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Abstract

The number of normal and regressing corpora lutea and of recovered oocytes and embryos were analyzed
in two studies where donor ewes were treated after mating with fluorogestone acetate (FGA). Estrous was
synchronized with 40 mg of FGA impregnated intravaginal sponges, and superovulation was achieved with
200 Ul of follicle stimulating hormone in a decrecient scheme. Ewes that showed estrous were mated while
receptive. Twelve hours after the last mate, another intravaginal sponge was applied to half of the ewes in the
first study and to all in the second one, which was removed on the day of embryo collection. Corpora lutea was
classified as normal or regressing according to morphology and progesterone production. In the first study,
more embryos were recovered from FGA treated ewes than from those treated (7.66 vs 3.87, P < 0.05). Lower
progesterone concentration was found in ewes with regressing corpora lutea (0.62 ng/mL). According to
progesterone levels, early corpus luteum regression occurred at 3.7 days after estrous. In the second study an
average of 8 embryos were collected from FGA treated ewes that had regressing corpora lutea. In conclusion,
FGA administration after mating increased embryo recovery in donors with early regressing corpora lutea.

Key words: EWES, EMBRYO DONORS, PREMATURE LUTEAL REGRESSION, FLUOROGESTONE
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Resumen

De dos estudios realizados con ovejas donadoras de embriones tratadas posmonta con acetato de
fluorogestona se analizaron el nUmero de cuerpos lUteos normales o en regresidn y el nimero de ovocitos
o embriones recolectados. La sincronizacion de los estros se realizé con esponjas intravaginales impregnadas
con 40 mg de acetato de fluorogestona (FGA) y para la superovulacion se utilizaron 200 Ul de hormona
foliculo estimulante en esquema decreciente. A las hembras en estro se les dio monta mientras permanecieron
receptivas y doce horas después de finalizada la Gltima monta, en la mitad de las ovejas del primer estudio
y en todas las del segundo, se colocaron otras esponjas intravaginales con FGA que se retiraron el dia de la
recoleccion embrionaria. En cada oveja se clasificaron los cuerpos luteos como normales o en regresion de
acuerdo con su morfologia y produccion de progesterona. De las ovejas del primer trabajo tratadas con FGA
se recolectaron mas embriones que de las no tratadas (7.66 vs 3.87, P < 0.05). Las menores concentraciones
promedio de progesterona se encontraron en las ovejas con cuerpos lUteos en regresion (0.62 ng/mL). De
acuerdo con los niveles de progesterona la regresion prematura de los cuerpos luteos ocurrio6 al dia 3.7
posestro. De las ovejas del segundo experimento que presentaron cuerpos lUteos en regresion y que fueron
tratadas con FGA se recolectaron en promedio 8.0 embriones. En conclusién, la administracién posmonta de
FGA incremento el nimero de embriones recolectados en las donadoras con regresion lGtea prematura.
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Introduccion

En las ovejas es frecuente que después de la ovula-
cion se desarrolle un cuerpo lateo de corta duracion,
debido basicamente a la falta de exposicion a
progesterona (P4) de un ciclo estral anterior.t?De ahi
gue se presenten fases lUteas cortas con la primera
ovulacién puberal**la primera ovulacion posterior a
la época de anestro estacional®®o con la primera ovu-
lacion posparto.” Estas fases lUteas cortas son el meca-
nismo que presensibiliza al Gtero con progesterona,
asegurando en el ciclo posterior una funcion lutea
normal y la plena manifestacion de la conducta estral.
Diversas investigaciones han demostrado que la re-
gresion prematura de los cuerpos lUteos se debe a una
programacién adelantada de la secrecién de las
prostaglandinas uterinas,®?que se desencadenacuan-
do el Utero se expone a concentraciones elevadas de
estradiol, con la consecuente aparicién prematura de
receptores para oxitocina y la posterior liberacion de
prostaglandina F2a.? Sin embargo, la formacién de
estos cuerpos lateos de corta duracidén o con regresion
prematura ha sido poco estudiada en condiciones en
donde la dindmica folicular se ve alterada, como po-
dria ser el caso de la superovulacion en hembras
donadoras de embriones. En el caso de la superovu-
lacion de ovejas que involucra generalmente la admi-
nistracién exdgena de hormona foliculo estimulante o
de gonadotropina coridnica equinay la promocién de
unmayor desarrollo de foliculos productores de estra-
diol, es posible que esta condicion hiperestrogénica
represente al mecanismo que inicia la lutedlisis.

