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Protocolo simplificado de la hormona foliculo estimulante (FSH)
sobre la superovulacion y calidad de embriones colectados via
transcervical en cabras Anglo Nubian

Simplified protocol of follicle-stimulating hormone (FSH) on superovulation and
quality of embryos collected transcervically in Anglo Nubian goats
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RESUMEN

El objetivo del estudio fue evaluar la eficiencia de un protocolo simplificado de
administracion de FSH sobre la respuesta ovarica y calidad de embriones colectados via
transcervical en cabras Anglo Nubian. Se seleccionaron 12 cabras adultas que fueron
distribuidas aleatoriamente en dos grupos para inducir superovulacion: i) eCG (n=6),
eCG viaIM (1000 Ul), y ii) FSH (n=6): FSH una vez al dia por tres dias via IM (37.5,37.5
y25 pugeneldial,2y 3, respectivamente). Los embriones fueron evaluados y clasifica-
dos de acuerdo con las especificaciones de la Sociedad Internacional de Tecnologia
Embrionaria (IETS). El analisis de los datos se hizo con la prueba de t-Student. El numero
de cuerpos luteos fue estadisticamente similar entre grupos (eCG: 11.3+1.8 y FSH: 14.3+3.7;
p>0.05); sin embargo, el nimero de embriones producidos y transferibles fue mayor
(p<0.05) en el grupo FSH (8.0+£2.8 y 6.7+2.4) que en el grupo eCG (3.0+1.1 y 1.5+0.5,
respectivamente). Se concluye que el protocolo simplificado de FSH fue efectivo para
inducir respuesta ovarica y produccion de embriones transferibles en cabras Anglo
Nubian.
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The aim of this study was to evaluate the efficiency of a simplified FSH administration
protocol on ovarian response and quality of embryos collected via transcervical in Anglo-
Nubian goats. Twelve adult goats were randomly assigned to two groups for the induction
of superovulation: 1) eCG (n=6), eCG administered intramuscularly (1000 IU), and ii) FSH
(n=6): FSH administered once daily for three days intramuscularly (37.5, 37.5,and 25 pg
on days 1, 2, and 3, respectively). Embryos were evaluated and classified according to
the International Embryo Technology Society (IETS) specifications. Data analysis was
performed using the Student’s t-test. The number of corpora lutea was similar between
groups (eCG: 11.3+1.8 and FSH: 14.3+£3.7; p>0.05); however, the number of embryos
produced, and transferable embryos was higher (p<0.05) in the FSH group (8.0+2.8 and
6.7+2.4) than in the eCG group (3.0£1.1 and 1.5+0.5, respectively). It is concluded that the
simplified FSH protocol was effective in inducing ovarian response and the production
of transferable embryos in Anglo-Nubian goats.
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INTRODUCCION

La importancia de la produccion de
caprinos reside en su capacidad de convertir
alimentos de baja calidad energética en le-
che y carne para consumo humano (Darcan
y Silanikove, 2018). La produccion de leche
caprina en Pera esta creciendo a pesar de
que la mayoria de su poblacion, aproximada-
mente 1 800 000 cabezas estd conformada
por el tipo criollo (Gerencia Regional de Agri-
cultura La Libertad, 2019). Este tipo racial
presenta alta capacidad de adaptacion y rus-
ticidad, pero es de bajo potencial para la pro-
duccion de leche (Velasquez, 2015). En el
mundo existen otras razas caprinas que son
buenas productoras de leche como Saanen y
Anglo Nubian (Serradilla, 2001). Animales de
estas razas se encuentran en costa peruana,
donde la raza Anglo Nubian muestra mayor
resiliencia para adaptarse al estrés por calor
en comparacién con la Saanen (Lima et al.,
2020).

Lamayoria de los productores caprinos
en el pais tienen animales de bajo potencial
genético (Villanueva, 2008). Sin embargo, en
la actualidad existe un programa de mejora-
miento genético caprino del Instituto Nacio-

nal de Innovacion Agraria (INIA) como par-
te de un proyecto macro de mejora de la ga-
naderia caprina en el Pert (PROCAP), don-
de se plantea el uso de la transferencia de
embriones como una biotecnologia para me-
jorar el material genético de los productores
(INIA, 2022). No obstante, si bien muchos
productores estarian dispuestos a utilizar esta
tecnologia, los costos que implican realizar
estas técnicas los desaniman a optar por esta
opcion.

