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INTRODUCCION

Introduccion

En pequenos rumiantes, como en otras especies, las técnicas de
superovulacién, conservacion y transferencia de embriones consti-
tuyen en la actualidad una herramienta imprescindible tanto para el
desarrollo de programas de conservacion de recursos genéticos en
razas con bajo nimero de efectivos, como para la aplicacién de progra-
mas de mejora genética destinados a incrementar las producciones
ganaderas.

En ambos casos, el objetivo de los protocolos de superovulacién es el
incremento de descendientes de las hembras seleccionadas mediante el
aumento del numero de ovulaciones y de embriones viables en respues-
ta a la utilizacion de tratamientos hormonales. Estos incluyen general-
mente la administracién de un tratamiento con gonadotropinas -que per-
mite la entrada en crecimiento de un mayor numero de foliculos- duran-
te los ultimos dias del tratamiento de sincronizacion del celo y la admi-
nistracion de progestagenos intravaginales para sincronizar la ovulacion.

La administracion del tratamiento de superovulacion con gonadotro-
pinas tiene como objetivo el incremento del nimero de foliculos que se
desarrollan hasta el estadio de foliculo preovulatorio. La administra-
cion de hormona foliculo estimulante (FSH) cada 12 h, segun los proto-
colos clasicos de superovulacién, comienza a modificar la poblaciéon
folicular entre las 12 y las 24 h posteriores a la administracion de la pri-
mera dosis. Estos cambios en la poblacién folicular se relacionan con
un aumento en el numero total de foliculos mayores o iguales a 2 mm,
que crecen hasta los 5 mm de diametro en 12-48 h, alcanzando el esta-
dio preovulatorio a las 48-60 h (Gonzalez-Bulnes et al. 2004a). Aunque
el patréon de crecimiento folicular varia segun la formulaciéon de FSH
utilizada y en funcion del protocolo de administracion, los foliculos
ovulatorios obtenidos como resultado de los diferentes protocolos de
superovulacion se caracterizan por presentar un menor tamano que los
foliculos ovulatorios de ciclos naturales, no estimulados con gonado-
tropinas (Driancourt et al. 1991). Esta disminucidn en el tamano de los
foliculos ovulatorios se ha observado también durante los ciclos natu-
rales en todas las razas de ovejas consideradas prolificas, como Merino
Boorola (McNatty et al. 1986), Chios (Avdi et al. 1997) y Romanov
(Cahill et al. 1979).
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En la fase folicular, inducida con la retirada de los progestagenos
intravaginales, estos foliculos entrardn en las fases de crecimiento y
maduracion finales y alcanzardn la ovulacién. Asi, a los 6 6 7 dias de
haber retirado la esponja, y tras la monta o inseminacion artificial, se
pueden recuperar los embriones del utero y, previa valoracion de su
calidad, transferirlos a hembras receptoras, bien en fresco o tras un
periodo de conservacion variable.

Sin embargo, y a pesar de las mejoras conseguidas durante los ulti-
mos anos en cuanto a la eficacia de los protocolos de superovulacion,
los rendimientos de estas técnicas presentan una gran variabilidad; no
solo entre los diferentes grupos de tratamiento, sino también entre ani-
males de un mismo grupo. Han sido diversos los estudios que se han
llevado a cabo para averiguar las causas de esta variabilidad — factores
limitantes — y poder asi, en base a estos conocimientos, optimizar los
protocolos utilizados.

Factores limitantes de la respuesta superovulatoria

La elevada variabilidad en la tasa de ovulacién y en el niumero de
embriones viables obtenidos en respuesta a los tratamientos de supe-
rovulacion se ha relacionado clasicamente con factores limitantes tanto
extrinsecos -procedencia, pureza y protocolo de administracion de las
gonadotropinas- como intrinsecos -raza, edad, y estados nutricional y
reproductivo- del animal.

Factores Extrinsecos Limitantes de la Respuesta Superovulatoria

Como se ha descrito anteriormente, los tratamientos de superovulacion
estimulan el crecimiento de un elevado numero de foliculos mediante la
administracion de altas cantidades de gonadotropinas exdgenas. Este
aporte de gonadotropinas es necesario para conseguir la respuesta supe-
rovulatoria, pero puede dar lugar a ciertos efectos adversos. Asi, la res-
puesta a los tratamientos de superovulacion en ovejas, al igual que en
otras especies de rumiantes, se asocia con una elevada incidencia de alte-
raciones en el desarrollo folicular, la maduracién del oocito y los mecanis-
mos ovulatorios (Kafi y McGowan, 1997). Algunas de estas alteraciones
son comunes a todos los tratamientos de superovulacion pero hay otros
factores, como el origen de la preparacion comercial de gonatropina, su
pureza vy el protocolo de administracion, que influyen en la respuesta final.
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INTRODUCCION

Por otra parte, los progestagenos -utilizados de forma paralela a los
tratamientos superovulatorios en pequenos rumiantes para la sincroni-
zacion de la ovulacién en todos los animales del grupo, tanto hembras
donantes como hembras receptoras-, pueden también ejercer efectos
secundarios sobre la respuesta ovarica, la fertilizacién y la viabilidad
embrionaria.

Procedencia y pureza de la gonadotropina empleada

Los preparados comerciales de gonadotropinas se componen mayo-
ritariamente de hormona foliculo estimulante (FSH), pero contienen
también un pequefno porcentaje de hormona luteinizante (LH) que
puede variar entre los diferentes preparados farmacéuticos (Lindsell et
al 1986b), e incluso entre distintos lotes (Wollen et al. 1985), modifican-
do de manera importante la respuesta obtenida tras su administracion.

Si bien es necesaria una concentraciéon minima de LH para que se
produzca la ovulacion, elevadas concentraciones de esta hormona
durante periodos de tiempo prolongados previos a la descarga endo-
gena preovulatoria pueden producir alteraciones tanto en el momento
de presentaciéon y en la amplitud de este pico preovulatorio de LH (Taft
et al. 1996) como en la capacidad de los foliculos para ovular (Rubianes
et al. 1995). Asi, se ha observado que un elevado contenido en LH dis-
minuye los rendimientos de los protocolos superovulatorios debido a
que gran parte de los foliculos que se desarrollan en respuesta al trata-
miento entran en atresia a lo largo de su crecimiento o no son capaces
de alcanzar la ovulacién (Gonzalez-Bulnes et al. 2000).

Como consecuencia, pareceria razonable la utilizacion de preparacio-
nes de FSH altamente purificada, aunque algunos autores sostienen
que niveles excesivamente bajos de LH también inducen alteraciones
en la respuesta superovulatoria, por lo que proponen la administracion
de cantidades conocidas de LH al final del tratamiento superovulatorio
con FSH pura (Picton et al. 1990; Cognie, 1999).

Protocolo de administracion de gonadotropinas

El protocolo de administracion utilizado (en lo que se refiere a nume-
ro de dosificaciones, dosis constantes vs decrecientes y periodos inter-
dosis) es otro de los factores que también pueden influir sobre la varia-
bilidad de la respuesta (Hoffman et al. 1988); asi, desde los primeros
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anos de la década de 1990 se conoce como el nimero de administra-
ciones modifica los resultados del tratamiento con FSH (Lépez
Sebastian et al. 1990; Rexroad y Powell, 1991).

En la actualidad, los laboratorios que han desarrollado los compues-
tos comerciales purificados recomiendan, para simplificar el manejo, la
administracién de dosis constantes. Sin embargo, existe una contro-
versia entre los autores que senfalan mejores rendimientos en animales
tratados con dosis constantes (Berlinguer et al. 2004) y los autores que
defienden el uso de dosis decrecientes (Gonzalez-Bulnes et al. 2004a).
Parece ser que el nimero de embriones viables recuperados in vivo es
mayor cuando se utilizan dosis decrecientes, hecho probablemente
debido a la mayor similitud de esta pauta con el patrén fisioldgico de
secrecion de FSH durante la fase folicular.

Variabilidad asociada al uso de progestagenos

La administracién de progestagenos disminuye la secrecion de LH
(Goodman y Karsh, 1980) y, mantenida durante 14 dias, como es el
caso de las ovejas sometidas a tratamientos de sincronizacién de celos,
asegura, en el momento de la retirada, la apariciéon espontanea de la
luteolisis, la aparicion del celo, la descarga preovulatoria de LH y la
ovulacion de una forma controlada e independiente del momento del
ciclo en el que se administren (Robinson, 1967). Sin embargo, estos tra-
tamientos se han identificado como agentes causales de alteraciones,
tanto a nivel sistémico como a nivel ovarico (Scaramuzzi et al. 1988), en
la liberacién de LH y en los patrones normales de crecimiento folicular
y dominancia (Noel et al. 1994).

La maxima concentracion plasmatica de progestageno se alcanza 48 h
después de su administracion intravaginal (Robinson, 1965), periodo
tras el cual disminuye hasta concentraciones bajas, incluso insuficien-
tes para estimular la actividad del cuerpo luteo al final del tratamiento
(Robinson, 1967). Esta situacion parece ser la responsable de la gran
variabilidad en cuanto a aparicion del celo, pico de LH y aparicion de la
ovulacion dentro de animales del mismo grupo de tratamiento
(Gaston-Parry et al. 1988) permitiendo la persistencia de foliculos de
tamano preovulatorio envejecidos incapaces de ovular o que provocan
un descenso en el indice de fertilidad si alcanzan la ovulacién (Johnson
et al. 1996; Ungerfeld and Rubianes, 1999; Vinholes et al. 2001). Por otro
lado, las alteraciones en la descarga preovulatoria de LH y la ovulacion
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pueden agravarse en el caso de que un cuerpo lUteo persista mas alla
del periodo de insercion del progestageno.

Para evitar estos inconvenientes, se han descrito protocolos de super-
ovulacion que incluyen la administracion de una segunda dosis de
progestdgeno a mitad del tratamiento, acompanado de la
administracion por via i.m. de un analogo de prostaglandina,
responsable de inducir la luteolisis antes de la retirada del
progestageno (Dingwall et al. 1994; Gonzalez-Bulnes et al. 2002b). La
utilizacién de este protocolo ha supuesto un aumento significativo de
la tasa de ovulacién, asi como del niumero total de embriones viables
recogidos; aunque persiste una alta variabilidad de resultados.

Factores Intrinsecos Limitantes de la Respuesta Superovulatoria

A pesar de las mejoras en los protocolos hormonales, la persistencia
de una alta variabilidad en los rendimientos, entre grupos y entre indi-
viduos pertenecientes al mismo grupo de tratamiento, parece indicar la
existencia de otros factores, que podemos denominar intrinsecos, que
influyen en el niumero final de embriones y en la viabilidad de los mis-
mos. Los estudios realizados por diferentes autores sefalan la raza,
edad, y estados nutricional y reproductivo como los mas importantes.

Factores Genéticos

Bindon et al. (1986) estudiaron el papel de los factores genéticos en
la variabilidad ovulatoria; en principio, las razas mas prolificas presen-
tan mejores respuestas a los tratamientos superovulatorios que aque-
Illas con menor indice de prolificidad (Nuti et al. 1987; Dufour et al.
2000).

Los tratamientos no presentan la misma eficacia incluso dentro de
los individuos genéticamente iguales (Wiemer et al. 1986), si bien,
estas diferencias interindividuales son menos evidentes en razas no
prolificas (Kiessling et al. 1986; Picazo et al. 1996).
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Edad

Tanto la ovulacion inducida hormonalmente dentro de los protocolos
de superovulacion como la no inducida durante los ciclos naturales,
estan claramente influidas por la edad de la hembra (Theriez et al.
1971). Asi, en la especie ovina, los mejores resultados en cuanto a reco-
gida de embriones se obtienen en hembras de alrededor de 6 anos de
edad (Torres et al. 1987).

Estudios realizados en ganado vacuno indican que esta disminucion
en la respuesta superovulatoria se relaciona directamente con el des-
censo en el numero de foliculos capaces de responder al tratamiento
con gonadotropinas (Lerner et al. 1986).

Estado Nutricional

Una nutricidon inadecuada, ya sea en hembras sometidas a regime-
nes nutritivos excesivamente altos (Lozano et al. 2003) o a regimenes
nutritivamente deficientes, puede comprometer la competencia del
oocito (O’Callaghan et al. 2000), la funcion luteal (Jabbour et al. 1991) y
el desarrollo embrionario (Abecia et al. 1997).

Por otra parte, en ganado vacuno se ha indicado que las deficiencias
alimentarias pueden producir diversas alteraciones en la secrecion hor-
monal a nivel hipotaldamico, adenohipofisario u ovarico (Schillo, 1992)
con posible incidencia en los resultados de tratamientos superovulato-
rios.

Estado reproductivo

El estado reproductivo de las hembras en el momento de someterse
a los tratamientos de superovulacién y, de forma especial, los periodos
de anestro caracteristicos en la especie ovina, tienen un papel clave en
los resultados obtenidos de los mismos.

La influencia del anestro prepuberal estaria muy relacionada con la
de otros factores como la edad. Los animales en anestro prepuber pue-
den responder con ovulaciones a la administracion de gonadotropinas
exodgenas puesto que sus foliculos son ya sensibles a la LH (Driancourt
et al. 1990), si bien el indice de ovulacidn es inferior al que se obtiene
en ovejas adultas (Driancourt y Avdi, 1993).
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En épocas de anestro estacional, la influencia de la estacion y el foto-
periodo es evidente en razas caracteristicas de altas latitudes (Gherardi
y Lindsay, 1980), afectando principalmente a la viabilidad de los
embriones (Mitchell et al. 2002a,b). En zonas templadas no se han des-
crito diferencias en la respuesta a los tratamientos realizados en las
épocas de actividad reproductiva o en épocas de anestro (Baril and
Vallet, 1990; Lépez-Sebastian et al 1990; Samartzi et al 1995; Gonzélez-
Bulnes et al. 2003a, 2003b).