Tanto en ovejas como en cabras, se haencontrado
que el namero de embriones transferibles esta rela-
cionado con la presencia de cuerpos liteos norma-
les, que producen niveles de progesterona plasmatica
superiores a 1 ng/mL hasta el dia en que se realiza
la recoleccion embrionaria.*** Por el contrario, la
regresidon prematura de los cuerpos lUteos origina
unabajaonulacolectade embriones, 0 ensucaso, la
recuperacion de un mayor namero de embriones
degenerados.*%

En virtud de que la lutedlisis prematuray la conse-
cuente disminucién de los niveles de progesterona
dificilmente puedenevitarse, el objetivo de los presen-
tesestudios fue analizar silaadministracion posmonta
del progestageno acetato de fluorogestona favorece la
cantidad de embriones que se recolectan en ovejas
superovuladas con regresion lUtea prematura.

* Chronogest, Intervet-México.
** Pluset, Serono-México.
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Material y métodos

Las ovejas utilizadas en ambos estudios fueron
mantenidas en estabulacion en las instalaciones del
Centro de Ensefianza Préctica e Investigacion en Pro-
ducciony Salud Animal (CEPIPSA)y alimentadas con
una racion a base de heno de avena, ensilado de maiz
y alimento balanceado comercial (4,000 Mcal/ED/kg
MS consumida). El CEPIPSA esta ubicado en el km 29
de la Carretera Federal México-Cuernavaca, a 2 760
msnm, 19° latitud Norte y 99° longitud Oeste. El clima
de laregion es de tipo c(w) (w)b (ij), que corresponde
a semifrio-semihiimedo, con lluvias en verano y una
precipitacién pluvial de 800 a 1 200 mm.

Experimento 1

Se utilizaron 17 ovejas adultas durante la época
reproductiva, con entre dos y cuatro partos, de las
razas Suffolk, Rambouillety sus cruzas. Paralasincro-
nizacion de los estros se utilizaron esponjas intrava-
ginales con 40 mg de acetato de fluorogestona (FGA) *
colocadas durante 12 dias y para la superovulacion se
administraron 200 Ul de hormona foliculo estimulan-
te (FSH) ** en esquema decreciente.'® La deteccion de
los estros se realiz6 dos veces al dia con carneros
cubiertos con un mandil y a las hembras que presenta-
ron estro conductual se les dio monta dirigida cada 8
horas mientras permanecieron receptivas. El diade la
primera monta se considerd como el dia cero (dia0) y
doce horas después de finalizada la Gltima monta, en
9 ovejas se coloco otra esponja intravaginal con 40 mg
de FGA, la cual se retir6 el dia en que se recolectaron
los embriones (dia 6 posestro). En las 17 donadoras se
determinaron los niveles plasmaticos de progesterona
entre el dia 0 y el dia 6 posestro, a través de
radioinmunoanalisis en fase sélida, mediciones que se
realizaron en el Departamento de Reproduccién de la
Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la
Universidad Nacional Autonoma de México.

