realizaron una vez al afio. Los animales se
dividieron aleatoriamente en tres grupos: (G1)
como grupo control durante una temporada,
(G2) durante tres temporadas consecutivas
y (G3) durante cuatro temporadas consecu-
tivas. Cada afo se aplicd un protocolo de
ovulacion multiple modificado (OCFlock
Management Inc., Bowden, Canada; Figura
1). Todas las ovejas se sincronizaron con dis-
positivos intravaginales CIDR (dia 0), que
contenian 0.3 g de progesterona (CIDR, inter
Ag, Nueva Zelanda) durante 12 dias, que se
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sustituyeron el dia 7 para mantener niveles
altos de progesterona en sangre. La super-
ovulacién se indujo con la aplicacion intra
intramuscular (IM) de 200 mg de FSH porcina
(pFSH, Folltropin®-V, Bioniche Animal
Health, USA) dos veces al dia (intervalos de
12 h) en ocho dosis decrecientes (36-32-28-
24-22-20-16 mg), comenzando el dia 10 has-
ta el dia 13 (Figura 1).

El dia 10, las ovejas fueron tratadas con
100 UI (0.5 mL) de eCG, gonadotropina
corionica equina (Novormon®, Zoetis, Espa-
fia) IM y 250 pg (1 mL) de cloprostenol
(Estrumate®, Merck Animal Health, USA) IM
como agente luteolitico. El dia 12 se retiraron
los dispositivos CIDR y los animales recibieron
una inyeccion de 200 Ul de eCG IM.

Los dias 13 y 14 se introdujeron carne-
ros, evaluados andrologicamente, para reali-
zar la monta natural en la mafiana y en la
tarde, utilizando un macho por grupo. Los
carneros fueron retirados el dia 15 y las hem-
bras fueron tratadas los dias 17 a 19 con 3
mL del inhibidor de prostaglandina Flunixin
Meglumine (Finadyne, Schering-Plough Ani-
mal Health, USA) IM para prevenir pérdidas
embrionarias tempranas debidas a factores
de estrés (Karasahin ef al., 2021). Los ani-
males ayunaron durante el dia 19 y fueron
sometidos a lavado uterino el dia 20.

Recuperacion Embrionaria y Respuesta
Superovulatoria

La respuesta superovulatoria en cada
ovario se observo mediante laparoscopia,
contando los cuerpos luteos (CL). Los em-
briones se recuperaron mediante técnicas
quirtrgicas, segun el método descrito por
Bruno-Galarraga et al., 2014). Los animales
fueron anestesiados con xilacina (0.10 mg/kg,
Xila-10®, Drag pharma, Chile) y ketamina
(3.5mg/kg; Ketostop®, Drag pharma, Chile)
por via intravenosa. La recuperacion embrio-
naria se realiz6 al dia 7 de la monta natural.
Para esto, se hizo una incisioén de 5 cm conti-
gua a la linea media para permitir lavados
consecutivos. Se localizo el iitero mediante
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Figura 1. Representacion esquematica de los procedimientos experimentales, incluidos los pro-

tocolos de sincronizacion del estro, tratamientos superovulatorios y protocolo de lava-
do en ovejas Merino Australiano. eCG: gonadotropina corionica equina; pFSH:
FSH porcina; Flunixina: flunixina Meglumine

técnica laparoscopica (Wolf 4015 lichtpro-
jektor), Alemania y, con la ayuda de una pin-
za Babcock para reducir el trauma en el tte-
ro, se exteriorizaron los cuernos y el cuerpo
sobre la cavidad abdominal. Durante este
procedimiento, los cuernos uterinos se rocia-
ron permanentemente con solucién salina fi-
sioldgica con heparina (1000 UI/L a 38 °C)
para evitar adherencias y permitir futuros la-
vados (Ramoén-Ugalde et al., 2008). Cada
cuerno se enjuagd con 40 mL de medio de
lavado comercial (ViGro complete Flush®,
Bioniche, USA) precalentado a 38 °C.

Tras la recuperacion, se evalud la mor-
fologia embrionaria con un microscopio
estereoscopico binocular (Olimphia 60x) y se
clasificaron segun las directrices de la
International Embryo Technology Society
(IETS), tanto por su estado de desarrollo
como por su calidad (Robertson y Nelson,
2010). Posterior al lavado, la oveja recibio
1 mL de cloprostenol (250 ug) IM para inducir
la lutedlisis. Catorce dias después del lavado
uterino, las ovejas fueron expuestas a carne-
ros para realizar la monta natural.

