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Sitio Argentino de Produccién Animal

PRODUCCION /N VIVO DE EMBRIONES OVINOS:
implicaciones de 1+D

FERNANDO FORCADA, ADRIANA CASAO Y JOSE ALFONSO ABECIA » Universidad de Zaragoza,
¢/ Miguel Servet 177. 50013 Zaragoza forcada@unizar.es
TRABAJO PRESENTADO EN EL SEGUNDO CONGRESO INTERNACIONAL DE CIENCIAS VETERINARIAS, PUEBLA, MEXICO

RESUMEN

LA PRODUCCION /V V/V0 DE EMBRIONES OVINOS TIENE UN CONJUNTO DE APLICACIONES Y VENTAJAS QUE ACONSEJAN SU DESARROLLO Y LA BUSQUEDA DE
NUEVAS POSIBILIDADES. LAS MAYORES LIMITACIONES DE LA TECNICA EN EL GANADO OVINO SE REFIEREN A LA NECESIDAD DE UTILIZAR LA ViA QUIRURGICA
PARA LA RECUPERACION Y A LA VARIABILIDAD DE LA RESPUESTA DE LOS TRATAMIENTOS DE SUPEROVULACION, POR OTRA PARTE MUY EXIGENTES EN MANO
DE OBRA. EN LA PRESENTE REVISION SE PRETENDE PRESENTAR LA SITUACION ACTUAL DE LOS DIFERENTES PROCEDIMIENTOS UTILIZADOS Y LAS POSIBILI-
DADES FUTURAS A LA HORA DE MEJORAR SU EFICIENCIA Y DE ABARATAR COSTES, ESPECIALMENTE EN RELACION A LA MANO DE OBRA NECESARIA Y PARA
RAZAS UBICADAS EN LATITUDES MEDIAS Y DE MODERADA TASA OVULATORIA.

INTRODUCCION

LA PRODUCCION /N VIVO de embriones
ovinos supone la recuperacién del em-
brién directamente de la hembra en el
estadio adecuado. A la hora de obtener
embriones de hembras valiosas, es un
sistema mds eficaz que las técnicas in
vitro, que requieren la recuperacién de
oocitos desde los foliculos y el desarro-
llo posterior de las técnicas de madu-
racién y fecundacién in vitro seguidas
del cultivo hasta el estadio deseado.
La produccién in vivo de embriones va
asociada siempre a superovulacién, in-
tentando obtener una elevada tasa ovu-

latoria para maximizar el nimero de
embriones recuperados, que posterior-
mente serdn transferidos directamente
o tras conservacién previa. Todas estas
técnicas fueron agrupadas bajo el térmi-
no “MOET” (“multiple ovulation and
embryo transfer”) por Nicholas y Smith
en 1983.

OBJETIVOS E IMPORTANCIA DE LAS
TECNICAS MOET

I Mejora genética. Las técnicas MOET
permiten mejorar la tasa reproductiva
de las hembras aumentando el nimero
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de descendientes de las hembras de ma-
yor valor genético. También es posible
acortar el intervalo generacional cuan-
do las donantes son hembras jévenes.

I Introduccion y difusion rapida de ra-
zas de interés. Los costes de transporte,
requerimientos de cuarentena y los po-
tenciales riesgos sanitarios de exposi-
cién son muy inferiores en embriones
que para animales vivos.

I Conservacion indefinida de razas o
individuos, manteniendo por tanto la diver-
sidad genética. Dado que los embriones
se pueden almacenar casi indefinida-
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mente en N liquido, el establecimiento
y la regulaciéon de bancos genéticos estd
adquiriendo un especial interés en un
buen niimero de paises.

B Bioseguridad. Los aspectos rela-
cionados con la biologfa del embrién
junto con los protocolos especificos de
su manejo, procesado y almacenamien-
to, reducen los riesgos de transmisién
de enfermedades en el 4mbito nacional
o internacional.