En cabras, como en otros rumiantes, las
biotecnologias reproductivas son valiosas
alternativas para realizar una mejora genética
de los rebafios (Paramio e Izquierdo, 2014).
Desafortunadamente, técnicas de reproduc-
cion asistida como la transferencia de
embriones, no han podido ser implementados
a gran escala debido a la gran variabilidad de
los resultados de la superovulacion y a la
dificultad de realizar la técnica quirtrgica en
el campo (Fonsecaet al., 2016). La multiovu-
lacion en cabras ha sido practicada utilizando
e¢CG debido a su bajo costo y simplicidad del
protocolo; sin embargo, sus resultados han
sido muy variables y con tendencia a produ-
cir foliculos anovulatorios (Rahman et al.,
2017). Asimismo, el uso de FSH para esti-
mular el crecimiento multiple de foliculos en
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cabras (Palanisamy et al., 2015; Kahn et al.,
2023) tiene como limitante requerir, por lo
general, 2 dosis por dia por 4 dias consecuti-
vos (Khan et al., 2023). Es por eso la impor-
tancia de desarrollar un protocolo con FSH
menos laborioso para el productor.

En cabras, la técnica tradicional de co-
leccion de embriones es utilizar la laparotomia
lateral, que es una cirugia mayor, y para la
transferencia de embriones in vivo es utili-
zar la laparoscopia medio ventral (Baldassarre
y Karatzas, 2004; Menchaca et al., 2018),
técnicas que pueden conllevar a diversas se-
cuelas posoperatorias (Fonseca et al., 2019;
Santos et al., 2020). Por otro lado, se ha de-
sarrollado una técnica de coleccion y trans-
ferencia de embriones en caprinos via
transcervical que no requiere el uso de ciru-
gia o0 anestesia general, lo cual evita las com-
plicaciones observadas al realizar laparotomia
y laparoscopia (Fonseca et al., 2016; Santos
et al., 2020; Souza-Fabjan et al., 2023). La
via transcervical implica la exposicion del
cérvix de la hembra utilizando pinzas largas y
adaptadas para evitar dafiar el tejido (Fonseca
etal.,2019).

Por lo tanto, el objetivo de este estudio
fue comparar el efecto del eCG sobre un pro-
tocolo simplificado de administracion de FSH
sobre la respuesta ovarica (nimero de cuer-
pos luteos - CLs) y calidad de embriones (em-
briones transferibles, etc.) colectados via
transcervical en cabras de leche Anglo
Nubian.

MATERIALES Y METODOS

Lugar y Animales

El trabajo se realizo en el laboratorio de
biotecnologia reproductiva de la granja
caprina La Qallana, ubicada en la provincia
de Chincha Alta, region de Ica, Peru. Las
donadoras fueron preparadas en la granja de
caprinos Cheva del distrito El1 Carmen,
Chincha Alta, Ica.
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Se utilizaron 12 hembras no lactantes
(maés de 4 meses posparto) y dos machos de
la granja Cheva fisicamente saludables. Este
numero fue determinado usando el OpenEpi
software (Version 3.01) para para compara-
cion de medias. Las cabras y los chivos eran
parte del plantel de reproductores y conside-
rados fenotipicamente como Anglo Nubian.
La edad de las hembras fue entre 2 a 6 afios,
con condicion corporal promedio de 3.25
(Rango 1-5, donde 1 es emaciado y 5 obeso),
y con historia de al menos un parto. Los ma-
chos eran de 6 afios con historial de haber
tenido descendencia en la granja.

Diseiio Experimental

El ciclo estrual de las cabras fue
sincronizado. Las donantes recibieron en el
dia cero un dispositivo intravaginal de libera-
cion de progesterona (CIDR®, 0.3 g, Zoetis,
Argentina) y una dosis de 0.075 mg/animal
de cloprostenol (Lutaprost®, Agrovet Market,
Pert1). Las cabras fueron distribuidas en dos
grupos de tratamiento superovulatorio para
determinar el efecto de un protocolo simplifi-
cado de administracion de FSH sobre la res-
puesta ovarica y calidad de embriones:

- eCG (n=6): Aplicacion de una dosis de 1000
Ul de eCG (Sincro eCG®, Ourofino, Bra-
sil) en el dia 4.

- FSH (n=6): Aplicacion de una dosis de 37.5
ug, 37.5 ugy 25 g de FSH (Cebitropin B®,
CBBS, Chile) los dias 4, 5,y 6, respectiva-
mente.