El anestro postparto puede también limitar la respuesta ovarica a tra-
tamientos inductores de la ovulacion mediante gonadotropinas exége-
nas (Driancourt y Avdi, 1993). El estudio de los perfiles endocrinos
durante el postparto y de la respuesta a los diferentes tratamientos hor-
monales, ha permitido establecer una fase de inactividad ovulatoria
mas intensa que se corresponde con el postparto temprano (Wise,
1990), de unos 21 dias de duracidn, y una segunda fase de duracion
variable, determinada principalmente por la lactacion (Schirar et al.
1989).

La inactividad ovulatoria durante el postparto temprano esta asocia-
da a la incapacidad de generar pulsos de LH con una frecuencia igual a
la observada durante la fase folicular del ciclo estral. Ademas, durante
esta primera fase es caracteristica la falta de respuesta de la hipodfisis
anterior a la administracién exégena de GnRH (Wise et al. 1986). La
inactividad durante el periodo de lactacion puede deberse a un des-
equilibrio entre el consumo energético y el requerido para la produc-
cion de leche, hecho observado en ganado vacuno al inicio de la lacta-
cion (Coppock et al. 1974; Sejrsen y Neimann, 1982). Este desequilibrio
metabdlico, similar al que tiene lugar en estados de desnutricion, pare-
ce alterar la secrecion pulsatil de LH (Butler y Smith, 1989) vy justificaria
la disminucion de la actividad ovérica.

Todos estos condicionantes son considerados en la elaboracién de
los protocolos de superovulacion, con el fin de minimizar los efectos
indeseados. Sin embargo, y a pesar de ello y de las mejoras introduci-
das en la seleccion y el manejo de los animales, los rendimientos de las
técnicas de superovulacion en pequefios rumiantes siguen presentan-
do una gran variabilidad, hecho que ha conducido a la hipotesis de
establecer los factores ovaricos como punto clave y responsable de
esta variacion residual.
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Factores ovaricos limitantes de la respuesta superovulatoria

En las hembras de los animales mamiferos, la actividad reproductiva
se inicia con la aparicion de la pubertad; a partir de este momento se
desarrolla la capacidad para producir gametos femeninos de forma
ciclica, coincidiendo con los periodos de receptividad sexual. Estos
ciclos se mantienen durante todo el periodo de vida reproductiva del
animal a excepcion de los periodos de anestro propios de cada especie
(Saumande, 1991).

En la oveja, los ciclos sexuales se establecen cada 17 dias como
media y durante ellos se producen de forma continua los procesos de
crecimiento y desarrollo folicular que tienen como objetivo la forma-

Descarga preovulatoria
2~ delH(yFSH) Luteolisis

Ovulacion

Hormonas en sa ngre

Oestradiol

Fase luteal .
folicular

A
Estradiol
Luteolisis

Estradiol

Figura 1.1. Representacion esquemética de los cambios hormonales en las diferen-
tes fases del ciclo sexual (Adaptado de Martin y Thomas, 1990).
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cion y liberacion de gametos maduros. En el ciclo sexual de la oveja
podemos distinguir una Fase Folicular, con una duracién de 2-3 dias, de
los cuales las 30-36 h previas a la ovulacion son de receptividad sexual,
y una Fase Luteinica que dura 14-15 dias y que se corresponde con la
etapa de formacién del cuerpo luteo y el posterior desarrollo de su acti-
vidad progesterdnica.

Todos estos procesos son regulados por la actividad de los diferen-
tes drganos que constituyen el eje hipotadlamo-hipdfisis-gonadal (hipo-
talamo, hipofisis, ovario y utero); las hormonas se secretan en respues-
ta a mecanismos de estimulacién e inhibicion por feed-back y son dis-
tribuidas por el torrente circulatorio hasta los 6rganos diana.

Fotoperiodo Aporte nutricional

_ Feedback HIPOTALAMO < Feedback____
negatwo positivo

GnRH

Feedback GLANDULA Feedback
negatlvo PITUITARIA pos|t|vo
Gonadotropinas

FSH}

Estradiol

Inhibina Estradiol

Oocito
L— Progesterona—

> —Progesterona
Cuerpo liteo Oxitocina

—Prostaglandina F,, /j
(‘x

Utero

Aporte ====->
nutricional

Figura 1.2. Representacion esquematica del eje hipotalamo hipotalamo-hipofisis-
gonadal (Adaptado de Baird, 1983).
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Ciclo Ovarico y Dinamica Folicular en la Oveja

La tasa de ovulacién es un parametro caracteristico de cada especie
y esta condicionado por factores de caracter genético. En la especie
ovina, la tasa de ovulacién es muy reducida, con pequenas variaciones
dependiendo de la raza. El nimero de ovulaciones durante un ciclo
sexual esta relacionado con el numero de foliculos que se desarrollan
desde el estadio de foliculo primordial hasta el estadio de preovulato-
rio. La dindmica de crecimiento de estos foliculos esta controlada por
el equilibrio entre los mecanismos de estimulacion e inhibicién del cre-
cimiento folicular, que pueden actuar tanto a nivel sistémico como
intraovarico.

Los factores sistémicos hacen referencia a las hormonas secretadas
al torrente circulatorio por el eje hipotalamo-hipofisis-ovario entre los
cuales, las gonadotropinas hipofisarias (FSH y LH) presentan accién
estimulante, y el estradiol y la inhibina, actividad inhibidora. Los facto-
res intraovaricos se originan en el ovario y, sin alcanzar la circulacion
sistémica, actuan sobre este mismo organo; pueden ser estimulantes,
como el Factor de Crecimiento de tipo Insulinico (IGF, Insulin-like
Growth Factor) y el Factor de Crecimiento Epidérmico (EGF, Epidermal
Growth Factor) o inhibidores, como el estradiol y la inhibina.

En la especie ovina, el proceso de foliculogénesis o de crecimiento y
desarrollo de foliculos ovaricos desde el estadio de foliculo primordial
a foliculo preovulatorio ha sido objeto de numerosos estudios y revi-
siones bibliograficas (Driancourt, 1991; Mariana et al. 1991; Picazo y
Lépez Sebastian, 1995). Clasicamente, la descripcidon de cada una de las
etapas por las que atraviesa un foliculo en su desarrollo se ha basado
en los cambios morfoldgicos, intimamente relacionados con algunas
caracteristicas funcionales de cada estadio. Actualmente, los estadios
de los foliculos se definen, de forma consensuada, atendiendo princi-
palmente a criterios funcionales y mas concretamente, a la capacidad
de respuesta y grado de dependencia folicular a la secrecién de gona-
dotropinas FSH y LH (Scaramuzzi et al. 1993).

El proceso denominado foliculogénesis se caracteriza por el desarro-
llo simultdneo de subpoblaciones de foliculos con caracteristicas fun-
cionales diferentes segun su capacidad de respuesta y grado de depen-
dencia del aporte de gonadotropinas hipofisarias. Desde el punto de
vista funcional, la primera fase de crecimiento transcurre desde la
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etapa de foliculo primordial a foliculo con capacidad de respuesta a las
gonadotropinas o foliculo preantral; en ella tienen lugar, por primera
vez, fendmenos de proliferacion celular en la granulosa y la aparicién
de receptores de FSH y LH en la granulosa y en la teca, respectivamen-
te. La segunda fase esta caracterizada por una intensa proliferacion y
diferenciacion celular y por la adquisicién de actividad esteroidogénica
plena, dando lugar a foliculos que dependen absolutamente del aporte
gonadotrdpico. Esta segunda etapa es también conocida como fase de
reclutamiento folicular y da paso al estadio de seleccion folicular, al
final del cual surge un foliculo dominante destinado a la ovulaciéon
(Driancourt et al. 1987).

R AN Foliculos primordiales

u-,,' @ Foliculos reclutados
@ @ Antru forms

Foliculos gonadotropo-receptivos

Foliculos gonadotropo-dependientes

Foliculos ovulatorios

Atresia

Ovulacion

Figura 1.3. Representacion esquematica de las principales fases del desarrollo foli-
cular (Adaptado de Driancourt, 2003).
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Fase de crecimiento folicular basal (De foliculo primordial a foliculo
preantral, con capacidad de respuesta a las gonadotropinas)

En la mayoria de los mamiferos, las oogonias alcanzan la fase de
oocito primario durante el desarrollo fetal; luego permanecen en profa-
se meidtica constituyendo un “pool” o reserva de foliculos primordia-
les que accederan a la etapa de crecimiento a lo largo de la vida repro-
ductiva. En el ovario del feto ovino existen foliculos desde el dia 70 de
la gestacidon, estando completa la dotacion folicular (40.000-300.000
foliculos) en el momento del nacimiento (Cahill et al. 1979). En el desa-
rrollo prepuberal se produce una fuerte reduccién, de forma que en las
ovejas adultas hay, con pequehnas variaciones segun la raza, entre
12.000 y 86.000 foliculos primordiales y entre 100 y 400 en crecimiento,
de los cuales sélo unos 10-40 son visibles en la superficie ovérica
(Rubianes, 2000).

El foliculo primordial esta estructuralmente constituido por el oocito,
desprovisto de zona pelucida y rodeado de un estrato de células epite-
liales planas precursoras de las células de la granulosa, y de una lami-
na basal externa. En la oveja, como sucede en otras especies (Peters et
al. 1973), el inicio del crecimiento del foliculo primordial no es sélo
independiente de la FSH y LH (Mc Natty et al 1992), sino que al parecer
es desencadenado por el propio oocito (Reddoch et al. 1986; Eppig et
al 2002). Este experimenta un incremento en la sintesis de ARN y de
ciertas proteinas, algunas de las cuales estan destinadas a formar la
zona pelucida, e induce la primera diferenciacion y proliferacion de las
células epiteliales que lo rodean (pre-granulosa), transformandose
éstas en células cubicas (granulosa), como se describe en el trabajo de
Lintern-Moore y Moore (1979).

Este crecimiento folicular esta influido por dos hormonas intraovari-
cas, el estradiol (Hisaw, 1974) y la testosterona (Schreiber y Ross, 1976)
-para las que aparecen receptores en fases muy tempranas-, asi como
por el Factor de Crecimiento de tipo Insulinico y el Factor de
Crecimiento Epidérmico (Driancourt, 1991). En esta fase tiene también
lugar la diferenciacion de las células tecales que se situan concéntricas
a la ldAmina basal. Simultdneamente se expresan los primeros recepto-
res de FSH y LH en las células de la granulosa (Peluso et al. 1991;
McNatty et al. 1992) y de la teca (Erickson y Magoffin, 1983) respectiva-
mente, aun en ausencia de estas gonadotropinas.
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Los foliculos resultantes, conocidos como primarios —o preantrales,
por la ausencia de cavidad o “antrum”-, tienen un didmetro aproxima-
do de 0,Tmm y permanecen en reserva hasta la pubertad (Faddy et al.
1976).

Fase de crecimiento folicular tonico o de reclutamiento folicular (De
foliculo preantral a foliculo antral, dependiente de gonadotropinas)

Una vez que el foliculo primario esta completamente desarrollado y
posee teca interna se encuentra expuesto al medio hormonal del plas-
ma periférico; asi, su desarrollo posterior es dependiente de factores
extraovaricos, principalmente FSH (Driancourt et al. 1987). Los requeri-
mientos en gonadotropinas de los foliculos primarios para iniciar esta
fase de crecimiento son hasta el momento desconocidos, pero se ha
observado que la retirada de estas hormonas por hipofisectomia resul-
ta en un fallo en la formacién de foliculos antrales. En estas circunstan-
cias, el foliculo entra en el proceso de reclutamiento; durante éste se
produce la diferenciacion del foliculo secundario, que, por definicion,
es todo foliculo con un antrum o cavidad rellena de liquido. Segun
Cahill y Mauleon (1980), los foliculos comienzan a formar el antrum
cuando alcanzan un tamano de 0,2 mm de diametro; al principio el
incremento de tamano es lento, pero entre los 0,5 y 2 mm se transfor-
ma en un proceso muy rapido que dura aproximadamente 5 dias y que
se debe casi exclusivamente a la acumulacién de liquido folicular en
dicho antrum.

La FSH actua, ademas, induciendo la formacién de receptores para
LH en las células de la granulosa (Richards y Migley, 1976), prolactina
y prostaglandinas, PGFz. y PGE: (Erickson, 1978). Las células de la gra-
nulosa comienzan a expresar receptores para LH en el estadio de foli-
culo secundario y su numero y sensibilidad van aumentando desde
que aparecen, en el foliculo de 2,5 mm (McNeilly et al. 1986), hasta ser
maximos en el foliculo preovulatorio.

Los foliculos de mayor tamano que han entrado en el proceso de reclu-
tamiento comienzan a secretar elevadas cantidades de estradiol e inhibi-
na que inducen, a nivel hipofisario, una disminuciéon en la secreciéon de
FSH. La liberacion folicular de estrégenos se produce por un mecanismo
en el que intervienen tanto la capa granulosa como la teca interna (Ryan
et al. 1968) estimuladas por las gonadotropinas séricas (Armstrong y
Papkoff, 1976). Las células de la teca interna, inducidas por la accién de
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la LH, se diferencian (Fortune et al. 1988) y secretan andrégenos, princi-
palmente androstenodiona (Erickson y Ryan, 1976). Las células de la gra-
nulosa convierten los andrégenos en estrégenos por medio de la activi-
dad aromatasa, capacidad enziméatica adquirida por accién de la FSH.

Fase de Seleccion y dominancia folicular (De foliculo dependiente
de gonadotropinas a foliculo dominante)

Es durante esta fase cuando tiene lugar la seleccién de los foliculos
ovulatorios.

En la fase folicular del ciclo, el incremento de las concentraciones de
estrégenos e inhibina ejerce un efecto de feed-back negativo sobre la
hipofisis y, como consecuencia, disminuye progresivamente la secre-
cion de FSH hasta que las concentraciones plasmaticas descienden por
debajo del umbral necesario para el mantenimiento de otros foliculos
dependientes de gonadotropinas (Martin et al. 1988). Asi, al final de la
fase folicular, del total de foliculos susceptibles de ser reclutados, tan
solo aquellos capaces de soportar las bajas concentraciones de FSH
son capaces de continuar su desarrollo entrando en la fase de selecciéon
que conduce a la diferenciacion de un foliculo terciario susceptible de
ovular; el resto, incapaz de soportar la limitacion en el aporte de FSH,
entra en atresia. Existe un umbral de estimulacién con FSH por encima
del cual tienen lugar las ultimas fases del desarrollo folicular; si la con-
centracion minima de FSH requerida no esta presente éstas no se pro-
ducen. Este umbral de sensibilidad es distinto para cada individuo, lo
que explicaria la enorme variabilidad en la tasa de ovulacién en res-
puesta a los tratamientos de superovulaciéon (Picton y McNeilly, 1991).