I Apoyo a otras técnicas reproduc-
tivas en las que interviene la manipu-
lacién de embriones (splitting, sexaje,
clonacién,...) y a la investigacién en fi-
siologfa de la reproduccién.

En cuanto a las limitaciones de las
técnicas MOET, en particular en gana-
do ovino, destacan la necesidad de la
via quirtdrgica para la recuperacién de
embriones, lo que limita el ntimero de
procedimientos a desarrollar en una
oveja, la variabilidad de los resultados
de la superovulacién y la influencia de
la estacion en los resultados, sobre todo
en las razas mds estacionales. En con-
junto, se trata de una técnica con una
eficiencia media-baja, pues el total de
embriones viables obtenidos por oveja
superovulada no suele superar el 50%
del valor de la tasa de ovulacién.

AUMENTO DEL POTENCIAL OVULATORIO

Se utilizan gonadotrofinas para aumen-
tar el nimero de foliculos que ovulan,
existiendo distintas posibilidades:

I eCG (Gonadotrofina Coridnica Equi-
na). Descubierta por Cole y Hart en
1930, ha sido la primera hormona utili-
zada en programas de superovulacién
ovina. Presenta actividad FSH y LH,
predominando la primera, con lo que
actiia promoviendo el desarrollo foli-

Cigoto. Se aprecian los dos pronticleos y los dos corpiisculos polares.
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cular y la secrecién y la multiplicacién
de las células de la granulosa asi como
la liberacién endégena de LH (Pelletier
y Thimonier, 1975). Una caracteristica
particular de la eCG es su elevado con-
tenido en dcido sidlico, lo que retrasa
su metabolizacién y aumenta conside-
rablemente su periodo de accién hasta
casi las 24 horas, facilitando su aplica-
cién en una tnica dosis de 1000-2000 UT
aplicada entre 24-48 horas antes del fin
del tratamiento de sincronizacién.

A pesar de su reducido precio y de la
facilidad de su uso, la eCG tiene un pro-
blema relativo a su elevada vida media,
alargando y alterando la sincronizacién
de la ovulacién e incluso induciendo
la formacién de foliculos grandes que
persisten tras la ovulacién secretando
estradiol. Ademads, la actividad eCG es
variable entre lotes de fabricacién y su
aplicacién repetida induce la formacién
de anticuerpos en algunos animales.

I FSH (Hormona Foliculo Estimulan-
te). Como alternativa al uso de la eCG,
el uso de FSH para inducir superovula-
cién se asocia con una menor variabili-
dad de Ia tasa ovulatoria y con una me-
nor cantidad de foliculos anovulatorios
sin alterar de manera significativa la es-
teroidogénesis. Las fuentes comerciales
de FSH disponibles en el mercado son
extractos de hipoéfisis de diferentes es-
pecies, principalmente la ovina y la por-
cina. Asf, las preparaciones comerciales
contienen cantidades altas de FSH y va-
riables de LH dependiendo del produc-
to, siendo al parecer mds purificados
(menos contenido de LH) los extractos
de FSH ovina. Una mayor purificacién
supone un aumento de la respuesta
ovulatoria (Torres et al., 1987).

Como la FSH presenta una vida media
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corta, se requiere una administracion fre-
cuente de la misma al objeto de mantener
concentraciones plasmadticas suficientes
para lograr una respuesta ovdrica ade-
cuada, de manera que la induccién a la
superovulacién con una tinica inyeccién
de FSH no ha ofrecido resultados satis-
factorios. Por ello, se utilizan protocolos
de 4 a 8 inyecciones cada 12 horas. Tra-
dicionalmente, se ha considerado que
un protocolo de dosis constantes era méds
adecuado para preparados con un menor
contenido de LH. Sin embargo, reciente-
mente Gonzalez-Bulnes et al. (2004) han
mostrado unos mejores resultados de tasa
de ovulacién y de embriones viables con
protocolos decrecientes de FSH ovina en
relacién a los constantes, sefialando que
los primeros pueden estar mds proximos
a los cambios de la secrecién hipofisaria
de FSH que tienen lugar en la fase folicu-
lar del ciclo sexual natural. En conjunto y
para razas de reducido potencial ovula-
torio, se puede esperar una tasa de ovu-
lacién entre 9 y 14 cuerpos ltteos tras la
aplicacién de los citados protocolos.

