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L: tcansterencia de embriones en ga-
nado ovino ha evolucionado conside-
rablemente en estos Gltimos afios, pe-
ro no obstante, existen unos proble-
mas de tipo endocrino y anatémico
que en parte condicionan la expan-
sion de esta técnica.

Tiene una gran importancia conocer
los procesos que se desarrollan para
originar la diferenciacion de los folicu-
los preovulatorios en la oveja como
fundamento para el desarrollo de téc-
nicas de reproduccion (superovula-
cion). En la oveja la foliculogénesis se
puede dividir en dos partes de acuer-
do con los requerimientos foliculares
de gonadotropinas:

1. Foliculogénesis basal (ausencia
de gonadotropinas).

2. Foliculogénesis activa (requiere
gonadotropinas).

La foliculogénesis activa alcanza fo-
liculos a partir de 2 mm. de tamano.
En este momento los cambios morfo-
logicos v funcionales son muy gran-
des, hasta llegar a foliculos ovulato-
rios. Estos cambios pueden variar de
forma natural para inducir superovula-
cion, después de producirse la dife-
renciacion folicular.

En los ovarios existe una serie de
factores como el ndmero, tamano vy

nacida de em-
brién. La TE se realiz6 por el método cruen-
to.

Ovejas de raza manchega,
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atresia de la poblacion folicular des-
pués del celo. El foliculo preovulatorio
en la oveja tiene un tamano de 6 a 8
mm., para llegar a este tamano se su-
ceden una serie de cambios morfolo-
gicos:

— En la fase de proestro existe una
activacion a nivel de la poblacion foli-
cular, pero no se puede determinar
con seguridad cual serfa el foliculo
ovulatorio hasta el dia del celo.

— De todos estos foliculos activa-
dos la mayor parte se tansformarin en
atrésicos, tan s6lo uno o dos (depen-
diendo de la especie) seran foliculos
de Graaf o foliculos dominantes.

El conocimiento de los foliculos que
controlan la foliculogénesis va a ser
muy importante para obtener los ren-
dimientos que se persiguen. En los fo-
liculos antrales, (foliculos secunda-
rios), hay una disminucion de la activi-
dad mitdtica de las células de la granu-
losa y de la teca, este es el cambio de
la division a la diferenciacion.

A nivel folicular estas células de la
granulosa y de la teca, producen una
serie de reguladores del crecimiento e
inhibicion del foliculo:

— En la granulosa se produce:

1. FGF. Factor crecimiento de fi-
hroblastos.

2. FEF. Factor estimulante del fo-
liculo; incrementa la biosintesis de es-
tradiol y de progesterona.

3. Inhibina. Sc¢ encuentra en los
foliculos medios y sobre todo los gran-
des son los que liberan mayor canti-
dad.

4. Activina.

— En la teca se produce:
1. EGF. Factor crecimiento epi-
dermis.
2. TGF beta. Factor de crecimien-
to y transformacion, esta proteina cs
producida también por la granulosa.

Ademais a nivel ovarico se han de-
tectado otras sustancias que van a par-
ticipar en el desarrollo folicular:

a. LHRBIL Sustancia que produce el
cuerpo lateo al ir envejeciendo. Inhi-
bidor de la union de la LH a sus recep-
tores. Bloquea el estimulo gonadotro-
pico de su biosintesis hormonal.

b. LH-RH OVARICA. Aunque su ori-
gen es fundamentalmente hipotalimi-
co, también existe una cierta produc-
cion a nivel ovirico donde es capaz de
disminuir [a acciéon estimuladora de la
FSH.

¢. OML Inhibidor de la maduracion
de oocitos. La accion de las gonado-
tropinas es la que consigue que el oo-
cito bloqueado en la profase de la

Grupo de receptoras, sincronizadas con las
donantes para series implantandos los em-
briones en fresco.

Clara reaccion del ovario en la oveja, des-
pués de la superovulacion.
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meiosis continde su maduracion y
pueda salir a las trompas, Es la sustan-
cia presente en el foliculo y responsa-
ble del bloqueo madurativo.

d. Activador  del  Plasmindgeno.
Cuando el foliculo alcanza su madura-
¢ion total, se va a producir la ruptura
del mismo vy la salida del ovocito al
exterior durante la ovulacion. Existe
un sistema que activando el plasmino-
geno va a formar plasmina que serd
capaz de romperlo en ¢l momento de
la ovulacion. Si existe un sistema acti-
vador el plasmindgeno tiene que estar
en el interior folicular y de alguna ma-
nera debe estar relacionado con el me-
dio hormonal de dicho foliculo. Existe
un activador de plasminogeno del tipo
TPA que es estimulable fundamental-
mente por estrogenos.

e. FIM. Factor inhibidor de la meio-
sis. Se encuentra en el foliculo prean-
tral que inhibe la meiosis del ovocito.

La division celular ¢s controlada de
manera que la FSH aumenta la incor-
poracion de timidina en el DNA de las
células de la granulosa, sin embargo
este efecto desaparece ripidamente.