Los embriones se recolectaron en el dia 6 posestro
mediante laparotomia media ventral.'” Las estructu-
ras recuperadas se clasificaron en ovocitos o embrio-
nes (morulas y blastocistos).® Los cuerpos luteos fue-
ron contadosy clasificados morfoldgicamente de acuer-
do a su calidad en normales, si se observaron bien
definidos, de color naranja o rojo brillante y con buena
irrigacion, o en regresion al encontrarse pequefios, de
color blanco o rosa palidoy sin irrigacion marcada.'s?
De acuerdo a los niveles plasmaticos de progesterona,
se consideraron como cuerpos lUteos con regresion
prematura a aquellos que secretaron cantidades me-
noresalng/mL.

Se realiz6 un andlisis de correlacion entre las varia-
bles estudiadas y se compararon entre tratamientos



mediante pruebas de T, los promedios de los cuerpos
IGteos totales y de los cuerpos Iateos normales o en
regresion prematura. De la misma manera se compa-
raron los promedios de los embriones, ovocitos y
estructuras totales (embriones mas ovocitos) recolec-
tadas, asi como de las concentraciones plasmaticas de
progesterona.

Experimento 2

Para el segundo estudio se utilizaron 14 ovejas
ciclando normalmente en las que la sincronizacion,
superovulacion, deteccion de los estros, servicios, re-
colecciénde losembrionesy su evaluacion, asicomo la
clasificacion de los cuerpos lUteos obtenidos, se realizd
de la misma forma a la descrita en el primer experi-
mento. Debido a que en el segundo estudio se trato de
obtener lamayor cantidad posible de embriones, nose
utilizaron ovejas para un grupo testigo ni se midieron
las concentraciones plasmaticas de progesterona. Por
tanto, en las 14 donadoras se colocaron las esponjas
intravaginales impregnadas con 40 mg de FGA doce
horas después de finalizada la Gltima monta, misma
que se retir6 el dia de la recoleccién de los embriones.

Se presentan como resultados los promedios de los
cuerpos ltteos normales o en regresion y los cuerpos
IGteos totales observados el dia de la recoleccidn, asi
como los promedios en el nimero de embriones y los
ovocitos recolectados.

Resultados
Experimento 1

En el Cuadro 1 se observa que en el grupo tratado
con FGA, se obtuvo un mayor niimero de embriones
gue en el grupo no tratado (7.66 vs 3.87, P < 0.05),
mientras que en las demas variables no se encontraron
diferencias significativas.

Alrealizar unandlisis de correlacion entre las varia-
bles, considerando lasovejas del grupo notratadoy las
de ambos tratamientos en conjunto, se encontraron
correlaciones positivas y significativas entre el nime-
ro de los cuerpos Iuteos normales y los embriones
recolectados (r = 0.73, P = 0.03 y r = 0.53, P = 0.02,
respectivamente) y entre el nimero de cuerpos l(teos
enregresiony los ovocitos (r=0.79,P=0.01y r=0.52,
P =0.02, respectivamente). Parael grupo no tratado, se
encontré unacorrelacién negativay significativaentre
el nimero de cuerpos lGteos en regresiony losembrio-
nes recolectados (r = -0.88, P = 0.03).

En el Cuadro 2 se presentan las concentraciones
promedio de laprogesteronade lasovejas tratadas con
FGA y de las no tratadas, sin que se encontraran
diferencias. Al agrupar a las ovejas independiente-

_
Cuadrol
PROMEDIOS DE LAS VARIABLES ANALIZADAS

No tratado (n = 8) FGA (n=9)

Variable (Promedio + E.E.)

Cuerpos lGteos totales 10.62 + 1.99° 11.22 + 1.46°
Cuerpos luteos normales 575 + 2572 6.77 £ 2232
Cuerpos lUteos en regresion 4.87 £2.12° 444 + 1632
Estructurastotales 6.12 +1.18 7.88 + 1.042
Embriones 387 +1.20° 7.66 £ 3.21°
Ovaocitos 2.25 + 1.39° 0.22 +0.22

b \alores que comparten literal no son diferentes (P > 0.05).