Al parecer, el comienzo del mecanismo de seleccidon requiere una
induccién inicial critica de la actividad aromatasa y capacidad de res-
puesta a la LH. De esta manera, cuando se alcanza el umbral de FSH en
un foliculo (Hillier et al. 1988) éste sera el primero en aromatizar andro-
genos tecales y en producir estrogenos, que sensibilizan localmente a
las células de su propia granulosa al efecto de la FSH, confiriendo al
foliculo destinado a ser dominante o/y ovulatorio una sensibilidad mas
elevada a la FSH (Henderson et al. 1987) que le permite mantenerse
con niveles inferiores de esta hormona.

Ademads, durante esta fase, los foliculos dominantes cambian sus
necesidades de FSH hacia LH, en respuesta a la cual crecen y maduran
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hasta alcanzar el estadio preovulatorio. El foliculo terciario tiene un ele-
vado grado de desarrollo tanto de la teca como de la granulosa, y gran
cantidad de receptores para LH en ambas (Webb y England, 1982);
estos receptores responden al incremento de los pulsos de LH durante
esta fase, que termina en el proceso de ovulacién en caso de producir-
se la descarga preovulatoria de LH tras la luteolisis (Cuming et al.
1971).

Esta dependencia de la LH para el establecimiento de la dominancia
explica el hecho de que durante la fase luteal, los foliculos preovulato-
rios no tengan oportunidad de establecer dominancia; el cuerpo luteo
secreta progesterona, cuyo efecto inhibidor sobre la hipofisis mantiene
una baja frecuencia y amplitud de los pulsos de LH. Cuando se destru-
ye el cuerpo luteo y comienza una nueva fase folicular, los niveles de
progesterona descienden y se eleva la producciéon de LH pudiendo lle-
gar a establecerse la dominancia.

Ademas, el mecanismo de seleccion folicular en la oveja, al igual que
en otras especies monovulatorias, podria operar mediante activacion
de factores intraovaricos que limitan la viabilidad de foliculos vecinos
y el nimero de foliculos antrales (Cahill et al.1985).

Zeleznik y Hillier (1984) describieron las caracteristicas que presenta
el foliculo dominante y que le dan esta categoria sobre el resto; los foli-
culos de gran tamano tienen una mayor actividad aromatasa y produ-
cen gran cantidad de estrégenos; ademas, producen inhibina que,
junto con los estrogenos, actua sobre la hipdfisis disminuyendo la
secrecion de FSH (McNeilly, 1984). Los foliculos en menor grado de
desarrollo, en presencia de un foliculo grande (Martin et al. 1988) care-
cen, por tanto, de concentraciones suficientes de FSH. En ese momen-
to todavia no disponen de receptores de LH suficientes como para uti-
lizar esta hormona; unicamente aquellos foliculos antrales (2-4 mm)
con elevada actividad aromatasa, son capaces de mantener un medio
altamente estrogénico.
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Influencia del status ovarico en la respuesta a los tratamientos de
superovulaciéon

Uno de los factores que mas influyen sobre la respuesta individual a
los tratamientos de superovulacion es la poblaciéon folicular de cada
oveja al comienzo del tratamiento. Asi, la respuesta ovarica esta direc-
tamente relacionada con el numero de foliculos pequenos (2-3 mm),
que han alcanzado el estadio de gonadotropo-receptivos y son capaces
de crecer hasta el tamano preovulatorio en respuesta al estimulo exo6-
geno con FSH (Gonzéalez-Bulnes et al. 2002b); un niumero mayor de
estos foliculos eleva la tasa de ovulaciéon y el nimero de embriones,
independientemente del tipo de gonadotropina utilizada (Gonzalez-
Bulnes et al 2000).

Sin embargo, la presencia de foliculos de gran tamano o dominantes
antes de la estimulacion ovarica se relaciona negativamente con la res-
puesta obtenida al tratamiento ya que, si bien la presencia de un folicu-
lo dominante al inicio de un tratamiento con FSH no parece afectar sig-
nificativamente a la tasa de ovulacion (Gonzalez-Bulnes et al. 2000), si
se ha relacionado con un menor numero y calidad de los embriones
obtenidos (Gonzalez-Bulnes et al. 2002b).

De los resultados de estos estudios se ha podido concluir que la
situacion ovarica ideal en el momento de iniciar los tratamientos de
superovulacién consistiria en una poblacion folicular formada por el
mayor niumero posible de foliculos con un tamano aproximado de 2-3
mm, sin actividad estrogénica y con buena capacidad de respuesta
frente a las gonadotropinas.

La eliminacion de foliculos dominantes se convierte, por tanto, en
uno de los principales objetivos de cualquiera de los diferentes proto-
colos de actuacién que, en reproduccion animal, tenga como objetivo
incrementar el nimero de embriones viables recogidos de una hem-
bra.

La ablacion quirurgica de los foliculos dominantes ha demostrado
buenos resultados en ganado vacuno, habiéndose observado en algu-
nos estudios que esta practica, realizada mediante puncién guiada por
ultrasonografia, tiene como consecuencia un aumento significativo de
los rendimientos superovulatorios en respuesta al tratamiento con FSH
(Bungartz y Niemman, 1994). En ovejas también se ha observado la efi-
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cacia de esta técnica (Gonzalez-Bulnes et al. 2002a), pero debido al
pequeno tamano corporal y a las caracteristicas del tracto genital de los
pequenos rumiantes, su aplicaciéon requiere la utilizacidon de técnicas de
laparoscopia lo que aumenta significativamente los inconvenientes
derivados del manejo de los animales.

Por este motivo, los tratamientos farmacoldgicos se convierten en la
alternativa de eleccidon para ser utilizados de forma rutinaria. Debido a
que, como hemos visto, la dominancia se establece en presencia de
altas concentraciones de LH (Campbell et al. 1995; Adams, 1999), la
forma mas directa de mejorar los resultados de las técnicas de supero-
vulacién en pequenos rumiantes parece ser la induccion de bajas con-
centraciones de LH previas a la estimulacién con FSH. En esta situa-
cion, con bajas concentraciones de LH, los foliculos grandes se vuelven
dependientes de la FSH y no pueden llegar, por tanto, a establecer la
dominancia. La disminucion eficaz de la liberacién de LH puede conse-
guirse mediante el control de la actividad de la GnRH, hormona regula-
dora de la producciéon y secrecién de gonadotropinas a nivel de las
células de la hipofisis; esta hormona controla las concentraciones tanto
de LH como de FSH, ambas piezas clave en el mantenimiento del con-
trol hormonal sexual y de la funcién reproductiva normal de las géna-
das.

Bases fisio-farmacoldgicas del uso de analogos de GnRH

La hormona liberadora de gonadotropina tipo | (GnRH-I), fue descu-
bierta en el ano 1967 y es considerada el factor neuroendocrino repro-
ductivo clasico (Huirne y Lambalk, 2001).

En 1984, Miyamato et al. aislaron una GnRH-Il en el hipotdlamo de
pollo, idéntica estructuralmente a la GnRH-l en un 70% y de distribu-
cion mas amplia. En 1996, Kasten et al. confirmaron la existencia de
este segundo decapéptido en las especies de animales mamiferos,
incluyendo los primates; se cree que su funcidn en estas especies
podria estar relacionada con la secrecion de gonadotropinas, si bien
todavia no se conoce su actividad concreta (Neill, 2002).

La secrecion de GnRH por parte de las neuronas hipotaldmicas se
desarrolla de acuerdo a un patron establecido a lo largo de la vida del
animal: durante el periodo neonatal se encuentra activo de forma tran-
sitoria, en reposo durante la fase prepuberal y durante la pubertad
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alcanza los niveles de actividad que se mantendran durante la vida
adulta. Este decapéptido, caracterizado en 1971 por Schally et al se sin-
tetiza en el citoplasma de las neuronas hipotalamicas presentes en la
eminencia media del hipotalamo, se almacena en forma de granulos en
el aparato de Golgi y asi se transporta a lo largo del axdon hasta ser libe-
rado a modo de pulsos (Huirne y Lambalk, 2001; Coccia et al. 2004).

En la hormona liberadora de gonadotropina, los aminoacidos res-
ponsables de las funciones claves se localizan en las posiciones 1, 2, 3,
6y 10, siendo los correspondientes a las posiciones 2 y 3 los responsa-
bles de la liberacién de gonadotropinas (Coccia et al. 2004).

De manera fisioldgica, la senal enviada desde el hipotdlamo a la
hipo6fisis mediante pulsos de GnRH tiene un caracter episddico; se pro-
duce cada 1-4 h y asegura asi la sintesis y liberacion de FSH y LH. La
GnRH llega a la hipofisis a través del sistema portal hipotalamo-hip6fi-
sis y a otros drganos, casi siempre relacionados con la reproduccion, a
través de la circulacidon sistémica. En todos estos d6rganos existen
receptores especificos para GnRH (GnRHr) que se encargan de desarro-
llar una actividad fisioldgica en respuesta al estimulo hormonal.

Dentro de los receptores de GnRH podemos distinguir dos tipos que,
aunque pertenecen a la misma familia (receptores acoplados a protei-
na G) y son estructuralmente idénticos en un 41%, proceden de la
expresion de dos genes diferentes. Asi, el gen para el receptor de GnRH
tipo | se localiza en el cromosoma 4 (rq 21.2) y el gen para el receptor
de GnRH tipo Il se localiza en el cromosoma 1q.

En mamiferos, el receptor GnRH tipo Il estd mas ampliamente distri-
buido que el receptor GnRH tipo | pudiéndose encontrar en el cerebro,
mayoritariamente en la pituitaria y en areas asociadas con la excitacion
sexual, asi como en diferentes tejidos no neurales y reproductivos, lo
que hace pensar en cierta diversidad de funciones (Huirne y Lambalk,
2001; Neill, 2002).

Los receptores de esta familia estdn formados por una cadena poli-
peptidica unica, dispuesta en 7 a-hélices transmembrana, con domi-
nios intra y extracelulares. El tercer bucle intracelular del receptor es
mayor que el resto e interacciona con la proteina G. El dominio de fija-
cion del ligando esta inmerso en el espesor de la membrana, sobre uno
o mas de los segmentos a-helicoidales. Ambos tipos de GnRHr se dife-
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rencian en que el de tipo | tiene 328 aminoécidos careciendo de cola
citoplasmica carboxyl-terminal, mientras el receptor para GnRH tipo |l
si posee esta cola C-terminal, que se cree juega un papel clave en los
procesos de desensibilizacion rapida.

NH Receptor o ; NH, Receptor
GnRH Il 3 . GnRH |
>, del mono : °

Extracelular

Extracelular

Intracelular Intracelular

COOH = (MO@ANAT

Figura 1.4. Esquema del receptor de GnRH | (Adaptado de Neill, 2002).

La ocupacion del receptor por la GnRH o una sustancia analoga, ori-
gina un cambio en su configuraciéon que provoca un aumento de su afi-
nidad por la proteina G, su activacion y la disociacion de la subunidad-
a de dicha proteina. Esta subunidad puede moverse libremente por el
plano interno de la membrana, donde interacciona con la fosfolipasa C,
activandola.

La fosfolipasa C es una enzima ligada a la membrana celular cuya
actividad consiste en incrementar la tasa de degradacién de fosfatidili-
nositol (4,5) bifosfato en diacilglicerol (DAG) e inositol (1,4,5) trifosfato
(IPs). EI DAG vy el IPs actuan como segundos mensajeros de la senal de
la GnRH:
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* el IPs se fija a la membrana del reticulo endopldsmico y pro-
voca la apertura de los canales de calcio consiguiendo un
incremento de la concentracién del ién calcio intracitosélico.
Como consecuencia se producen diferentes efectos (depen-
diendo del tipo de célula estimulada): contraccion de muscu-
lo liso, aumento de secrecion de glandulas exocrinas y
aumento de liberacién de hormonas y neurotransmisores.

* EI DAG permance asociado a la membrana, provocando el
desplazamiento de la protein-cinasa C del citosol a la mem-
brana y regulando su actividad, que deriva en diversos efec-
tos: liberacion de hormonas y neurotransmisores, contrac-
cion del musculo liso, promocion tumoral y transporte de
iones.

Esta actividad se traduce en la liberacion de granulos de FSH y LH en
la hipofisis. Por otro lado, desde que se descubrid la existencia de
receptores para GnRH extrahipofisarios, se estan desarrollando estu-
dios para determinar los posibles efectos directos sobre el ovario, el
oocito y el embrion (Huirne y Lambalk, 2001).

La cuantificacion de la actividad de la GnRH ha de realizarse de forma
indirecta mediante la determinaciéon de la secrecion pulsatil de LH ya
que la corta vida media de esta hormona (2 - 5 min) y la dificil accesi-
bilidad a la circulacion portal hipotdlamo-hipdfisis complican la deter-
minacion directa de sus niveles (Conn y Crowley, 1994; Coccia et al.
2004).

Esta corta vida media de la GnRH, unida a la utilidad de poder con-
trolar la liberacién de gonadotropinas y principalmente a la restriccion
de administrar preparados de origen nervioso, fue lo que justificé en su
momento el intento de desarrollar analogos de GnRH para su uso en
protocolos de experimentacion y técnicas de reproduccion.