FECUNDACION Y RECUPERACION DE
EMBRIONES

El momento de inicio del celo varfa con
el tratamiento de superovulacién, aun-
que se produce mds temprano que con
el cldsico tratamiento de induccién y
sincronizacién del celo con esponja y
400-500 UI de eCG. Los tratamientos
simplificados FSH+eCG son los que in-
ducen una salida en celo més temprana,
entre 20 y 26 h tras la retirada de la es-
ponja, seguidos de los protocolos de va-
rias inyecciones con FSH porcina (22-28
horas) y de aquellos que suponen varias
inyecciones de FSH ovina (30-36 horas).
Del mismo modo, el momento de la ovu-

Embrion de dos células.



Embrion en estadio de mérula.

lacién se produce a las 44-54 horas tras
la retirada de la esponja con protoco-
los simplificados FSH+eCG, a las 54-60
horas con protocolos de FSH porcina y
a las 58-64 horas con tratamientos con
FSH ovina. Hay que tener en cuenta que
el momento de la ovulacién estd mds
sincronizado entre individuos cuando
el tratamiento se realiza en la estacién
reproductiva que cuando tiene lugar en
el periodo de anestro. Las diferencias en-
tre tratamientos son importantes tanto a
la hora de considerar el momento mds
oportuno para la inseminacién intraute-
rina como a la hora de precisar la edad
de los embriones que vamos a recuperar
con posterioridad.

Por lo que a la tasa de fecundacién se
refiere, cuando se utiliza monta natural
se puede obtener una tasa de fecundacién
préxima al 90% con protocolos de FSH y
ligeramente inferior con tratamientos
simplificados FSH+eCG. No obstante, y
sobre todo con vistas a la mejora genética,
se hace necesario el uso de la insemina-
cién artificial. Con inseminacioén cervical
con semen fresco es posible conseguir
unos resultados aceptables, préximos al
70%, aunque con una gran variacién in-
dividual. No obstante, el uso de semen
congelado por esta via se desaconseja
totalmente, pues la fertilizacién se redu-
ce hasta unos niveles del 10%. Por ello,
cuando se asocia superovulacién con in-
seminacion artificial, se recomienda en-
carecidamente el uso de la inseminacién
intrauterina por laparoscopia, que permi-
te garantizar unas buenas tasas de fecun-
dacién en ovejas superovuladas tanto con
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semen fresco (80-90%) como con semen
congelado (70%).

En relacién a la recuperaciéon de em-
briones, hay que sefialar que las carac-
terfsticas anatémicas del cuello uterino
de la especie ovina hacen imposible el
lavado via vaginal, con lo que hay que
recurrir a laparotomia. El lavado puede
realizarse del oviducto o del ttero. En el
primer caso, los embriones permanecen
en €l los tres primeros dias tras el inicio
del celo, hasta el estadio de 8 células. El
lavado es relativamente simple y la tasa
de recuperacién elevada, del 90 a 100%
en relacién a la tasa de ovulacién, dado
que el volumen de liquido a introducir

es reducido. El lavado de ttero se realiza
cuando se pretende recuperar embrio-
nes en un estadio de desarrollo posterior
al de 16 células (mérula y blastocisto). El
porcentaje de recuperacién es menor que
en el caso anterior, del 70-80%.