Cuadro?
CONCENTRACIONES DE PROGESTERONAPLASMATICA
DE LAS OVEJAS TRATADAS Y NO TRATADAS O
CON CUERPOS LUTEOS NORMALES Y EN REGRESION

Grupo (ng/mL promedio £ E.E.)
No tratado (n=8) 1.88 £ 0.357
FGA(n=9) 2.35 £ 0442
Cuerpos luteos normales (n =10) 3.19 + 0.44°
Cuerpos ltteos en regresion (n =7) 0.62 + 0.15°

ab\/alores que comparten literal no son diferentes (P > 0.05).

mente del tratamiento en aquellas con cuerpos lUteos
normales o con cuerpos lUteos en regresion prematu-
ra, las concentraciones fueron superiores y estadis-
ticamente diferentesen las que tuvieron cuerpos lUteos
normales (3.19 vs 0.62, P < 0.05).

En el Cuadro 3 se muestran las concentraciones
diarias (dias 0 al 6 posestro) de la progesterona
plasmatica para los grupos no tratados y tratados con
FGA, sin observarse diferencias estadisticas.

En la Figura 1 se muestran las concentraciones
diarias promedio de progesterona de las ovejas que
presentaron cuerpos lateos normales, mientras que en
la Figura 2 se presentan los niveles de P4 de las ovejas
con regresion lGtea prematura.

En el Cuadro 4 puede observarse que al agrupar las
ovejas independientemente del tratamiento, en hem-
bras con cuerpos ltGteos normales (10/17) o con cuerpos
Iateos en regresion prematura (7/17), las concentracio-
nes fueron diferentes durante los dias 4 a 6 (P < 0.05).

De acuerdo con los niveles de la P4 plasmatica
medida durante los dias 0 a 6, en las ovejas que
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Cuadro3
CONCENTRACIONES DIARIAS DEPROGESTERONA
PLASMATICA
No tratado (n = 8) FGA (n=9)
Dia (ng/mL promedio + E.E)
0 0.0 0.0
1 049 + 0.21° 048 + 0.35°
2 150 + 0.37° 116 + 0.51°
3 213 + 0410 1.65 + 0.612
4 2.39 + 0.90° 296 + 0.73
5 3.04 + 1.38° 395 + 1422
6 362 + 1.60° 6.29 + 1972

ab\/alores que comparten literal no son diferentes (P > 0.05).

Ovejasconcuerpos luteosnormales

- =
Cuadro4

CONCENTRACIONES DIARIAS DE PROGESTERONA
PLASMATICAEN LAS OVEJAS CON CUERPOS LUTEOS
NORMALES O EN REGRESION PREMATURA

CL Normales (n = 10) CL Regresion (n =7)

Dia (Promedio + E.E)

0 0.0 0.0

1 0.17 = 0.60% 0.95 + 0.452
2 1.08 £+ 0.322 1.67 £ 0.622
3 240 * 0.552 112 £ 0.29°
4 424 + 0.47° 0.47 £ 0.40°
5 589 + 1.142 0.14 + 0.14°
6 856 + 1.292 0.0°

abValores que comparten literal no son diferentes (p > 0.05).

Dia del ciclo

Figura 1. Niveles de progesterona de las ovejas que presentaron
cuerpos luteos normales.

Ovejasconcuerposliteosenregresion

Dia del ciclo

Figura 2. Niveles de progesterona en las ovejas que presentaron
lutedlisis prematura.

presentaron cuerpos lateos con regresién prematura,
éstaocurriéal dia 3.7 posestro (3.75+0.75). En contras-
te, en las donadoras con cuerpos lUteos normales, los
niveles de P4 se mantuvieron superiores a 1 ng/mL
hasta el dia 6 en que se recolectaron los embriones.
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Experimento 2

Enlos Cuadros 5y 6 se presentan los promedios de
las variables analizadas. De todas las ovejas tratadas
con acetato de fluorogestona posmonta se obtuvieron
en promedio 9.07 + 1.08 embriones. En las ovejas que
presentaron cuerpos lUteos con regresion prematura
serecolectaron 8.0 + 2.8embrionesy 2.2 + 1.3ovocitos,
mientras que en las que se presentaron cuerpos liteos
normales no se recolectaron ovocitosy en promedio se
recolectaron 9.1 + 0.6 embriones.