Analisis Estadisticos
En este estudio se registraron variables

como la tasa de ovulacion (numero de CL/
oveja), el numero de estructuras recupera-

das y de embriones transferibles y degenera-
dos y la tasa de respuesta superovulatoria
(nmumero de estructuras recuperadas/niimero
de CL) de todas las ovejas de los tres gru-
pos. Se utilizo la prueba de Kolmogorov-
Smirnov para verificar la normalidad de los
datos. A continuacién, se compararon las va-
riables mediante el analisis de varianza. La
repetibilidad de la respuesta superovulatoria
se expreso como coeficiente de correlacion
intraclase y se calculd a partir de la estima-
cion de los componentes de la varianza entre
las ovejas y dentro de ellas. Las diferencias
entre grupos se consideraron significativas
cuando p<0.05. Los resultados se expresan
como media + D.E. Los datos se analizaron
utilizando el software Statgraphics Centurion
16.1.15 (Statgraphics Technologies, USA).

RESULTADOS

Los valores medios de las estructuras
recuperadas y de los embriones transferibles
y degenerados se presentan en el Cuadro 1.
El nimero medio de estructuras recuperadas
para G1, G2 y G3 en los periodos en estudio
fue de 842, 18+3 y 1944, sin diferencias sig-
nificativas entre grupos (p>0.05). El nimero
medio de embriones transferibles para G1,
G2y G3 fue de 4+1, 13+£2 y 1242, respecti-
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Cuadro 1. Efecto del niimero de tratamientos superovulatorios sucesivos con pFSH sobre la
recuperacion de estructuras y embriones en ovejas Merino Australiano
G_l G2 (n=4) G3 (n=4) p
(n=4)
Fstructuras Afio Afio  Afio Afio  Afio
- flo - -
Afo 1 1 ) 3 p Afol Afio2 3 4 p
Z;‘S)a ovulatoria 1459 2240 1946 2349 0.89 25+9 2749 2248 191 0.78 0.12
(V]
Todas 8+2 1946 16£3 1949 0.92 26+10 18+10 169 151 0.95 0.11
N° embriones 4+1 1342 1243 1346 0.97 1143 10+£5 16+£9 1143 0.84 0.05
transferibles (%) 48) (70) (77 (70) 41)  (53) (100) (73)
N° embriones 4+1 6+5 4+1 644 0.90 16x6 944 0 442 0.05 0.60
degenerados (%) (52) (30) (23) (30) 59 @7 27)
Tasa de respucsta 67 83 80 69 071 69 58 60 77 0.89 051

superovulatoria (%)

Cuadro 2. Repetibilidad estimada para el niimero total de embriones y nimero total de embriones
transferibles en ovejas Merino Australiano en grupos sometidas a sucesivos tratamientos

superovulatorios
Grupo Variables analizadas Repetibilidad Error estandar p
G2 N° total de embriones 0.84 0.08 0.06
(n=4) N° de embriones transferibles 0.89 0.08 0.03
G3 NP° total de embriones 0.84 0.16 0.03
(n=4) N° de embriones transferibles 0.54 0.12 0.19

vamente (p<0.05), en tanto que el de embrio-
nes degenerados fue de 4£1, 5£2 y 7+2, res-
pectivamente (p>0.05). Se observé una alta
repetibilidad para el nimero total de embrio-
nes en G2 y G3, y en el nimero de embriones
transferibles en G2 (Cuadro 2).

DiscUusION

Los resultados del estudio contribuyen
a una mejor comprension sobre los efectos
de tratamientos superovulatorios repetidos
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durante afios consecutivos en ovejas Merino
Australiano, sobre la produccion de embrio-
nes in vivo. Es importante destacar que los
sujetos de estudio fueron mantenidos en un
entorno productivo de caracteristicas natu-
rales, lo que confiere a los resultados una alta
relevancia en cuanto a su aplicabilidad en el
contexto del mundo real. Estos resultados
proporcionan una valiosa perspectiva para los
productores de ovinos en el sector del seca-
no costero de Chile, donde se enfrentan a
desafios especificos en la gestion de sus re-
bafios.
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El protocolo de superovulacion y recu-
peracion de embriones in vivo usado en este
estudio en cuatro afios sucesivos no afecto,
tanto en cantidad como en calidad, de las es-
tructuras de recuperacion. Los resultados
mostraron un aumento en el nimero de em-
briones recuperados en tratamientos hormo-
nales aplicados en afios consecutivos (Cua-
dro 1), ademas se observo una clevada
repetibilidad del numero total de embriones
recuperados para el G2 y del nimero de em-
briones transferibles para el G3 (Cuadro 2).