También se produce un efecto esti-
mulatorio a causa de la FEF y la EGF,

La diferenciacion de las células de la
granulosa se produce por el aporte de
FSH, originando la aromatizacion, y es
potenciado por la FEF, [a TGF beta y
la activina.

La diferenciacion de las células de la
teca es controlada por la produccién
de androgenos. La produccion de an-
drostenodiona es estimulada por la LH
y a su vez es modulada por factores de
crecimiento  y proteinas  (inhibina,
EGF, etc.).

El reclutamiento folicular viene a ser
muy parecido a otras especies. En la
oveja el desarrollo folicular es blo-
queado por depresion de las gonado-
tropinas. La FSH induce el recluta-
miento. Los niveles basales de LH es-
tin también implicados en el recluta-
miento folicular, ocurriendo de forma
similar durante la fase folicular tem-
prana y la fase lutea temprana, cuando
el modelo de pulsatividad de LH de
estos dos estados es diferente. Sin em-
bargo, la FSH es la hormona clave pa-
ra el reclutamiento folicular.

La seleccion folicular puede ser de-
bida a una interferencia de los folicu-
los grandes maduros en contra de los
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pequenos, ya que estos no reciben el
adecuado soporte gonadotropico.

Esto puede ocurrir de dos formas: 1)
De forma pasiva, cuando el foliculo
mayor maduro inhibe indirectamente
el crecimiento del menor, por reducir
la concentracién de FSH que es nece-
saria para su maduracion. 2) De forma
activa, la maduracion folicular inhibe
directamente el crecimiento de los pe-
quenos foliculos madurados por se-
crecion de sustancias que reducen su
sensibilidad a la FSH. En la oveja la
seleccion suele ser la pasiva, ademas
el estradiol y la inhibina, desde el li-
quido folicular, interaccionan en el
control de la secrecion de FSH y ac-
than mediante un mecanismo de feed-
back negativo, para suprimir la con-
centracion de FSH. Esto se debe a que
hay un limite de incremento de gona-
dotropina hasta la mitad de la fase foli-
cular. También cabe destacar el efecto
provocado por la liberacion de inhibi-
na por parte de los foliculos grandes.

Sobre la dominancia folicular, en
primer lugar esta claro que el foliculo
scleccionado contindia su maduracion
en presencia de FSH y a la vez existe
una preferencia de estos a captar con
sus receptores la mayor cantidad de
FSH.

Se ha podido comprobar también
que existen unos cambios de la per-
meabilidad vascular asociado con la
maduracién, produciéndose una acu-
mulacion selectiva de gonadotropinas
entre el fluido folicular y el foliculo
dominante.

También a nivel celular existen en
el foliculo dominante mayor nimero
de células con receptores afines a la
FSH.

SUPEROVULACION

La FSH aplicada exdgena, usada en
superovulacion, actGa por recluta-
miento de foliculos pequenos, incluso
los atrésicos (con PMSG); sin embar-
g0, ovejas muy prolificas con supero-
vulacion practicamente natural madu-
ran numerosos foliculos con buena ca-
lidad de ovocitos.

Los indices altos de ovulacion en
ovejas prolificas, estan asociados a al-
teraciones en la morfologia y funcio-
namiento de los foliculos ovulatorios.
Estos foliculos normalmente son pe-
quenos aunque existe una diferencia

Operacion de TE realizada por el método
cruento.

Abordaje del utero de una oveja por el mé-
todo laparoscopico (semi-cruento).

Vista del genital interno femenino por el la-
paroscopio.

La colocacion de la sonda, por el método
incruento, dentro de cada cuerno uterino
es controlada mediante ecografo.

Momento en que se reliza el lavado de los cuer-
nos uterinos, recogiéndose el PBS en una placa
Petri para su posterior observacion.
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muy clara dependiendo de la raza. Los foli-
culos de razas prolificas suelen ser defi-
cientes en estradiol e inhibina.

La induccion a la superovulaciéon con
PMSG o ESH varia considerablemente,
mientras que la PMSG activa un mayor cre-
cimiento celular a nivel folicular, la FSH
madura foliculos con mucha mejor calidad
de ovocitos.

FACTORES ANATOMICOS

En el estudio anatomico del aparato ge-
nital de la oveja, el canal cervical es lo sufi-
cientemente consistente como para impe-
dirnos abordar desde el exterior aquellas
zonas para llevar a cabo la [A o la TE.

El didmetro de] canal cervical es variable
dependiendo en gran medida de la edad
del animal.

El trayecto del canal tampoco se puede
considerar uniforme y con disposiciéon mas
bien individual que de raza.

Segin autores consultados existe una
controversia sobre la permeabilidad del ca-
nal cervical en el momento del celo. Vete-
rinarios que trabajan en la técnica de la 1A
comentan que existe un porcentaje de
hembras que tiene el cervix permeable a
los instrumentos de IA en el momento del
celo.