En el dia 6 se aplico a todas las hem-
bras 0.5 mL Lutaprost en la mafiana, y el
CIDR se removi6 en la tarde. En el dia 7 en
la tarde se aplico a todas las hembras una
dosis de 8.4 ug de GnRH (Conceptase®,
Agrovet Market, Pert) y seguidamente fue-
ron empadradas con los machos. Asimismo,
una segunda monta se hizo al siguiente dia en
la mafiana (dia 8). En las tardes de los dias 9,
10, 11 y 12 recibieron 1.5 mL de flunixin
meglumine (Flunimine®, Agrovet Market,
Pert), para evitar la regresion prematura de
los CLs, y al dia 13 una dosis de 0.5 mL
Lutaprost. La coleccion de los embriones via
transcervical se hizo el dia 14 (Figura 1).
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Figura 1. Protocolo de superovulacion con eCG (A) y FSH (B) y coleccion de embriones en
cabras Anglo Nubian. CIDR (Controlled Internal Drug Release). eCG (Equine
Chorionic Gonadotropin). FSH (Follicle-stimulating Hormone). GnRH

(Gonadotropin-releasing Hormone)

Coleccion de Embriones

Las donadoras fueron ecografiadas via
transrectal (Sonoscape, Shenzen, China, con
un transductor de 7.5 MHz) el dia de la co-
leccion para registrar el numero de CLs y
foliculos anovulatorios presentes en los ova-
rios. Los foliculos anovulatorios son aquellos
foliculos de tamafo ovulatorio (5-9 mm de
diametro) que crecieron debido a la accion
del tratamiento hormonal pero no fueron ca-
paces de ovular al momento de la coleccion
de embriones. Luego se aplico 0.2 mg/kg de
xilacina (Dormi-Xyl®, Agrovet Market, Pert)
via IM para lograr una sedacion leve y se
colocaron en una hamaca estabilizadora para
mantenerlas en posicion de pie para la colec-
cion. La zona vulvar fue lavada con agua y
jabon y desinfectada con alcohol.

La recuperacion de los embriones se
realiz6 mediante la técnica Embrapa de re-
coleccion de embriones por via transcervical
(Fonseca et al., 2016, 2022). Se utilizé un
medio de lavado comercial (Vigro Complete
Flush®, Vetoquinol, Francia) para lavar los
cuernos uterinos con 300 mL (en porciones
de 30 a 50 mL) el cual contiene principal-
mente PBS (solucién salina tamponada). El
medio de lavado se recibid en un filtro de
coleccion de embriones. El procedimiento
durd entre 20 y 30 minutos por animal. In-

mediatamente después, el filtro fue llevado al
laboratorio (ubicado a 100 m del lugar de co-
leccion) envuelto en papel aluminio a tempe-
ratura ambiente y colocado en placas Petri
de 100 mL. Las estructuras (embriones y
ovocitos no fertilizados) fueron recuperados
bajo estereomicroscopio (4.5X) y evaluados
de acuerdo con la clasificacion del manual
de Sociedad Internacional de Tecnologia
Embrionaria-IETS (Stringfellow y Givens,
2010).

Analisis Estadistico

Los datos recolectados fueron analiza-
dos utilizando el programa estadistico «R» v.
3.2.2. Se determin6 el promedio de CLs, de
estructuras colectadas (embriones, degene-
rados y ovocitos sin fertilizar). El nimero de
embriones, morulas, blastocistos y embriones
transferibles fueron evaluados mediante la
prueba de t-student. Los resultados fueron
considerados significativamente diferentes
con un valor p<0.05.

RESULTADOS

El niimero promedio de CLs, estructu-
ras (embriones y ovocitos no fertilizados)
colectadas, embriones, morulas, blastocistos
y embriones transferibles se presentan en el
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Cuadro 1. Respuesta ovérica (promedio £ SEM) a los tratamientos superovulatorios y resultados de la
coleccion transcervical de embriones en cabras (n=12) Anglo Nubian de una granja en Ica,