Estudios anteriores han demostrado que
la eficacia y el éxito en la produccion de em-
briones depende principalmente de la
repetibilidad de la respuesta ovarica indivi-
dual al tratamiento de superovulacion, cuan-
do las ovejas se someten a protocolos hor-
monales sucesivos. De acuerdo con investi-
gaciones donde se emplearon protocolos su-
cesivos con intervalos de corta duracion (27
a 50 dias), se pudo observar que la tasa
ovulatoria y la formacion de estructuras es-
tuvieron influenciadas por el numero de tra-
tamientos superovulatorios, lo que conlleva a
una disminucién en la produccion de embrio-
nes (Forcada ef al., 2011; Bruno-Galarraga
etal.,2014).

La capacidad de respuesta de las ove-
jas no fue influenciada por la repeticion del
tratamiento de superovulacion, el cual fue
realizado en forma anual, durante cuatro afios
consecutivos. Estos resultados coinciden con
Bari et al. (2001) quienes determinaron que
con tratamientos anuales no hubo cambios
en la tasa media de ovulacion o en la dura-
cion del embrion. También coincide con lo
reportado por Cordeiro et al. (2003), donde
larespuesta ovulatoria se mantuvo constante
en tratamientos de superovulacién con inter-
valos de 90 dias. Se nota que el lapso entre
tratamientos repetidos ejerce un efecto sig-
nificativo en la respuesta ovarica. Esta va-
riabilidad en los resultados en tratamientos
superovulatorios repetidos pueden ser atri-
buibles a la secuencia temporal y dindmica
de desarrollo de los foliculos, que se extiende

desde la reserva folicular hasta el proceso de
ovulacion, un periodo que abarca aproxima-
damente 40 dias en el caso de las ovejas.

El efecto positivo de los protocolos de
disminucién de dosis de FSH en ovejas tam-
bién fue descrito por Menchaca et al. (2009),
obteniendo una mayor respuesta ovarica y
produccion de embriones. Ribeiro et al.
(2022) compararon dos dosis de pFSH (133
y 200 mg), encontrando un aumento signifi-
cativo del numero de estructuras recupera-
das (4.8+1.1 vs. 7.5+1.7) y de embriones via-
bles (2.29+0.67 vs. 6.47+1.60, respectivamen-
te). En el presente estudio se observd un
mayor numero de embriones en comparacion
con los reportados en la literatura, con dosis
decrecientes de 200 mg de pFSH para G2 y
G3, posiblemente debido a que en el presente
estudio las dosis decrecientes se aplicaron en
el curso de cuatro dias.

Entre las estrategias de apoyo utiliza-
das estuvo la aplicacion de Flunixin Meglu-
mine, que es un farmaco antiinfla-matorio no
esteroideo y un potente inhibidor de la sinte-
sis de prostaglandinas, y favorece la prolon-
gacion de la vida util del cuerpo luteo
(Bergstein-Galan et al., 2020). Por otro lado,
el dispositivo CIDR se reemplazo en el dia 7
para mejorar el estimulo de la progesterona.
En este sentido, Bari ef al. (2001) determi-
naron el efecto de la cantidad de progestageno
(30 vs. 45 mg) encontrando un aumento de la
calidad embrionaria al utilizar altas dosis de
progestagenos. Ademas, Taira et al. (2022)
establecieron que la suplementacion con 0.33
g de progestageno durante la primera onda
folicular del ciclo estral mejoraba la viabili-
dad embrionaria.

CONCLUSIONES

El protocolo de pFSH modificado y es-
trategias de soporte usados en este trabajo
pueden ser una buena herramienta para tra-
tamientos de superovulacion repetidos en di-
ferentes afios en ovejas Merino Australiano,
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ya que permitio obtener una alta cantidad y
repetibilidad para el nimero total de embrio-
nes recuperados y transferibles en tres y cua-
tro afios sucesivos.
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