A la hora de valorar la calidad de los
embriones recuperados, se debe evaluar
en primer lugar la sincronfa entre la edad
del embrién y el estadio de desarrollo
que presenta al ser obtenido. En la espe-
cie ovina se ha publicado dicha sincronfa
para las distintas fases de desarrollo pre-
implantacional (Wintenberger-Torres y
Sevellec, 1987; Figura 1), de manera que
estadios precoces al esperado indican un
desarrollo inadecuado y por tanto una
menor calidad embrionaria. Asi y por
ejemplo, si se transfieren embriones en
una fase de desarrollo 24-48 horas retrasa-
da con respecto a la esperada en relacién
al momento de su recuperacion, las tasas
de gestacién son muy reducidas en rela-
cién a las logradas con embriones en fase
de desarrollo sincronizada con su edad
(Moore y Shelton, 1964). Finalmente, se
debe realizar asimismo una calificacién
morfolégica del embrién, penalizando
distintos aspectos tales como ausencia de
simetria de blastomeros, tamafio celular
irregular, células con vacuolas, dafios en
la membrana pelticida o formas ovaladas
del embrién. Existen distintos criterios de
valoracién morfolégica, siendo uno de
los més utilizados el propuesto por Lin-
dner y Wright (1983)

Figura 1. Estadios de desarrollo embrionario previo a la implantacién en
ganado ovino. Adaptado de Witenberger-Torres y Sevellec (1987).

ESTADIO ANTES Y DESPUES DE LA OVULACION

INICIO DEL CELO

ESTANCIA EN OVIDUCTO
Ovulacién

Primera divisién (2 blastémeros)
Estadio de 4 blastomeros

Estadio de 8 blastémeros

TIEMPO TRAS
INICIO CELO

0 HORAS

24-30 horas
56 horas
60 horas
72 horas

ESTANCIA EN UTERO

16 células: mérula
48 células (44-150) mérula
100 células (44-150) blastocisto joven

200 células (138-308) blastocisto expandido
400 células (150-650) blastocisto eclosionando
400 células (250-550) blastocisto eclosionado
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96 horas
Dia 5
Dia 6
Dia 7
Dia 8
Dia 9
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POSIBILIDADES DE MEJORA DE LA

EFICACIA DE LAS TECNICAS MOET

I Alternativas a las inyecciones repe-
tidas de FSH. Se han propuesto dife-
rentes protocolos simplificados de su-
perovulacién que permitieran reducir
el nimero de aplicaciones de FSH y por
tanto economizar el coste laboral de los
tratamientos. De las distintas opcio-
nes desarrolladas en la literatura, una
de las combinaciones mds estudiadas
ha sido la aplicacién conjunta de eCG
y FSH en una tnica inyeccién, bajo la
hipétesis de que la primera, por su ele-
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vada vida media, permitiria sostener
la estimulacién folicular iniciada por la
FSH. Tras el primer protocolo combina-
do propuesto por Maxwell y Wilson en
1989, los resultados obtenidos en la li-
teratura han sido bastante variables, en
particular en funcién de la base gené-
tica y de las dosis utilizadas. Asi, se ha
descrito que los tratamientos combina-
dos suelen inducir una elevada estimu-
lacién ovdrica asociada a bajas tasas de
fertilizacién o incluso una regresién lu-
teal prematura (Watanabe et al., 1998).
Una buena aproximacién al problema

Tabla 1. Eficacia de los tratamientos simplificados de superovulacién en ovejas
Corriedale en época reproductiva (Simonetti ef al., 2008)

Tipos de blastocistos a dia 7-8 tras el celo: expandidos (1), eclo-
sionados (2), en eclosion (3) y peliicida vacia tras eclosion (4)

TRATAMIENTO SIMPLIFICADO 1 | SIMPLIFICADO 2 8 DOSIS FSH
Ovejas en celo 15/16 14/14 17/17 ha sido la recientemente aportada, en
Ovejas superovuladas (15/15 14/14 16/17 la que la asociacién de 500 UI de eCG
Inicio del celo, horas  [22° D02 300 con una dosis de FSH ovina un 25% in-
Tnicio pico LH, horas &53 192 be’b ferlor .a la del protO(':o'lo habitual de 8
_ inyecciones, ha permitido obtener unos
Tasa de ovulaciéon  [13,7 10,3 10,7 resultados muy satisfactorios en ovejas
Recuperados/oveja 7,9 ,8 7,8 Corriedale (Tabla 1), siempre teniendo
Tasa de recuperacion, % [57,3" 56,7 72 50 en cuenta que el uso de eCG se asocia
. ) con un adelanto del celo y del pico pre-
Fecundados/oveja }4’3 8 7,3 ovulatorio de LH, lo que conviene tener
Tasa de fecundacién, % |54,2* 81,6° 93,9° en cuenta en tratamientos asociados al
Viables/oveja b,?a ,0 LE,S uso de la IA.

o I Recuperaciones repetidas de ovejas

Tasa de viabilidad, % 42,4* 68,4° 71,2b . i i

al final de su vida productiva.