El descubrimiento por parte de Schally y Guillermin de la secuencia
de aminoacidos de este decapéptido, permitid el desarrollo de com-
puestos con accidon agonista o antagonista de GnRH. En un principio se
penso que la obtencion de estos compuestos sintéticos no representa-
ria un gran problema ya que bastaria con la sustitucion de uno o dos
aminoacidos de la cadena proteica, pero fueron mas de 30 ahos de
experimentacion los que llevaron a la sintesis de compuestos con un
perfil farmacocinético, de seguridad y comercial aceptables. Los dife-
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rentes intentos realizados hasta llegar a los anadlogos hoy disponibles
perseguian fundamentalmente la sintesis de compuestos con mayor
actividad, sin efectos secundarios y capaces de permanecer mas tiem-
po en el organismo. En el caso de los antagonistas se sucedieron tres
generaciones de compuestos hasta llegar a los actualmente comercia-
lizados como cetrorelix, iturelix, azaline B, ganirelix, abarelix y antare-
lix (Huirne y Lambalk, 2001), ya que los primeros compuestos sintetiza-
dos (primera y segunda generacion de antagonistas), presentaban el
inconveniente de producir reacciones anafilacticas importantes debi-
das a la liberacién de histamina (Coccia et al. 2004).

La actividad inhibidora de los analogos-agonistas de GnRH se basa
en su capacidad para producir una desensibilizacion de los receptores
localizados en las células de la hipdfisis. La union del agonista al recep-
tor produce un estimulo que se traduce en un aumento inicial de la libe-
racion de LH (flare-up); seguidamente se produce una disminucion en
la expresion del numero de receptores responsable del descenso inicial
de la respuesta por parte de la hipodfisis y finalmente, por mecanismos
todavia no totalmente conocidos, se produce una desensibilizacion de
los receptores que, a su vez, provoca una disminucién mantenida de la
secrecion de hormona luteinizante (Coccia et al. 2004).

Los agonistas de GnRH han demostrado, a lo largo de la experiencia
clinica, tener un perfil de efectos secundarios considerablemente acep-
table y una eficacia probada. Las dosis utilizadas en protocolos de asis-
tencia a la reproduccion en la especie humana son menores que las
requeridas en el caso de los antagonistas, pero el inicio de su accion
requiere al menos 7-14 h. Ademas, su mecanismo de accion todavia
presenta lagunas, lo que ha ido desplazando su uso a favor de los anta-
gonistas de GnRH (Conn y Crowley, 1994).

El principal mecanismo de accién de los antagonistas de GnRH
(GnRHa) es el bloqueo competitivo de los receptores de GnRH. A dife-
rencia de lo que sucede con los agonistas, los GnRHa no producen esti-
mulacion inicial de la liberacién de gonadotropinas sino una supresion
inmediata y reversible de la produccion de FSH y LH, de duracién e
intensidad dosis dependiente y completamente reversible en 24-72 h al
conservar la adenohipdfisis su capacidad de respuesta frente al estimu-
lo de la GnRH. Entre las 4 y 24 h posteriores a la administraciéon del
antagonista (6 h como media), se observa una disminucion en la con-
centracion de FSH en plasma del 30% y del 70%, en el caso de la LH.
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No obstante, tras la administracion de una dosis submaximal de
GnRHa todavia pueden detectarse gonadotropinas en plasma, lo que
podria indicar la existencia de un bloqueo incompleto o, lo que es mas
probable, la existencia de procesos de secrecion de gonadotropinas no
dependientes de GnRH (Huirne y Lambalk, 2001).

Los GnRHa presentan, tanto en el caso de una administracion Unica
como en el caso de multiples dosis, una cinética lineal en funcién de la
dosis y procesos de eliminacion de primer orden principalmente por
metabolismo via hepatica (Coccia et al., 2004). Su eficacia no varia si la
administraciéon de dosis iguales tiene lugar por via subcutanea o intra-
muscular, pero la administracion intranasal (de uso exclusivo en huma-
na) requiere generalmente dosis superiores. La absorcion de estos
compuestos tras la administracién subcutdnea es practicamente com-
pleta (biodisponibilidad = 85%) y rapida, presentando el pico de con-
centracion plasmatica maxima aproximadamente una hora después de
su administracion. La unidon a proteinas plasmaticas varia ligeramente
segun el compuesto (> 80%) y la semivida plasmatica de la administra-
cion unica de la dosis clinica por via subcutdanea de los preparados de
liberacion no retardada varia, entre 5 y 30 h dependiendo del farmaco;
estos valores aumentan a 20 — 80 h si el protocolo incluye la adminis-
tracion de dosis multiples (Coccia, 2004).

Los antagonistas actualmente disponibles se comercializan, como en
el caso de los agonistas, para administracion parenteral; actualmente
se esta investigando una nueva generacion de antagonistas de origen
no peptidico cuya administracion podria ser oral, con las ventajas que
esta via de administracion representa en humana (Millar et al. 2000).

En general, los compuestos de mas reciente aparicion son seguros, no
habiendo evidencia alguna de una posible atrofia de los drganos diana.
Los efectos secundarios derivados de la utilizacion de antagonistas de la
GnRH son los mismos que se observan con los agonistas y son los atribui-
bles a un hipoestrogenismo en hembras y a un hipoandrogenismo en
machos (una exposicién prolongada a estos farmacos puede conducir a
una pérdida de la densidad mineral 6sea del 2-8 %). A nivel local puede
observarse cierta reaccion en el punto de administracion que, generalmen-
te, revierte en poco tiempo. Hasta el momento no se han observado efec-
tos sobre el nimero de alteraciones fetales o de abortos (Hanssens, 2000).

La administracién de analogos (tanto agonistas como antagonistas)
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de GnRH esta indicada en los casos que requieran inhibicion de la libe-
racion de gonadotropinas hipofisarias, como es el caso de tumores
hormono-dependientes. También se ha utilizado la administracion pul-
satil de analogos de GnRH en el restablecimiento de la fertilidad en
machos y en hembras con deficiencias en la produccién, para conse-
guir la normalizacion del eje hipofisis-gonadal (Conn y Crowley, 1994).

La aplicacién clinica de los antagonistas de GnRH incluye las situa-
ciones en las que se requiere una “castracion bioquimica” por bloqueo
indirecto de la secrecion de hormonas sexuales al inhibir la produccién de
gonadotropinas a nivel hipofisario. Los antagonistas de GnRH podrian
estar asi indicados en el caso que exista una alteracion hormono-depen-
diente como sucede en las hembras en los casos de sindrome de hipe-
restimulaciéon ovarica, sindrome de ovario poliquistico -en el que los
niveles elevados de LH parecen ser responsables de los altos niveles de
androgenos que afectan negativamente al desarrollo folicular-, endo-
metriosis y cancer ginecoldgico -puesto que al parecer los altos niveles
de LH y FSH podrian estimular el crecimiento del tumor- o en los
machos en casos de leiomioma, cancer de prdstata o hipertrofia benig-
na de proéstata (Huirne y Lambalk, 2001).

Adicionalmente, la combinacion de antagonistas de GnRH con
andrégenos podria jugar un papel clave en la contracepcion masculina
al suprimir la espermatogénesis y producir azoospermia (Coccia et al.
2004).

En técnicas de reproduccion asistida en las que la induccion de la
ovulacion es seguida de FIV o transferencia intrafalopiana de gametos
los GnRHa también se pueden utilizar, bien para evitar la aparicion de
picos enddgenos prematuros de LH o en la regulacion hormonal del
estatus ovarico, como tratamiento previo al de superovulacion
(Ortmann et al. 2001).

Incorporacion de los farmacos antagonistas de GnRH a los protoco-
los de superovulacion

En la actualidad, la mayoria de los protocolos de reproduccion asis-
tida, superovulacion y recogida de embriones en ovejas, incluyen la
administracion de progestdgenos por via intravaginal para la sincroni-
zacion del celo y de la ovulacién de todos los animales en el mismo
grupo de tratamiento, y la administracion de varias dosis de FSH ovina
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para la estimulacién ovarica.

Si bien los resultados han mejorado notablemente en los ultimos
anos, existen aun limitaciones que se han relacionado con el estatus
folicular, el nimero y la distribuciéon por tamano de los foliculos en el
momento de iniciar el tratamiento con FSH. La poblacion folicular ido-
nea para responder al tratamiento de superovulacion (maximo numero
posible de pequenos foliculos sensibles a las gonadotropinas sin pre-
sencia de foliculos dominantes) podria ser inducida mediante la admi-
nistracion de farmacos antagonistas de GnRH.

La mayor parte de los trabajos realizados con antagonistas de
GnRH en tratamientos de reproduccién asistida se han realizado en
protocolos de fertilizaciéon in vitro (FIV) en la especie humana, con el
fin de evitar la aparicion de una descarga prematura de LH
(Felberbaum, 1995). Actualmente, la mayoria de estos protocolos
incluyen un tratamiento de estimulacion ovarica controlada con el fin
de incrementar el numero de oocitos fertilizables. En un primer
momento, la hiperestimulacién ovérica se llevé a cabo mediante la
administracion de gonadotropinas exdgenas, bien solas o en combi-
nacién con citrato de clomifeno (Kistner, 1976). Sin embargo, y a pesar
del seguimiento que se hacia del crecimiento folicular, el 10-25 % de los
ciclos no culminaban en ovulacion, debido a la aparicién de picos pre-
maturos de LH (Gordon, 2001). Cuando, a mediados de los anos 80, se
estudié en profundidad el papel de la GnRH en la liberacién de LH a
nivel de la hipdfisis y se sintetizaron los primeros andlogos de esta
hormona, éstos empezaron a utilizarse para impedir la aparicion de
estos picos de LH favoreciendo la maduracion de los foliculos hasta
el momento previsto para la recogida de los oocitos. De esta forma, y
aunque la finalidad de los antagonistas de GnRH no era ésta, este
grupo farmacolégico ha pasado a ser parte del tratamiento estandar
utilizado en mujeres durante la estimulacion ovérica previa a la apli-
cacion de FIV, presentando numerosas ventajas frente a los agonistas
en lo que a duracion del tratamiento y numero de administraciones se
refiere (Gordon, 2001).

Los antagonistas de GnRH mas utilizados han sido ganirelix y cetro-
relix, que han demostrado en diversos estudios un perfil de eficacia y
seguridad comparable al de los farmacos agonistas (Diedrich et al.
1994; The Ganirelix Dose Finding Study Group, 1998; Albano et al.
2000; Olivennes et al. 2000). En lo que a efectos secundarios se refiere,
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parece que una de las ventajas de la utilizacién de antagonistas podria
ser la menor incidencia de aparicion del Sindrome de
Hiperestimulacion Ovarica, de frecuente presentacion tras tratamientos
de estimulacion ovarica (de Jong et al. 1998).

La utilizacion de los antagonistas por los diversos grupos de trabajo
presenta diferencias en cuanto al producto utilizado, la forma farma-
céutica, la dosis y el protocolo de administraciéon. En cuanto a los pro-
tocolos de administraciéon de GnRHa pueden diferenciarse dos tenden-
cias segun se administren dosis multiples o dosis Unicas.

En los protocolos de dosis multiples, el antagonista se administra en
pequenas dosis desde la mitad de la fase folicular hasta la administra-
cion de la gonadotropina corionica humana (Diedrich et al. 1994;
Albano et al. 1997). En el trabajo de Albano et al. se demostro, previa
comparacion de la administracion diaria en protocolos de dosis multi-
ple 0,1; 0,25 y 0,5 mg de cetrorelix, que la dosis minima eficaz era la de
0,25 mg de antagonista. Olivennes et al. (2000) demostraron, siguiendo
el protocolo de los estudios realizados con Nal-Glu por Frydman et al.
(1992), que la administracion de una segunda dosis (5 mg) del antago-
nista a las 48 h de haber administrado otra dosis idéntica era, en la
mayor parte de los casos, innecesaria.

Partiendo de los resultados obtenidos en el estudio anterior, los mis-
mos autores disenaron un nuevo protocolo de administracion basado
en la administracion de una dosis uUnica cetrorelix (3 mg) al final de la
fase folicular; con él se conseguia una gran eficacia en la prevencién de
los picos prematuros de LH y se mejoraban los resultados en cuanto al
cumplimiento del tratamiento.

Dentro de los protocolos de dosis Unicas, se ha intentado encontrar la
dosis minima eficaz mediante estudios comparativos de eficacia tras
administraciones de cetrorelix a dosis de 2 y 3 mg. Aunque no se obser-
varon diferencias entre ambas dosis en los resultados de la fecundacion
in vitro, si se observé una mayor duracion del efecto inhibitorio sobre la
liberacion de LH con la dosis mayor (Olivennes et al. 1998). En los estu-
dios con ganirelix (The Ganirelix Dose-Finding Study Group, 1998), admi-
nistrado a mujeres a dosis diarias de 0,25; 0,5; 1 y 2 mg/dia, se observo
que la dosis menor era capaz de evitar la aparicion de picos prematuros
de LH y ofrecia mejores resultados clinicos ya que, con dosis superiores,
los resultados en cuanto a tasa de implantacidon eran peores; este hallaz-
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go podria relacionarse con posibles efectos secundarios derivados de la
actividad directa de los antagonistas sobre el endometrio (Hernandez,
2000).

Basandose en estos resultados, se podria pensar en la utilidad de
preparaciones de liberacion controlada, similares a las utilizadas en los
tratamientos de procesos tumorales hormono-dependientes, que pro-
longaran en el tiempo los efectos de los GnRHa sobre la liberacion de
LH sin provocar efectos secundarios. Boutignon et al. (1999) reformula-
ron el farmaco antagonista teverelix (Antarelix®), en forma de sal de
acetato soluble, mediante un proceso patentado para producir micro-
granulos biodegradables libres de solventes y se lo administraron por
via subcutanea a perros Beagle (20 mg). Comprobaron que, tras una
administracion Unica, los niveles de testosterona disminuian por deba-
jo de 0,5 ng/ml (nivel de castracion) durante un periodo de 80 dias.

En reproduccion animal, las primeras experiencias realizadas con
antagonistas de GnRH en ganado ovino para inhibir el crecimiento foli-
cular y desencadenar la aparicion controlada de una nueva onda de
crecimiento (Brebion, 1990), se basaron en el uso de dosis diarias
durante los 11 dias que se mantiene el tratamiento de sincronizacion de
ciclos, previo al inicio del tratamiento de superovulacién con FSH.
Estos trabajos mostraron mejores resultados en cuanto al numero de
embriones viables pero su aplicacion practica se vio condicionada por
factores limitantes econémicos, de manejo y de variabilidad en la res-
puesta.