Peru

eCG FSH

(n=6) (n=6)
Cuerpos luteos (n) 11.3+£1.8* 143+£3.7*
Estructuras encontradas (n) 40+£15° 9.0£2.9°
Embriones (n) 3.0+1.12 8.0+2.8"°
Moérulas (n) 1.5+0.92 55+24"
Blastocistos (n) 1.5+0.6* 2.5+0.8*
Embriones transferibles (n) 1.5+0.5° 6.7+2.4°

ab Valores con diferentes superindices dentro de filas indican diferencia significativa (p<0.05)
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Figura 2. Imagenes representativas de morulas (a), blastocistos tempranos (b), blastocistos (¢)
y ovocitos sin fertilizar (d) obtenidas luego de la coleccion via transcervical en cabras.
A) Estructuras colectadas del grupo ¢CG; B) Estructuras colectadas del grupo FSH

Cuadro 1. La Figura 2 muestra fotos de em-
briones representativos de cada grupo. Se en-
contraron diferencias significativas (p<0.05) a
favor del grupo inoculado con FH en compa-
racion con el grupo con eCG, con excepcion
del nimero de CLs y de blastocistos. Por otro
lado, se registrd un mayor niimero de foliculos
anovulatorios en el grupo eCG (promedio de
4 foliculos por donante) con relacion al grupo
FSH, donde los foliculos anovulatorios fue-
ron escasos: 1-2 por donante).
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DiSCUSION

La superovulacion se basa en sincro-
nizar la emergencia de la onda folicular me-
diante un tratamiento hormonal para el reclu-
tamiento de los foliculos (Saleh y Holtz, 2022).
En el presente estudio, la respuesta ovarica
en términos de CLs fue similar entre los gru-
pos eCG (11.3 = 1.8) y FSH (14.3 £ 3.7, re-
sultado similar con el estudio de Kumar et al.
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(2003) quienes reportaron 11.3 y 10.2 CLs
para los tratamientos con eCG y FSH, res-
pectivamente, aunque en dicho estudio la FSH
fue administrada dos veces al dia. Asimismo,
Panyaboriban et al. (2018) reportd en ovinos
que un tratamiento superovulatorio de 2 do-
sis de FSH fue efectiva para inducir multi-
ples CL (10.2 £ 3.4). Por lo tanto, el éxito del
protocolo simplificado de FSH representa un
avance en el desarrollo de mejores
biotecnologias con minimo manejo en los ani-
males en comparacion con el protocolo de
doble dosis de FSH.

El mayor niimero de embriones colec-
tados y embriones transferibles en el grupo
con FSH (Cuadro 1) contrasta con el estudio
de Kumar ef al. (2003), donde no encontra-
ron diferencia estadistica entre FSH (8.3 +
24y72+£20)yeCG(5.0+1.4y4.2+1.2),
al igual que en el trabajo de Rahman et al.
(2014) donde no hubo diferencia entre la apli-
cacion de eCG (0.5+£0.3) vs FSH (2.0 1.0)
en cabras. Una posible explicacion del me-
nor rendimiento con eCG en el presente es-
tudio seria que esta hormona tiende a formar
foliculos anovulatorios que siguen producien-
do gran cantidad de estradiol (Rahman et al.,
2014, 2017), la cual interfiere con el trans-
porte de espermatozoides, maduracion del
ovocito, y desarrollo embrionario temprano
(Gonzalez et al., 2001). Es asi que los trata-
mientos con eCG no pueden producir embrio-
nes de calidad a pesar de tener una buena
respuesta superovulatoria. En contraste, la
FSH induce menos foliculos anovulatorios,
resultando en una mayor produccion de em-
briones transferibles.

Resultados de superovulacion con el
protocolo convencional de FSH en cabras
Alpinas, Saanen y Nubian lograron producir
un numero maximo de 6.4 + 1.7 embriones
transferibles (Ungerfeld et al., 2007), aun-
que reportes en cabras Boer se lograron ob-
tener 9.2 = 1.0 embriones transferibles con
el mismo protocolo (Lehloenya y Greyling,
2010). Estos resultados no estan muy aleja-
dos a los obtenidos en el presente estudio (7.2
+ 2.0 embriones transferibles), demostrando

que el protocolo de FSH simplificado puede
ser una buena alternativa para obtener em-
briones transferibles de cabras.

CONCLUSIONES

e  Los protocolos de superovulacion utili-
zando eCG y FSH fueron efectivos para
inducir una respuesta ovarica de multi-
ples cuerpos luteos en cabras.

e Eltratamiento con una sola dosis diaria
de FSH por tres dias, tratamiento simpli-
ficado de FSH, fue mas eficiente en pro-
ducir estructuras y embriones transferi-
bles que el tratamiento con eCG.
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