Discusion

El uso de la hormona foliculo estimulante para la
superovulacion de ovejas donadoras de embriones
origina laformacion de cuerpos lGteos que sufren lisis
prematura, ademas de originar una menor fertilidad
debido a la alteracién del ambiente uterino y del
transporte de los gametos a través del Gtero y poste-
riormente del de los embriones.?? De ahi que en las
ovejas que presentan cuerpos lUteos en regresion pre-
matura la recoleccion de embriones u ovocitos es
reducida o nula al dia del lavado uterino,*#2 |o que
implica que estas estructuras no se encuentran en la
luz uterina al momento de la recoleccién.

La modificacion de larelacion entre el estradiol y la
progesterona puede promover también un acelerado
transporte de los embriones, originando que sean ex-
pulsados del Gtero.?* Otra posible causa de baja fertili-
dad enovejas donadoras superovuladas puede deber-
se aanormalidades en el desarrollo de los embriones,
atribuidas generalmente a un medio uterino desfavo-
rable causado por un desorden en los niveles de
estradiol.?® Asi, también laregresion prematurade los



Cuadro5

PROMEDIOS DE LAS VARIABLES ANALIZADAS
Variable (Promedio + E.E.)
Cuerpos luteos totales 1457 + 1.14
Cuerpos lateos normales 9.07 £ 1.99
Cuerpos lGteos en regresion 550 £ 1.99
Estructurastotales 10.29 + 1.06
Embriones 9.07 + 1.08
Ovocitos 121 + 0.65

. B

- =
Cuadro6

NUMERO DE EMBRIONES EN LAS OVEJAS CON CUERPOS

LUTEOS (CL) NORMALES O EN REGRESION TRATADAS
CONFGA

CL Normales (n =8) CL Regresion (n = 5)
(Promedio + E.E.)

Embriones 9.1 + 0.62 8.0 + 2.8

2 Valores que comparten literal no son diferentes (P > 0.05).
,___________________________________}

cuerpos luteos puede originar la recuperacién de un
mayor namero de embriones degenerados.*

Aungue Schiewe et al.?? mencionan que en ovejas
superovuladas no se presentalaasociacion de cuerpos
IGteos normalesy cuerpos lUteos en regresion, en estos
dos trabajos, asi como en los realizados por Cerbén®®y
Rosas et al.,2 se observo su coexistencia. Esto pudiera
deberse a que los cuerpos lGteos que se consideran
normales, en realidad ya iniciaron el proceso de la
lutedlisis, lo que no es posible distinguir Gnicamente
por sus caracteristicas morfoldgicas, por lo que debie-
ran conocerse también los niveles de laprogesteronay
sus caracteristicas histolégicas.

La formacion de cuerpos lUteos con regresion pre-
maturay la baja fertilidad se ha relacionado con el uso
de prostaglandina F2a exdgena para lasincronizacion
delosestrosde lasdonadoras, al provocar lalisisde los
cuerpos luteos en formacién®y al modificar la motili-
dad uterina.’® Sinembargo, en ninguno de estos traba-
jos descritos se utiliz6 PGF2a para la sincronizacion
del ciclo estral de las donadoras y en ambos experi-
mentos se encontraron ovejas con cuerpos l(teos con
lisis prematura. Por lo que una explicacién viable es
gue los cuerpos lUteos de vida corta se originen por
unasecreciénenddgenaprematurade prostaglandina
F2a por parte del Gtero, en donde probablemente el