Posteriormente, un segundo objetivo, en ganado vacuno, fue su uso
para eliminar la secrecion endégena pulsatil de LH y retrasar el pico
preovulatorio de LH, consiguiendo asi prolongar la fase folicular y
mejorar la calidad tanto de los foliculos como de los oocitos (Oussaid
et al. 2000). Sin embargo, la administracion de teverelix (1,6 mg cada
12 h durante 36 h) en terneras durante tratamientos de superovulaciéon
(pFSH, 24 mg, durante 4 dias) inducia la aparicién de una mayor tasa
de atresia (36-58 % de los foliculos mostraban signos de atresia tempra-
na o avanzada) y una disminucién en las concentraciones de estradiol
y progesterona. Estos efectos no influian en el desarrollo potencial de
los oocitos recuperados de los foliculos atrésicos y cultivados in vitro
durante ocho dias. Si el tratamiento con teverelix se prolongaba a 60 h,
el numero de foliculos con signos de atresia terminal evidente alcanza-
ba el 90 % del total de foliculos recogidos.
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En pequenos rumiantes, los protocolos de superovulacién que incor-
poran la administracion de GnRHa de tercera generacion son recientes
(Cognie, 1999) y han aportado resultados preliminares prometedores.
En cabras, la administracion de teverelix (0,5 mg/dia, durante 11 dias a
partir del 2° dia postadministracion del progestageno intravaginal)
puso de manifiesto el potencial papel de estos farmacos en las nuevas
técnicas de reproduccion; la inhibicion de la actividad hipofisaria se
reflejé en una clara disminucion de las concentraciones plasmaticas de
FSH y LH y, como consecuencia de ello, se multiplicé por dos el nime-
ro de foliculos de pequeno tamano impidiéndose el crecimiento de foli-
culos dominantes (Gonzalez-Bulnes et al. 2004c). Sin embargo, en
ganado caprino, el nimero de embriones viables obtenidos cuando se
administra un tratamiento de superovulaciéon con posterioridad al uso
de un antagonista de GnRH es bajo (Cognie et al. 2003). Esto podria
deberse a la fuerte disminucién en el crecimiento de foliculos hasta los
estadios intermedios -foliculo dependiente de gonadotropinas- causa-
da por el aporte de GnRHa (Gonzalez-Bulnes et al. 2004c), a pesar de
que la funcion hipofisaria se recupera al suspender la administracion
del antagonista (Gonzalez-Bulnes et al. 2004b).

Para disminuir los inconvenientes derivados del manejo de los ani-
males, Alabart et al. (2001) han realizado diversas experiencias en ove-
jas sobre tratamientos clasicos de superovulacion (progestageno intra-
vaginal, 14 dias; pFSH i.m., dos veces al dia durante 4 dias y pLH i.v.
junto con las dos ultimas dosis de pFSH) en los que han incorporado la
administraciéon de antagonistas de GnRH en regimenes de dosis multi-
ples y dobles y han valorado su eficacia en la tasa y calidad de los
embriones recuperados, después de monta natural 6 IA a los 8 dias de
la retirada del tratamiento con progestagenos. La administracién sub-
cutanea de 11 dosis de teverelix (0,5 mg, cada 24 h, comenzando el dia
de la administracion del progestageno) ofrecia un bloqueo practica-
mente completo de la secrecion de LH hipofisaria. Sin embargo, con el
tratamiento de dosis doble (0,5 mg de teverelix, separados 6 dias,
comenzando el mismo dia de la administracion intravaginal de proges-
tdgenos), se mantenian concentraciones plasmaticas significativas de
LH, por lo que se cree que este régimen no seria valido y se necesitarian
nuevos estudios para poder establecer un régimen de dosificacidon opti-
mo vy sencillo.

En ese mismo periodo, en la Universidad de Edimburgo, se ha pro-
bado la alternativa de administracion subcutanea de una unica dosis
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elevada (22 mg) de GnRHa. Los resultados mostraron que esta dosis
producia la deprivacién hipofisaria completa por un periodo aproxima-
do de dos meses (Souza et al. 2000), lo que daba lugar a la desapari-
cion total de los foliculos dominantes y a un fuerte incremento de la
poblacion de foliculos gonadotropo-dependientes (Gonzéalez-Bulnes at
al., 2003c). Sin embargo, los protocolos de superovulaciéon utilizados
en ganado ovino no necesitarian periodos tan prolongados de inhibi-
cion de la funcién hipofisaria, por lo que seria preciso el estudio de la
relacion entre el efecto y las concentraciones del farmaco en plasma a
dosis mas bajas para poder establecer pautas posoldgicas adecuadas a
nuestros objetivos.

Durante la realizacion del trabajo experimental objeto de esta
Memoria, se ha publicado un estudio preliminar comparando la efica-
cia de utilizacion del antagonista de GnRH teverelix segun el protocolo
de dosis bajas multiples (11 x 0,5 mg) con un protocolo en el que, con
intervalos de 5 dias, se administraron 3 dosis de 1,5; 0,5 y 0,56 mg de
teverelix (Cognie et al. 2003). Con la administracion de 3 dosis de teve-
relix se obtuvo una elevada respuesta ovulatoria pero un menor nime-
ro de embriones transferibles que el obtenido con el régimen de dosis
multiples; segun hipotesis de los autores, estos resultados podrian
estar relacionados con la aparicion prematura de picos de LH debida al
efecto insuficiente de la tercera dosis sobre la actividad hipofisaria.



Desarrollo experimental
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DESARROLLO EXPERIMENTAL

Desarrollo Experimental

En el desarrollo de este trabajo se contemplaron dos experimentos
encaminados a determinar la respuesta hipofisaria y ovarica después
de la administracion, por via subcutanea, de distintas dosis del antago-
nista de GnRH teverelix y valorar su inclusién en protocolos de super-
ovulacion y transferencia de embriones en ganado ovino. El objetivo
final buscaba sentar las bases para el establecimiento de nuevos trata-
mientos de estimulacion ovarica que permitan mejorar los resultados
de las técnicas de produccion de embriones, tanto in vivo como in vitro,
minimizando el manejo de los animales.

Los experimentos fueron realizados utilizando 39 ovejas de raza
Manchega ubicadas, en régimen de estabulacién, en la granja experi-
mental del Departamento de Reproduccion Animal del Instituto
Nacional de Investigaciones Agrarias (INIA) de Madrid, situada en una
latitud aproximada de 40 °N. Todas las hembras eran adultas (2-6 anos
de edad), en periodo de secado y con una adecuada condicién corpo-
ral durante la fase experimental, careciendo de antecedentes patologi-
cos. La alimentacidon consistia en una racion de concentrado, alfalfa
deshidratada y paja de cereales con un suplemento de vitaminas y
minerales. Los locales, con una superficie de 125 m? disponian de
zonas cubiertas y parques donde los animales recibian los cambios
habituales de luz y temperatura de cada estacion del ano. Las experien-
cias tuvieron lugar durante la época de actividad reproductiva (enero-
marzo y junio-diciembre), puesto que es en esta época cuando el efec-
to inhibitorio de los foliculos dominantes es mas acusado (Gonzalez-
Bulnes et al., 2003b).

En el primer experimento se estudio el efecto de la administracidn
subcutdnea de dos dosis diferentes (1,5 y 3,0 mg) del antagonista de
GnRH teverelix (Antarelix®, Zentaris AG, Frankfurt, Alemania) sobre la
secrecion de gonadotropinas hipofisarias (FSH y LH) y sobre el desarro-
llo y la funcionalidad de la poblacién folicular ovarica.

En una segunda fase se realizd la valoracion del pretratamiento con
una dosis subcutanea de 1,5 mg de teverelix en hembras sometidas
posteriormente a protocolos de estimulacién ovarica. Para ello se desa-
rrolld un experimento con dos replicados. En el primero se valoré el
efecto del antagonista sobre el desarrollo y la funcionalidad de la
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poblacién folicular en respuesta a la administracion de FSH exdgena, la
aparicion del comportamiento de celo y el pico preovulatorio de LH y
la respuesta ovarica, tanto en lo que se refiere a tasa de ovulacion
como en lo que respecta al niumero y viabilidad de embriones. En el
segundo replicado se valoré de nuevo la aparicion de celo y pico de LH
y la respuesta superovulatoria al tratamiento con FSH.
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DESARROLLO EXPERIMENTAL

Experimento I: Valoracion de los efectos de la adminis-
tracion de dosis unicas (1,5 mg y 3,0 mg) del antagonis-
ta de GnRH Teverelix por via subcutanea sobre la acti-
vidad hipofisaria y la funcionalidad folicular.

Objetivo

El objetivo de este experimento fue determinar el efecto de la admi-
nistracion subcutanea de dos dosis unicas (1,5 y 3,0 mg) del antagonis-
ta de GnRH teverelix sobre la funcidon hipofisaria (patrones de secrecion
de FSH y LH) y los perfiles de crecimiento y funcionalidad folicular
(patréon de secrecion de inhibina A).

Metodologia

Protocolo experimental

Para la realizacidon de esta experiencia se utilizé un grupo de 18 ove-
jas. A 6 ovejas se les administrd, por via subcutdnea, una dosis Unica
de 1,5 mg (Grupo 1,5) y a otras 6 hembras, una dosis de 3,0 mg (Grupo
3,0) de Antarelix® (Teverelix, Zentaris AG, Frankfurt, Alemania), en 2 ml
de solucidén salina. El resto de los animales (n=6) se utilizaron como
Grupo Control, administrandose a cada individuo unicamente 2 ml de
solucién salina por la misma via (Figura 2.1).

Dos dias antes de iniciar el tratamiento con teverelix, cada individuo
fue tratado con un progestageno en forma de esponja de poliuretano,
por via intravaginal (45 mg de acetato de fluorogestona, FGA,
Chronogest®, Intervet International, Boxmeer, Holanda), para posibili-
tar que los datos del estudio fueran obtenidos en las mismas condicio-
nes en las que posteriormente se utilizara el farmaco en los protocolos
de superovulacion. De esta forma, se reproducirian posibles situacio-
nes derivadas de las interacciones farmacocinéticas y farmacodinami-
cas entre el GnRHa y el progestageno durante el periodo de observa-
cion.

El comportamiento farmacodindmico de teverelix se estudié en base
a las respuestas hipofisaria y ovarica a la administracion del farmaco.
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DESARROLLO EXPERIMENTAL

La respuesta endocrina (concentraciones plasmaticas medias de las
gonadotropinas FSH y LH) se determind, en primer lugar, sobre mues-
tras de 10 ml de sangre extraida de la vena yugular mediante la utiliza-
cion de tubos heparinizados al vacio (Vacutainer® Systems Europe,
Becton Dickinson, Meylan Cedex, Francia), obtenidas cada 12 h duran-
te los 6 dias posteriores a la administracion del fdrmaco. Asimismo, se
tomaron muestras seriadas, cada 15 minutos durante 4 h, alas 0, 24 y
48 h post-tratamiento, para valorar la funcionalidad hipofisaria median-
te la determinacién de posibles cambios en el perfil de secrecion pulsa-
til de LH.

La determinacion del efecto del farmaco sobre la dinamica de creci-
miento y la actividad de la poblacién folicular se llevé a cabo mediante
un estudio morfométrico de los ovarios por ecografias transrectales
seriadas, cada 24 h desde el momento de la administracion de tevere-
lix (Dia 0) hasta el final de la experiencia (Dia 6), y mediante un estudio
funcional por valoracion de los niveles plasmaticos de inhibina A en
muestras sanguineas obtenidas cada 12 h durante este mismo periodo.

Todas las muestras de sangre fueron centrifugadas a 1500 g durante
15 min, almacenando el plasma en tubos de poliestireno cerrados her-
méticamente que permanecian en un congelador a -20°C hasta el
momento del analisis.

Determinacion de las concentraciones hormonales en plasma

Los niveles de gonadotropinas (FSH y LH) fueron medidos por dupli-
cado en alicuotas de 200 ul de plasma segun las técnicas de andlisis
radioinmunoldégico con doble anticuerpo descritas por Campbell et al.,
(1990) y por McNeilly et al., (1987), respectivamente. El limite de detec-
cion fue de 0,1 ng/ml para FSH y 0,2 ng/ml para LH. Los coeficientes de
variacion inter e intraandlisis fueron menores al 10% para ambas hor-
monas.

Los niveles de inhibina A fueron medidos por duplicado en alicuotas
de 200 ul de plasma mediante la técnica de anélisis enzimoinmunologi-
co descrita por Knight et al. (1998) y modificada por McNeilly et al.
(2000). La sensibilidad del andlisis fue de 7 pg/ml y los coeficientes de
variacion inter e intraandlisis de 7,6 % y de 11,9 %, respectivamente.
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Se realizé mediante ultrasonografia, con un ecégrafo Aloka 500 SSD
(Aloka Co. Ltd., Tokyo, Japdn) equipado con una sonda transrectal de
haz lineal y una frecuencia de 7,5 MHz. El examen de los ovarios se
llevd a cabo segun la técnica descrita por Schrick et al. (1993) y valida-
da en nuestro laboratorio mediante comparacién con observaciones
histoldgicas (Gonzalez-Bulnes et al., 1994). Una vez localizado el ovario
(Figura 2.2) se determinaba el diametro de todos los foliculos mayores
o iguales a 2 mm, y su posicion topografica. A partir de la observacién
realizada, se hacia un esquema del ovario en el que se senalaba el
tamano y la localizacién de los foliculos identificados en relacion a la
posicion del cuerpo luteo, hilio y estroma.

Figura 2.2. Imagen de un ovario de oveja visualizado mediante ecografia transrectal
(Los diametros del ovario aparecen senalados entre cruces).
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DESARROLLO EXPERIMENTAL

Analisis de Datos
Concentraciones plasmaticas de hormonas

La valoraciéon de los niveles de hormonas en sangre periférica se
realizd de forma individualizada con el fin de evaluar la funcionalidad
hipofisaria (FSH y LH) y folicular (inhibina A) en cada animal. Los efec-
tos del tratamiento y el dia de observacion sobre las concentraciones
hormonales fueron valorados por analisis de varianza (split-plot
ANOVA). Los datos se expresaron como media + error estandar y las
diferencias se consideraron estadisticamente significativas para
p<0,05.