Simplificado 1. 176 unidades NIH-FSH-S1 + 500 UI eCH en una inyeccién
Simplificado 2. 132 unidades NIH-FSH-S1 + 500 UI eCH en una inyeccién
8 dosis decrecientes de FSH hasta un total de 176 unidades NIH-FSH-S1
Superindices diferentes indican diferencias de P<0,05 (a,b) o P<0,1 (¢,d)

Tabla 2. Efecto del tratamiento repetido con FSH ovina sobre la respuesta ovarica

y la produccién de embriones en ovejas Rasa Aragonesa al final de su vida repro-

El utilizar como donadoras ovejas de
élite al final de su vida productiva pue-
de ser un método interesante para ob-
tener embriones de alto valor genético.
Asi, en una raza de reducido potencial
ovulatorio como la local Rasa Aragone-
sa en Espafia, el realizar 3 tratamientos

HOY DIA, LAS TECNICAS MOET SON EL

ductiva (Forcada et al., 2000) MEDIO MAS EFICIENTE PARA OBTENER
TR T » 5 3 EMBRIONES DE CALIDAD DE UNA
Ovejas en celo 84/113 63/73 22/25 HEMBRA DONADORA ¥ EN EL ESTADIO
Ovefos superoviladas | 70)ss e o/ DE DESARROLLO ADECUADO
(con CL funcional)
Tasa de ovulacién 11 4¢ 11.6¢ 8 5d de superovulacién sucesivos con FSH
R dos/oves 7 et 8.0¢ 5 44 ovina y un intervalo de 2 meses entre
ccuperados/ovea ! ! g ellos puede permitir obtener cifras en-
Fecundados/oveja 5,8 6,2 4,0 tre 12 y 15 embriones viables por oveja
Viables/oveja 5,0 5,4 3,5 (Forcada et al., 2000). En dicho estudio,
Congelables/ oveja 41 4,5 2 40 donde aquellas ovejas que no salieron

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

(mintsculas)
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en celo o presentaron cuerpos ldteos
regresados no recibieron un subsi-
guiente tratamiento de superovulacién
al objeto de optimizar el protocolo de-



sarrollado, el tratamiento repetido con
FSH redujo la tasa de ovulacién en la
tercera repeticion, aunque las tasas de
recuperacién de embriones, de fecun-
dacién y de viabilidad no se vieron
afectadas (Tabla 2).

B Mejora de la eficacia de los trata-
mientos de superovulacion en el anestro.
Entre los factores que modifican la res-
puesta a la superovulacién, sin duda
estd la estacion del afio, de manera que
en época reproductiva los resultados
son superiores en relacién a una supe-
rovulacién en anestro, particularmente
en las razas de superior estacionali-
dad sexual. Asi, distintos autores han
mostrado que la presencia de cuerpo
lateo al inicio de la estimulacion ejerce
un efecto positivo sobre la viabilidad
embrionaria (Veiga-Lépez et al., 2005),
pardmetro que también puede verse
mejorado con un tratamiento con mela-
tonina a las ovejas donadoras durante
el anestro (Forcada et al., 2006).

CONCLUSIONES

En conclusion, las técnicas MOET se
revelan como necesarias en determina-
das situaciones de conservacion y me-
jora de determinados genotipos ovinos
de interés. El optimizar los resultados
de las mismas es un objetivo para el
que ya se dispone de un buen nimero
de protocolos y herramientas vélidas.
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