estradiol producido por los foliculos formados por
efecto de la superovulacion estimula la aparicion pre-
matura de receptores para oxitocinay posteriormente
el adelanto en el establecimiento de la secrecién pulsa-
til de PGF2a.? Al respecto, Carson et al.? plantean que
aun los foliculos pequefios considerados como no
estrogénicos (menores de 0.2 mm de didmetro) que se
desarrollan después de laovulacion, producen peque-
fias cantidades de estradiol suficientes para desenca-
denar la sintesis de receptores para oxitocina en el
Uteroy la liberacién de PGF2a. Por su parte, Dalley et
al.® mencionan también que la lutedlisis prematura
puede deberse a la secrecidn prematura de PGF2a por
parte del Utero y no a una secrecién inadecuada de
FSH o LH, ya que en ovejas histerectomizadas los
cuerpos lUteos presentan vidas medias normales.

A pesar de que la causa precisa de la regresion
IGtea prematura no esta determinada hasta el mo-
mento, ni tampoco la causa exacta de la baja fertili-
dad en las ovejas superovuladas, es probable que las
elevadas dosis de gonadotropinas utilizadas en la
superovulacidn, causen un ambiente uterino inade-
cuado para la fertilizacion y el desarrollo embriona-
rio temprano al reducirse los niveles de la progeste-
rona. En este sentido, diversos autores mencionan
que los cuerpos lGteos de corta duracion son una de
las principales causas de infertilidad en los rumian-
tes,?1%y que ademas el inadecuado ambiente uterino
provocado por bajos niveles de progesterona origina
mortalidad embrionaria.? También se han encontra-
do anormalidades en el desarrollo embrionario y
muerte embrionaria temprana al encontrarse altera-
dalarelacion entre el estradiol y la progesterona o al
encontrarse alterados los perfiles de la progesterona
durante los primeros dias de la gestacion.%-32

En el primer estudio, las concentraciones de la
progesterona plasmatica no fueron estadisticamente
diferentes entre las ovejas tratadas o no con FGA (P <
0.05), pero al agruparlas en ovejas con cuerpos liteos
normales o con cuerpos lateos en regresion, los niveles
fueron superiores en las ovejas con cuerpos lGteos
normales (Cuadro 2).

Enovinosy caprinos se haencontrado que el nime-
ro de embriones transferibles, esta directamente rela-
cionado con la presencia de cuerpos lGteos normales y
plenamente funcionales al dia en que se realiza la
colecciénembrionaria.’®**Porel contrario, laregresion
prematurade los cuerpos liteos disminuye larecolec-
ta de embriones, 0 en su caso, origina la recuperacion
de un mayor nimero de embriones degenerados.'**®

Seglin Schiewe et al.?2en las ovejas en que se presen-
tan cuerpos lateos con regresion prematura se produce
unaelevacion transitoria de progesteronaenel dia 3, la
cual desciende y alcanza niveles basales entre los dias 4
y 5, lo que coincide con lo encontrado en el presente
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trabajo (Figuras 2 y 3). Aunque Rosas et al. 2 informan
de un comportamiento parecido en las ovejas en donde
coexisten cuerpos liteos normales con cuerpos lUteos
en regresion prematura, en los presentes trabajos las
ovejas con esta condicion mantienen elevados sus nive-
les de progesterona hasta el dia en que se recolectan los
embriones; sin embargo, estos niveles pudieron haber
disminuido en cualquier momento.

Debidoaque lalutedlisisprematuray laconsecuen-
te disminucion de los niveles de progesterona dificil-
mente pueden evitarse, se propone la administracion
exdgenade acetato de fluorogestona como un método
eficaz para incrementar el nUmero de embriones re-
cuperados, particularmente en aquellas hembras con
regresion lutea prematura. Al no poder evaluar de
manerapracticalarespuestaal tratamiento superovula-
torioen laoveja, mediante palpacion rectal o ultrasono-
grafia, el uso de progesteronaode algun progestageno
posmonta debiera ser incluido en los protocolos utili-
zados para la obtencion de embriones.
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