La relacion entre el dia de observacion y los cambios en las concen-
traciones hormonales fueron analizados mediante andlisis de correla-
cion y regresion lineal. Estas relaciones fueron consideradas estadisti-
camente significativas para p<0,05.

Poblacion folicular

Los datos obtenidos en las observaciones ecograficas de los folicu-
los presentes en los ovarios fueron sometidos a dos analisis diferentes
para valorar posibles cambios en la poblacion folicular. En el primer
andlisis se valoro el numero total de foliculos =22 mm en desarrollo en
cada observacion; para el segundo, se clasificd el numero total de foli-
culos =2 mm en tres categorias: foliculos grandes (= 6 mm), medianos
(4-5 mm) y pequenos (2-3 mm) y se cuantificé el nimero de foliculos
de cada una de ellas.

Los efectos del tratamiento y el dia de observacion sobre el nimero
y tamano de los foliculos fueron estimados por analisis de varianza
(split-plot ANOVA). Los datos se expresaron como media + error estan-
dar y las diferencias se consideraron estadisticamente significativas
para p<0,05. La relacion entre el dia de observacion y los cambios en la
poblacion folicular fueron analizados mediante analisis de correlacion
y regresion lineal, considerando estadisticamente significativas aque-
llas relaciones con una p<0,05.
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Resultados

Perfiles de secrecion de gonadotropinas hipofisarias

La administracion de ambas dosis del antagonista de GnRH teverelix
(1,5 mg y 3,0 mg) produjo una disminucién de las concentraciones
plasmaticas de FSH y LH.

En el momento de la administracién del antagonista, la concentra-
cion plasmatica media de LH era similar para todos los grupos (0,55 =
0,21 para los animales del grupo control, 0,59 + 0,20 en el caso del
grupo tratado con 1,5 mg y 0,61 + 0,20 ng/ml en las hembras tratadas
con dosis de 3,0 mg; Grafica 2.1).

0,9 7 wum Control
s  GnRHa (1,5 mg)

08 mmmm  GnRHa (3,0 mg)

0,7 -
/

LH (ng/ml)

0,6
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0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5 4 4,5 5 5,5 6 6,5

Dias tras la administracion de GnRHa

Grafica 2.1.- Concentraciones medias de LH (ng/ml) en relacion al tiempo transcu-
rrido desde la administracién del GnRHa para los grupos control y tratados con 1,5
mg y 3,0 mg de teverelix (Tabla A.1).
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DESARROLLO EXPERIMENTAL

En los animales del grupo control, el valor medio de LH durante el
periodo de estudio fluctué entre 0,5 y 0,8 ng/ml, observandose los nive-
les mas altos durante los dias 1, 3y 6. En los animales tratados con una
dosis de 1,5 mg de teverelix, se observd un patréon de LH similar al que
presentaba el grupo control pero con una concentraciéon media de LH
menor (0,55 + 0,13 vs 0,63 = 0,22 ng/ml en el grupo control; p<0,0005).
En el caso de la administracién de la dosis superior (3,0 mg) se obser-
v6 un cambio en los perfiles de secrecion de LH, sin las fluctuaciones

CONTROL
0 horas 24 horas 48 horas
media | eem | media | eem | media | eem
CC media LH (ng/ml) 052 +002 082 <008 0,62 =+0,04
CC basal LH (ng/ml) 051 =002 076 =+=006 0,61 =+0,03
Frecuencia pulsos (pulso/8h) 0,17 0,50 0,17
Amplitud pulsos (ng/ml) 0,71 1,54 0,95
1,5 mg GnRHa
0 horas 24 horas 48 horas
media | eem | media | eem | media | eem
CC media LH (ng/ml)
042 +004 038 =+002 034 =+0,02
CC basal LH (ng/ml)
Frecuencia pulsos (pulso/8h)
Amplitud pulsos (ng/ml)
3,0 mh GnRHa
0 horas 24 horas 48 horas
media | eem | media | eem | media | eem
CC media LH (ng/ml)
045 +003 046 =+0,03 042 =+0,03
CC basal LH (ng/ml)
Frecuencia pulsos (pulso/8h)
Amplitud pulsos (ng/ml)

Tabla 2.1.- Valores de las concentraciones medias y basales y de los pardmetros de
pulsatilidad de LH para los grupos control y tratados con teverelix (1,5 y 3,0 mg)
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Gréfica 2.2 .- Evolucioén de las concentraciones individuales de LH (ng/ml) en relacién
al tiempo transcurrido desde la administracién del GnRHa en tres animales represen-
tativos de los grupos control (A) y tratados con 1,5 mg (B) y 3,0 mg (C) de teverelix.
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observadas anteriormente; asimismo, el valor medio disminuyd en
comparacion con el grupo control (0,47 + 0,07 ng/ml; p<0,00001), sien-
do la disminucién para esta dosis (3 mg) de antagonista superior a la
observada con la dosis de 1,5 mg (p<0,00005).

Las concentraciones basales de LH durante los periodos de 4 h en los
que se tomaron muestras para detectar su pulsatilidad, oscilaron entre
0,51y 0,76 ng/ml para los animales del grupo control; en los animales
tratados, tanto con 1,5 como con 3,0 mg, se observaron valores entre
0,34-0,42 ng/ml y entre 0,42-0,46 ng/ml, respectivamente (Tabla 2.1).

En los animales del grupo control se detectaron pulsos de LH en los
tres periodos analizados con una frecuencia que variaba de 0,17 a 0,50
pulsos/4 h y una amplitud de 0,71-1,54 ng/ml. Sin embargo, no se
detectdé ningun pulso de LH en los animales tratados con teverelix
durante los diferentes periodos de observacion (Grafica 2.2).
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Gréfica 2.3.- Concentraciones medias de FSH (ng/ml) en relacién al tiempo transcu-
rrido desde la administracién del GnRHa para los grupos control y tratados con 1,5
mg vy 3,0 mg de teverelix (Tabla A.2).
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A diferencia de lo que ocurria en el caso de la LH, el analisis de la
concentracion media de FSH en plasma en el momento de la adminis-
tracidon del antagonista puso de manifiesto diferencias entre los distin-
tos grupos; los niveles hormonales fueron inferiores en el grupo que
posteriormente seria tratado con 1,5 mg (0,73 + 0,23 ng/ml) que en los
animales utilizados como grupo control (1,04 + 0,26 ng/ml; p<0,05) o en
aquellos a los que se les administraria la dosis superior, de 3,0 mg
(0,91 £ 0,24 ng/ml; p=0,09) (Gréfica 2.3).

En los animales control y en los tratados con 3 mg, las concentracio-
nes de FSH experimentaron un incremento 12 h después del tratamien-
to para disminuir posteriormente, mientras los niveles se mantuvieron
estables alrededor de 0,8 ng/ml en el grupo tratado con la dosis infe-
rior. La concentracién media de FSH durante el periodo de toma de
muestras fue de 1,01 = 0,30 ng/ml en los animales control, 0,79 + 0,18
ng/ml en el grupo tratado con la dosis menor del antagonista
(p<0,00005 con respecto al control) y 0,92 + 0,22 ng/ml en el tratado con
mayor dosis (p<0,05 con respecto al grupo control); entre ambos gru-
pos de tratamiento se observaron también diferencias significativas
(p<0,01).
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Dinamica de crecimiento y funcionalidad folicular

La administracion de ambas dosis de antagonista se relaciond con
una disminucion en el numero de los foliculos de mayor tamafo y un
aumento en el numero de foliculos de menor tamano, durante un
periodo aproximado de 3 dias postadministraciéon (Figura 2.3).

Figura 2.3. Imagen ultrasonogréafica representativa de la poblacion folicular de una
hembra control (izquierda) y una hembra tratada con antagonista de GnRH (derecha).

Asi, en los animales tratados, el numero de foliculos de tamaho = 6
mm resultd menor en los Dias 2 y 3 (0,3 + 0,2 foliculos para el grupo
tratado con 1,56 mg de teverelix y 0,5 + 0,2 foliculos para los animales
tratados con la dosis de 3 mg) en comparacion con el grupo control (1,2
+ 0,3; p<0,005) (Grafica 2.4). En el grupo de animales control, la presen-
cia de un mayor numero de foliculos de gran tamano se relacionaba
inversamente con los niveles de FSH (p<0,05). Esta correlacién no pudo
ser observada en los animales tratados.

Por otro lado, el numero total de foliculos pequefos (2-3 mm)
aumento en los dos grupos tratados desde el Dia 0. En el caso de los
animales tratados con 1,5 mg de antagonista, este valor aumento de
forma rapida alcanzando su cifra maxima en el Dia 2 (19,8 + 1,1 vs 5,8
+ 0,5 foliculos del grupo control; p<0,0005) y permaneciendo en un
numero medio de 17,2 + 0,6 foliculos hasta el Dia 5 en el que empez6 a
disminuir. En el grupo tratado con 3 mg el incremento en el niumero de
foliculos con un tamano de 2-3 mm fue mas lento, alcanzando el valor
maximo en el Dia 4 (18,7 + 0,7 vs 5,56 + 0,7 foliculos del grupo control;
p<0,00001) y disminuyendo drasticamente a 8,2 + 0,6 en el Dia 6.
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Gréfica 2.4.- Numero de foliculos grandes (>6 mm), medianos (4-5 mm) y pequenos
(2-3 mm) en funcién del tiempo transcurrido desde la administracion del antagonis-
ta de GnRH, para el grupo control y los tratados con 1,5 mgy 3,0 mg de teverelix
(Tabla A.3).
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En los animales del grupo control, el valor medio de inhibina A
durante el periodo de estudio oscild entre los 122,38 + 4,52 pg/ml del
Dia 0 y los 189,27 + 4,59 pg/ml del Dia 2, momento a partir del cual la
concentracion de esta hormona se mantuvo entre 167,97 y 186,75
ng/ml (Gréfica 2.5.). El andlisis de las concentraciones plasmaticas de
inhibina A mostré que la administracion de 1,5 mg de antagonista dis-
minuy¢d significativamente los niveles de esta hormona (de 235,60 +
3,98 a 156,37 = 3,18 pg/ml en las primeras 60 h, p<0,005) para aumen-
tar posteriormente hasta alcanzar concentraciones similares a las del
grupo control alrededor del Dia 4 (171,07 = 3,47 pg/ml). Sin embargo,
el patron de secrecion de inhibina en el grupo tratado con 3 mg de teve-
relix fue diferente, presentando un ligero incremento, paralelo al del
grupo control, en las primeras 48 h. Después, la concentracion de inhi-
bina A disminuyd drasticamente alcanzando su nivel mas bajo el Dia
4,5 (182,59 = 3,75 a 130,02 + 3,12 pg/ml); esta concentracion fue signifi-
cativamente menor que en el grupo control (171,33 = 2,04 pg/ml;
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Gréafica 2.5.- Concentraciones medias de Inhibina A (pg/ml) en relacién al tiempo
transcurrido desde la administracion del GnRHa para los grupos control y tratados
con 1,5 mgy 3,0 mg de teverelix (Tabla A.4).
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p<0,01) y que en los animales tratados con 1,5 mg (172,57 = 3,32 pg/ml,
p<0,05).

En el grupo control se observé que el numero de foliculos = 4 mm
estaba directamente relacionado con los niveles de inhibina A
(p<0,005). Esta correlacion no pudo ser observada en los animales tra-

tados.
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Experimento ll: Valoracion del efecto de la administra-
cion subcutanea de una dosis unica de 1,5 mg de teve-
relix sobre la respuesta endocrina y ovarica al trata-
miento superovulatorio con FSH.

Objetivo

El objetivo y diseno de este experimento fueron establecidos a partir
de los resultados obtenidos en el estudio previo. Su finalidad fue deter-
minar el efecto de la administracion de una dosis Unica de 1,5 mg del
antagonista de GnRH teverelix, previa a un tratamiento de superovula-
cion con FSH, sobre los perfiles de crecimiento y la funcionalidad foli-
cular durante el periodo de administracién de dicho tratamiento, sobre
el momento de aparicion del celo y del pico preovulatorio de LH, y
sobre la tasa de ovulaciéon y el niumero final de embriones viables en
respuesta a la administracion de FSH exdgena.

Metodologia

Protocolo experimental

Este estudio se llevd a cabo utilizando un total de 21 ovejas de raza
Manchega, divididas en dos replicados. En el primero se incluyeron 10
individuos en los que se determiné la posible influencia del tratamien-
to con teverelix sobre el desarrollo de la poblacion folicular, la apari-
cion del celo y del pico de LH, la tasa de ovulacion y el nimero vy viabi-
lidad de los embriones obtenidos en respuesta a un tratamiento con
FSH; asi como las posibles interacciones entre las variables citadas. En
el segundo replicado se evalud, en 11 animales, la repetibilidad de los
resultados en lo que a aparicion del celo, pico preovulatorio de LH y
respuesta superovulatoria se referia.

Para ello, los animales fueron sometidos a un tratamiento de sincro-
nizacion de celos mediante la administracion de 40 mg de un proges-
tageno (FGA, Chronogest®, Intervet International, Boxmeer, Holanda)
por via intravaginal (Figura 2.4); este dia fue considerado como Dia -
14, ya que se tomo como referencia y Dia 0, el de la retirada del pro-
gestdgeno. Para asegurar el mantenimiento de niveles altos de pro-
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gestageno se utilizaron 2 esponjas por animal, sustituyendo la prime-
ra a los 9 dias de su insercion. Asimismo, en el Dia -2, y para asegurar
la lisis de un posible cuerpo luteo persistente que pudiese alterar el
momento de aparicion del celo y el pico preovulatorio de LH, se admi-
nistré una dosis intramuscular de 125 ug del analogo de la prostaglan-
dina Fz. cloprostenol (Estrumate®, Mallinckrodt Vet GmbH, Friesoythe,
Alemania).