Este problema anatdmico ha sido la cau-
sa de que las técnicas de TE hayan evolu-
cionado con el tiempo.

En la actualidad podemos considerar
tres métodos de TE en la oveja:

1. Cruento.
2. Semi-cruento.
3. Incruento.

1.Cruento. Es llevado a cabo mediante
cirugia, previa tranquilizacion del animal y
con anestesia local. Se le practica una inci-
sibn de 5a 7 cmen linea albaa 16 2 cm
de la glandula mamaria, abordando el ge-
nital interno y exteriorizindolo para reali-
zar el flusing. A nivel de la bifurcacion ute-
rina se introduce, previa puncion, una son-
da del n.” 12 que posteriormente se le in-
sufla un globo que ocluye el cuerno uteri-
no y se introducen entre 7 y 12 mi de PBS,
dependiendo del tamano del cuerno uteri-
no; se realiza un ligero masaje y se recupe-
ra dicho liquido por la misma sonda en
placas Petri. Esta operacion se repite cua-
tro veces en cada cuerno uterino. Seguida-
mente se introduce el genital en la cavidad
uterina y se sutura por capas. El nGmero
de veces que podemos colectar a un ani-
mal por este método es reducido, unas 4 6
5 ocasiones, pero la recuperacion de em-
briones es mas segura que en los otros sis-
temas.

Realizando un buen sistema operatorio
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y postoperatorio podria aumentar el nu-
mero de colectas.

2. Semi-cruento. Consiste en la utiliza-
cion de un laparoscopio, que sirve para vi-
sualizar la operacion de recogida en el in-
terior de la cavidad abdominal pélvica. La
técnica requiere también tranquilizacion,
anestesia local y una camilla especial para
trabajar.

Se precisan tres puntos de puncion ab-
dominal, para introducir el laparoscopio
para visualizar, el gancho de fijacion del
cuerno y la sonda de lavado y colecta.

Requiere técnicos muy especializados y
la recuperacion de embriones no es muy
uniforme. La adherencias uterinas provo-
cadas por la operacién son menores que
con ¢l método cruento, pero también se
producen.

El sistema de lavado viene a ser igual o
parecido con todos los métodos (introduc-
cion de liquido en el cuerno uterino y re-
cuperacion).

Ademds, es necesario trabajar con el ab-
domen insuflado, bien de aire filtrado o de
anhidrido carbénico, y con el animal incli-
nado con el tercio posterior mds alto que
el anterior para desplazar las visceras, asi
nos permiten visualizar facilmente el apa-
rato genital,

3. Incruento. Es el método mds novedo-
S0 y practico, pero a la vez, precisa de un
equipamiento mds especializado para lle-
varlo a cabo.

El principal problema va a ser la dilata-
cion cervical el dia 6 del ciclo, para la reali-
zacion de la colecta.

El proceso consiste en la aplicacién de
lg E2 y estrbgenos en el animal donante
durante 2 dias y a los 4 dias del celo.

La dilatacion cervical se realiza utilizan-
do unas pinzas para exteriorizar la plica
genitalis y con un dilatador uterino se
avanza por el canal cervical. Posteriormen-
te se introduce una sonda Foley flexible
con un estilete y mediante control ecogra-
fico, se coloca la sonda en uno de los cuer-
nos uterinos. Seguidamente se insufla el
globo y se introduce el PBS para el lavado.

Para llevar a cabo esta técnica se suelen
utilizar mesas anatomicas moviles, ya que
nos ayudan a realizar un flusing uterino
idoneo.

Este método tiene la gran ventaja de que
puede ser utilizado en el animal, para co-
lectar embriones, sin riesgo de adherencias
en los genitales que pueden comprometer
su fertilidad.

DISCUSION

Las metodologias para la colecta de em-

briones de ovejas, han ido cvolucionando
para hacerla asequible técnicamente y so-
bre todo sin riesgos para los animales.

En el primer paso que consideramos “la
superovulacion”, encontramos serias difi-
cultades, que se traducen en respuestas
muy diferentes entre unos animales y
otros, incluso distintas respuestas en un
mismo animal. Esto nos indica que los ni-
veles endocrinos no siempre funcionan co-
rrectamente $ino que existen variaciones
individuales, posiblemente  influenciadas
por el ambiente externo ¢ interno del ani-
mal.

Los sistemas de recoleccion han ido evo-
lucionando tratando de evitar la cirugia y
por tanto los problemas que ¢sta conlleva.
La metodologia incruenta es relativamente
reciente, y hasta el momento no estd con-
seguida al 100 por 100, ya que hay un tan-
to por ciento de animales que a pesar de
los tratamientos no se les puede permeabi-
lizar el canal cervical.

En resumen, podemos decir que la TE
en ganado ovino, no estd tan estandariza-
do como en el ganado vacuno pero a pe-
sar de todo se encuentra en un nivel que
es factible su realizacion tanto a nivel téc-
nico COMO eCconOMICo.
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