En el Dia -5, y en base a los resultados obtenidos en el estudio pre-
vio, 6 ovejas del primer replicado y otras 6 del segundo fueron tratadas,
por via subcutdnea, con una dosis unica de 1,5 mg de Antarelix® en 2
ml de solucidn salina. El resto de los animales (n=4 y n=5 en el primer
y segundo replicado respectivamente) fueron utilizados como grupo
control, inyectandoles 2 ml de solucidn salina por via subcutanea.

El tratamiento superovulatorio fue administrado a todos los anima-
les y consistio en 8 dosis decrecientes (1,5 ml x 3; 1,25 ml x 2; 1 ml x 3)
de FSH ovina purificada (Ovagen™, ICP, Auckland, Nueva Zelanda) por
via intramuscular, con periodos interdosis de 12 h, comenzando en la
manana del Dia -2. La retirada del progestageno se llevd a cabo coinci-
diendo con la sexta administracion de FSH (Dia 0).

El estudio de posibles diferencias en la dindmica de crecimiento en
respuesta a la administracion de FSH, tanto en ovejas tratadas como
control, se determind por observacién directa mediante ecografias
transrectales realizadas cada 12 h desde la administracion de FSH hasta
el momento de retirada de la esponja. La funcionalidad folicular se
valord en base a los niveles plasmaticos de inhibina A; para ello, se
tomaron muestras de 5 ml de sangre procedente de la vena yugular
mediante la utilizacion de tubos heparinizados al vacio (Vacutainer®
Systems Europe, Becton Dickinson, Meylan Cedex, Francia) en los mis-
mos tiempos de realizacion de las ecografias.

El momento de aparicion de la sintomatologia de celo se valoré
mediante montas controladas con moruecos adultos y entrenados.
Coincidiendo con la deteccidn de celos, se llevo a cabo la toma de mues-
tras de sangre (bml), extraidas de vena yugular de la forma habitual,
para la determinacion del momento de la descarga preovulatoria de LH.

Finalmente, en el Dia 7 después de la retirada del progestageno, se
determiné la tasa de ovulacion mediante laparoscopia abdominal para
evaluar, por observaciéon directa de los cuerpos luteos presentes en
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ambos ovarios, el indice de respuesta superovulatoria obtenida con el
tratamiento. En las ovejas que presentaron ovulaciones en respuesta al
tratamiento se llevd a cabo la recuperaciéon de los embriones mediante
lavado retrogrado de los cuernos uterinos; valorandose posteriormen-
te la viabilidad de estos embriones.

Estudio morfométrico de los ovarios y determinacion de las concen-
traciones hormonales en plasma

El estudio morfométrico de los ovarios y la cuantificacion de las con-
centraciones plasmaticas de LH y de inhibina A se realizaron siguiendo
las mismas técnicas descritas en el Experimento | (Figura 2.5).

Figura 2.5. Imagen ultrasonogréfica caracteristica de la poblacién folicular de una
hembra sometida a un tratamiento de superovulaciéon con FSH.
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Deteccion de la apariciéon de la sintomatologia de celo

La deteccion de celos se realizod de forma individual mediante monta
controlada por moruecos adultos y entrenados, cada 3 h desde las 14 a
las 60 h posteriores a la retirada del progestageno. Cuando una hem-
bra presentaba sintomatologia de celo, se permitia su cubricion y era
aislada en observaciones posteriores; si bien todas las ovejas eran
montadas a las 36 6 48 h de la retirada de la esponja, independiente-
mente de que ya hubieran sido cubiertas con anterioridad.
Posteriormente, y durante los dos dias siguientes a la segunda monta,
todas las ovejas permanecieron con machos en una proporcién de un
morueco por cada 6 hembras, para asegurar la fertilizacion de las ovu-
laciones inducidas.

Determinacion de la respuesta ovulatoria

La respuesta ovulatoria fue cuantificada en términos de niumero de
cuerpos luteos presentes en el ovario, valor estimado mediante obser-
vacion laparoscoépica (Figura 2.6).

Las laparoscopias se llevaron a cabo con una 6ptica Wolf de 5 mm y
25°. Para ello, bajo anestesia general con xilazina (Rompun®, Bayer Ag,
Leverkusen, Alemania, 6 mg i.m.) y clorhidrato de ketamina (Imalgene®
1000, Merial, Lyon, France, 130
mg, i.m.), se colocaba la oveja
en decubito supino sobre una
camilla, con una inclinacién de
40-45°, y se realizaba una pun-
cién con un trocar de 7 mm,
cranealmente a la ubre, a una
distancia de 2 cm, y a la izquier-
da de la linea media abdominal;
a través del orificio practicado
se efectuaba un neumoperito-
neo por medio de un compre-
sor con filtro de aire, y se intro-
ducia la optica. En un punto

Figura 2.6. Imagen laparoscépica de un ova- Simetrico, en el lado derecho de
rio de oveja con elevada tasa de ovulaciéon en la linea media, se insertaba el
respuesta a la administracion de un trata- trécar de segunda puncion para
miento de superovulacién con FSH. facilitar la manipulacion del
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aparato genital mediante una pinza. Una vez determinada la respuesta
ovdrica, se retiraban ambos trdcares, eliminando el neumoperitoneo, sin
aplicar ningun tipo de sutura en los orificios practicados, y administrando
un antibidtico de amplio espectro (Biomicina®, Laboratorios Ovejero,
Ledn, Espana).

Recuperacion y valoracion de la viabilidad de los embriones

En las hembras en las que se habia evidenciado al menos un cuerpo
luteo, se llevd a cabo la recuperacion de los embriones, inmediatamen-
te después de la laparoscopia. Previa laparotomia, se exteriorizd la
parte superior del tracto genital y se realizé la recuperacién de embrio-
nes mediante un lavado retrégrado de los cuernos uterinos con 20 ml
de PBS (Dulbecco’s phosphate buffered saline, Sigma Chemical Co., St.
Louis, MO, USA), suplementado con BSA al 0,2 % (Bovine Serum
Albumin, Fraction V, Sigma Chemical Co.) y atemperado a 37°C. Para
realizar el lavado se perfundian 20 ml de esta solucion en direccion a la
unidon utero-oviducto, mediante una jeringa conectada a una aguja
roma de 1,2 mm de calibre e insertada en la curvatura mayor del cuer-
no uterino. El medio de lavado era recogido, mediante un catéter de
silicona unido a una aguja roma de 0,9 mm fijada con seda en el infun-
dibulo, en un pocillo de vidrio siliconizado y estéril (Figura 2.7).

La viabilidad embrionaria se evaluaba en funcion de la competencia
de los embriones para continuar su desarrollo, en cultivo in vitro, hasta
el estadio de blastocisto eclosionado (Figura 2.8). El medio de cultivo
utilizado fue TCM 199 (Sigma M-2154) suplementado con un 20 % de
suero fetal bovino inactivado (Sigma F-7524) y gentamicina (4 pl/ml)
(Sigma G-1397). Este era mantenido a 38,5 °C, en una atmosfera un 5 %
de CO:2y un 90 % de humedad. El medio de cultivo era renovado cada 2
dias, momento en que se evaluaba el estado de desarrollo y la morfo-
logia de los embriones mediante observacién directa con un microsco-
pio invertido (Nikon Eclipse TE300, Tokyo, Japdn).
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e e W e

Figura 2.7. Obtencion de embriones de Utero: 1) Canulaciéon de la unién Utero-tuba-
rica en direccion al Utero; 2) Introduccién del catéter en la curvatura mayor del Utero;

3) Lavado desde la curvatura mayor a la unién Utero-tubérica 4) Recuperacion de los
embriones.
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Figura 2.8. Imagen microscoépica de embriones recogidos mediante lavado de uUtero
en fase de morula (A), blastocisto (B) y que posteriormente fueron cultivados hasta
el estadio de blastocisto eclosionando (C) y eclosionado (D).

Anadlisis de datos
Poblacion folicular

Los datos obtenidos en las observaciones ecograficas de los foliculos
presentes en los ovarios fueron sometidos a diferentes analisis para valo-
rar los cambios en la poblacién folicular. En un primer analisis se valord
el numero total de foliculos = 2 mm en desarrollo en cada observacion;
posteriormente, se clasificd el nimero total de foliculos = 2 mm en tres
categorias: foliculos grandes (= 6 mm), medianos (4-5 mm) y pequenos (2-
3 mm) y se valoré el nimero de foliculos de cada una de ellas.

Asimismo, se determind la evolucion en tamano medio del foliculo
de didmetro superior (F1) y del segundo en didmetro (F2). Este dato fue
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tomado para cada observacion, sin considerar la evoluciéon previa ni
posterior de cada foliculo; cuando existian dos o mas foliculos que se
correspondian con la categoria de F1, el didmetro de F2 se considera-
ba el del foliculo inmediatamente inferior en tamafno a éstos, evitando
asi valores iguales para F1y F2.

El seguimiento realizado permitié valorar la dindmica individual de
aparicion, crecimiento y regresion de cada foliculo. A partir de estos
datos, en cada observacion ecografica, los foliculos localizados por pri-
mera vez fueron denominados nuevos o en aparicion, los foliculos que
crecieron en diametro respecto a la observaciéon anterior se considera-
ron en crecimiento (entendiendo como foliculos totales en desarrollo la
suma de las dos categorias anteriores) y los foliculos que disminuye-
ron de tamafno o desaparecieron se consideraron en regresion.

Los efectos del tratamiento y el dia de observacion sobre el nimero
y tamano de los foliculos fueron estudiados por analisis de varianza
(split-plot ANOVA). Los datos se expresaron como media + error estan-
dar y las diferencias se consideraron estadisticamente significativas
para p<0,05. La relacion entre el dia de observacion y los cambios en la
poblacidon folicular fueron analizados mediante analisis de correlacion
y regresion lineal y las diferencias fueron consideradas estadisticamen-
te significativas para p<0,05.

Concentraciones plasmadticas de hormonas

La valoracion de los niveles de inhibina A en sangre periférica se rea-
lizé de forma individualizada con el fin de evaluar la funcionalidad foli-
cular en cada animal; de igual manera se valoraron los cambios en los
niveles de LH para evaluar la funcionalidad hipofisaria y el momento de
aparicion de la descarga preovulatoria. Los efectos del tratamiento
sobre las concentraciones hormonales y la hora de observacion del
pico preovulatorio de LH fueron valorados por analisis de varianza
(split-plot ANOVA). Los datos se expresaron como media + error estan-
dar y las diferencias se consideraron estadisticamente significativas a
p<0,05. La relaciéon entre la hora de observaciéon y los cambios en las
concentraciones hormonales fueron valorados mediante anélisis de
correlacion y regresion lineal, que fueron consideradas estadisticamen-
te significativas a p<0,05.
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Indices de rendimiento superovulatorio

En cada uno de los animales del estudio se determinaron, por conta-
je directo, los siguientes parametros: Numero de Cuerpos Luteos (CL),
Numero total de Embriones/Oocitos Recuperados (ET), Numero de
Oocitos No Fertilizados (NF) y NiUmero de Embriones Viables obtenidos
tras el cultivo in vitro (EV).

A partir de estos parametros, se calcularon los indices que expresan
los resultados del tratamiento de superovulacion con FSH: la Tasa de
Respuesta Superovulatoria (TRS; porcentaje de hembras que respon-
dieron con 3 6 mas Cuerpos Luteos) y la Tasa de Ovulacion (TO; nume-
ro medio de Cuerpos Luteos).

La Tasa de Recuperacion (TR), se calcula mediante el cociente entre
el numero total de embriones recuperados y el numero total de cuer-
pos luteos presentes en los ovarios.

La Tasa de oocitos No Fertilizados (TNF) es el cociente obtenido a
partir del nimero de Oocitos No Fertilizados (NF) y el Numero Total de
Embriones recuperados y la Tasa de Viabilidad (TV), se estimo median-
te la determinacién del cociente entre el Numero de Embriones Viables
y el Numero total de Embriones. Todos los parametros de tipo indice o
tasa se expresan, para mayor claridad, como porcentajes.

Las comparaciones de estos parametros entre los grupos tratado y
control fueron realizadas por analisis de varianza (ANOVA), los datos se
expresaron como media + error estandar o porcentaje medio = error
estandar y las diferencias se consideraron estadisticamente significati-
vas a p<0,05. La posibles relaciones entre los cambios en la poblaciéon
folicular, la aparicion de celo y el pico preovulatorio de LH, las concen-
traciones hormonales y las tasas de rendimiento superovulatorio fue-
ron valorados mediante analisis de correlacion y regresion lineal, que
fueron consideradas estadisticamente significativas a P<0,05.
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Resultados

Desarrollo Folicular en respuesta a la administracion de FSH

En el momento de iniciar la administracién de gonadotropina en el
Dia -2 (60 h antes de la retirada del progestageno), los animales trata-
dos con GnRHa tenian un mayor numero de foliculos de 2-3 mm y un
menor numero de foliculos = 4 mm que los del grupo control (13,5 + 3,8
vs 5,3 +£0,3; p<0,05y 2,2 + 0,5 vs 5,0 £ 0,6; p<0,01; respectivamente)
(Grafica 2.6).
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Gréfica 2.6.- Evolucién del numero de foliculos pequenos (2-3 mm), medianos (4-
5mm) y grandes (= 6 mm), durante el tratamiento con FSH en animales control y
tratados con 1,5 mg de teverelix (Tabla A.5).
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La administracion de FSH produjo un aumento significativo del
numero de foliculos 2 4 mm, hasta alcanzar un valor maximo en el
momento de la retirada de la esponja; tanto en los animales tratados
(de 2,2 + 0,5 a 19,3 + 3,8; p<0,0005) como en los del grupo control (de
5,0+0,6a12,7 £5,4; p<0,01). Este crecimiento fue superior en las hem-
bras del grupo tratado; sin embargo, las diferencias no alcanzaron sig-
nificacion estadistica. Por el contrario, el analisis mostro diferencias
estadisticas en la poblaciéon de foliculos = 6 mm a las 0 h (p< 0,005).

El incremento en el numero de foliculos + 4 mm se relaciona directa-
mente con la dindmica de crecimiento folicular. Asi, tanto en los anima-
les tratados como en los del grupo control, se produjo un aumento
constante del numero de foliculos reclutados a lo largo del tratamiento
con FSH (Grafica 2.7). En ambos grupos, este numero tendié a aumen-
tar entre las -48 y las -36 h de retirada del progestageno (p=0,07), para
disminuir entre las entre las -36 y las 0 h. El analisis estadistico no
demostro la existencia de diferencias significativas entre grupos en la

Foliculos nuevos | Jum= Grupo Control

10 L = Grupo 1.5 mg

87 L
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5] L
4_

37 -
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Numero de foliculos

Horas respecto a la retirada del progestageno

Gréfica 2.7.- Numero de foliculos nuevos (detectados por primera vez) durante el
tratamiento con FSH en animales de los grupos control y tratado con 1,5 mg de
teverelix (Tabla A.6).
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dindmica de aparicién de nuevos foliculos, a pesar de la determinacién
de un valor superior a las -12 h en los animales a los que se administré
el antagonista (5,2 + 0,7 vs 2,7 + 0,6).
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Gréfica 2.8.- Numero de foliculos en crecimiento durante el tratamiento con FSH en
animales de los grupos control y tratado con 1,5 mg de teverelix (Tabla A.6).

El tratamiento con FSH provocd que los foliculos reclutados crecie-
ran en didmetro en ambos grupos; entre las -48 y las -12 h de la retira-
da de la esponja en los animales a los que se administré el antagonis-
ta, y hasta las 0 h en los del grupo control (p< 0,05 para ambos casos;
Grafica 2.8). Sin embargo, el nimero medio de foliculos a lo largo del
tratamiento fue superior en el grupo tratado que en el control (7,1 + 0,8
vs 4,9 £ 0,6; p< 0,05).

La presencia de foliculos en regresion indica la existencia de inter-
cambio folicular a lo largo de todo el tratamiento. Entre las -48 h y las
-24 h de retirada del progestageno, el nimero de foliculos en regresion
es mayor en el grupo tratado que en el control (p< 0,05), invirtiéndose
la situacién para ambos grupos a partir de este punto (Grafica 2.9). La
media de foliculos en regresidon en el momento de retirar la esponja fue
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inferior en el grupo control (1,7 + 0,4) que en el de animales tratados
(4,8 £ 0,6; p=0,05).
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Gréafica 2.9.- Numero de foliculos en regresion durante el tratamiento con FSH en
animales de los grupos control y tratado con 1,5 mg de teverelix (Tabla A.6).

En el momento de iniciarse la administracion de FSH, los valores
correspondientes a F1y F2 son inferiores en el grupo de animales tra-
tados que en el grupo control (4,83 £ 0,35 vs 5,67 + 0,62 mm; p= 0,08 en
el caso de F1vy 3,33 = 0,29 vs 4,67 = 0,62 mm; p<0,05 para los valores
de F2; Grafica 2.10). Durante la administracion de la gonadotropina se
observan crecimientos paralelos y progresivos en ambos grupos
(p<0,0005 y p< 0,0001 en el caso de F1y F2 del grupo control; p<0,0005
para F1y F2, del grupo tratado con teverelix); sin apreciarse diferencias
significativas entre grupos.

El analisis de la funcionalidad de estos foliculos mediante la determi-
nacion de las concentraciones de inhibina A (Grafica 2.11), mostré valo-
res mas bajos en los animales del grupo tratado con teverelix respecto al
grupo control en el momento de iniciar el tratamiento con FSH (p<0,05).
En ambos grupos, los niveles medios de la hormona aumentaron signi-
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Valores F1 Grupo Control
Grupo 1.6 mg
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Gréfica 2.10.- Didametro del foliculo de mayor tamano (F1) y del segundo en tamano
(F2) en cada una de la observaciones realizadas durante el tratamiento con FSH en
animales de los grupos control y tratado con 1,5 mg de teverelix (Tabla A.7).

ficativamente a lo largo del tratamiento (p<0,0001), sin observarse dife-
rencias significativas entre grupos a las -48, -36 y -24 h respecto a la reti-
rada del progestageno, pero alcanzandose niveles mas elevados en los
individuos tratados a las -12 y 0 h (p<0,0001). No se evidencié correlaciéon
entre el incremento de los niveles hormonales y el numero de foliculos
de las distintas categorias, a excepcion de la relacién existente con el
numero de foliculos grandes a las -12 y 0 h (p<0,05).
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Gréfica 2.11.- Concentraciones medias de Inhibina A (pg/ml) durante el tratamiento
con FSH en animales de los grupos control y tratado con 1,5 mg de teverelix (Tabla
A.8).

Apariciéon del celo y pico preovulatorio de LH

El tratamiento con antagonistas de GnRH no afecté de forma signifi-
cativa a la aparicion de la sintomatologia de celo. Asi, de un total de 12
ovejas tratadas con teverelix, tres (25%) no presentaron celo como con-
secuencia de la retirada del progestageno intravaginal mientras que en
el grupo control todos los individuos presentaron sintomatologia de
celo (100%). En el resto de los animales tratados, el celo se detecto
entre las 17 y las 44 h posteriores a la retirada de la esponja (34,0 = 1,2
h) siendo este dato muy similar al observado en los animales control
(rango: 14-56 h, media: 32,0 = 1,1 h; Grafica 2.12).

Las hembras del grupo tratado con antagonista de GnRH que no pre-
sentaron celo tenian un numero menor de foliculos medianos a las -48
h (p<0,01) y de foliculos grandes a las -24 h (p<0,01). En estos animales
también se obtuvieron valores inferiores en F1y F2 a las -12 h (p=0,06).

En los animales tratados, se observd que un mayor numero de folicu-
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Aparicion Celo
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Gréfica 2.12.- Porcentaje de hembras que presentaron sintomatologia de celo des-
pués de la retirada del progestageno para los grupos control y tratado con 1,5 mg
de teverelix (Tabla A.9).

los pequenos (2-3 mm) al inicio del tratamiento con FSH (concretamen-
te, entre las -60 y -48 h respecto a la retirada del progestageno) estaba
relacionado con una aparicién mas temprana de la sintomatologia de
celo (p<0,005 y p<0,05, respectivamente). La aparicion del celo era
favorecida también por un mayor numero total de foliculos en desarro-
llo (nuevos + en crecimiento) a las -36 h (p<0,005) y -24 h y 0 h (p<0,05
en ambos casos) y por el numero de foliculos medianos alas-12y 0 h
(p<0,05 en ambos casos), respecto a la retirada del progestageno.

La descarga preovulatoria de LH, responsable de la posterior ovula-
cion, se detectd en el 88,9 % de los animales control y en el 66,7 % de
los tratados. En el grupo control, la aparicién del pico de LH tuvo lugar
entre las 32 y las 59 h posteriores a la retirada del progestageno, sien-
do el tiempo medio de aparicién 42,5 + 1,4 h (Tabla A.10); en el grupo
de animales tratados con teverelix, el tiempo medio fue de 42,5 + 1,5 h,
con un rango de 29-53 h; Grafica 2.13). El intervalo medio entre la apa-
ricion del celo y la aparicion del pico de LH fue de 6,0 £ 0,8 h (con un
rango de 3 a 18 h) en el caso de los animales control y de 10,7 + 1,0 h
(con un rango de 3 a 33 h) si se habia administrado con anterioridad el
antagonista de GnRH.
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Gréfica 2.13.- Porcentaje de hembras que presentaron descarga preovulatoria de LH
después de la retirada del progestageno para los grupos control y tratado con 1,5
mg de teverelix (Tabla A.9).

El estudio de posibles relaciones entre la poblacién folicular y la pre-
sencia o ausencia de pico de LH mostré que, al igual que sucedia al
analizar la aparicion de celos, los animales que no presentaron dicho
pico tenian un numero menor de foliculos medianos a las -48 h
(p<0,01), de foliculos grandes a las -24h (p<0,001) y un menor didmetro
de F1y F2 alas -12 h (p=0,06).

El tiempo de aparicidon del pico de LH estuvo también determinado
por la dinamica de crecimiento folicular durante el tratamiento con
FSH. Asi, un mayor niumero de foliculos nuevos incorporados a las -48
y -36 h (p<0,05) y un mayor numero total de foliculos en desarrollo (foli-
culos nuevos + foliculos en crecimiento) a las -36 h (p=0,06) estaban
relacionados con una aparicién de la descarga mas temprana. Una
mayor actividad secretora de los foliculos, en términos de inhibina A,
en el momento del inicio del tratamiento con FSH estuvo relacionada
con una aparicion mas temprana de la descarga preovulatoria de LH.
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Respuesta Superovulatoria

Siete de 9 animales del grupo control (77,8 %) ovularon en respues-
ta al tratamiento siendo el nimero medio de cuerpos luteos 9,6 + 0,8
(Tabla 2.2). En el grupo de ovejas tratadas con antagonista se produje-
ron dos situaciones diferentes: 4 de los 9 animales que presentaron sin-
tomas de celo no mostraron respuesta ovulatoria mientras los otros 4
(50,0 %) respondieron al tratamiento con una tasa de ovulacion media
de 12,2 £ 1,1 cuerpos luteos. En los animales tratados que ovularon en
respuesta al tratamiento de superovulacion, el numero medio de
embriones recuperados fue de 9,7 + 1,0, cifra superior al grupo control
(7,6 = 0,9), con tasas de recuperacion mas altas en el grupo de ovejas
tratadas con el antagonista de GnRH (81,4 + 19,4 vs 65,7 + 24,1 %).

La tasa de viabilidad de los embriones tras el cultivo in vitro alcanzé
el 70,9 = 23,7 y 50,9 + 26,1 % en el grupo tratado y control, respectiva-
mente; asi, el numero de embriones transferibles fue superior en los
animales a los que se administré teverelix que en los animales control
(7,3+1,1vs 3,3+0,8; p< 0,05).

La comparacion del momento de aparicion del celo y de la descarga
de LH entre los animales que ovularon y los que no lo hicieron, aun
presentando pico de LH, muestra un retraso de 12 h en la aparicion de
dicho pico en el grupo de animales que no ovularon (36,5 + 1,24 vs 48,5
+ 0,98; p< 0,001).

Control GnRHa
Tasa de ovulacion (n) 9,6 +0,8 12,2 £ 1,1
Numero de embriones totales (n) 7609 97+1,0
Tasa de recuperacion (%)* 65,7 = 24,1 81,4194
Numero de oocitos no fertilizados (n) 23+1,0 0
Tasa de no fertilizacion (%) 27,0 £ 20,0 0
Numero de embriones viables (n)* 33+0,8 73+1,1
Tasa de viabilidad (%)* 50,9 + 26,1 70,9 + 23,7

Tabla 2.2
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Discusion

En la actualidad, y como se ha descrito en la introducciéon de este tra-
bajo, se considera que la presencia de foliculos dominantes en el
momento de iniciar un tratamiento de superovulacion constituye uno
de los principales factores limitantes de la respuesta en protocolos de
produccién de embriones, tanto in vivo (Gonzalez-Bulnes et al., 2002b)
como in vitro (Roche, et al.; 2004). Asi, cabria suponer que la elimina-
cion de los foliculos de tamano igual o superior a los 6 mm podria evi-
tar este efecto negativo sobre la respuesta al tratamiento y por ello fue
uno de los objetivos de este trabajo.

Los resultados del primer experimento llevado a cabo en nuestro tra-
bajo demuestran que la administracion por via subcutanea del antago-
nista de GnRH teverelix, en dosis Unicas (1,5 y 3,0 mg), podria ser util
en la induccion de este efecto, ya que su uso evitd la presencia de foli-
culos de gran tamano. Esta accion estaria causada por la capacidad de
los antagonistas para actuar sobre los receptores hipofisarios de GnRH
que, por bloqueo competitivo, provocan una inhibicion de la secrecion
de hormona luteinizante (Coccia, 2004). Previamente se ha demostrado
que la LH es necesaria, en concentraciones elevadas, para que se esta-
blezca dominancia (Campbell, 1990 y 1995).

El perfil de secrecion de LH observado en el presente estudio confir-
maria esta hipotesis. Los resultados muestran que la administracion
del antagonista produjo una disminucion significativa en las concentra-
ciones plasmaticas medias de esta hormona. El diferente efecto de las
dos dosis utilizadas sobre los niveles medios de LH, aunque permite
también establecer una relacion dosis dependiente para teverelix (12,7 %
y 25,4 % de inhibicién de LH para las dosis de 1,5 y 3,0 mg respectiva-
mente), es inferior al 70% de efecto medio descrito para dosis subma-
ximales de GnRHa por otros autores en la especie humana (Huirne y
Lambalk, 2001; Coccia, 2004). Por otro lado, ambas dosis provocaron la
ausencia total de pulsatilidad en la secrecion de LH durante los perio-
dos de tiempo en que se llevo a cabo el estudio detallado de este para-
metro. Los datos indican que la administracion de una dosis Unica (1,5
6 3,0 mg) por via subcutanea de teverelix inhibe la funcién hipofisaria
en lo que a secrecion de LH se refiere, durante al menos 48 h.
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Yildiz et al. (2002) y McNeilly (1992) han descrito niveles plasmaticos
medios de LH en ovejas superiores a los encontrados en este trabajo
en los animales del grupo control (1,6 vs 0,63 ng/ml). Un menor valor
para los parametros de LH (concentraciones medias de LH, efecto del
antagonista sobre el perfil de secrecién de LH y frecuencia y amplitud
de los pulsos de LH) tanto en los animales del grupo control como en
las hembras tratadas con un antagonista de GnRH, se explicaria por el
efecto inhibidor de los progestdgenos sobre la secrecion de LH
(Goodman y Karsh, 1980). Todo ello confirma la adecuacion de nuestro
diseno experimental, en cuanto a la reproducibilidad de las condicio-
nes del experimento con cualquier protocolo de superovulacién y, por
tanto, con la segunda parte de nuestro trabajo experimental.

El seguimiento de la poblacion folicular muestra también que la
administracién de teverelix conduce a un aumento significativo del
numero de foliculos de pequeno tamano (2-3 mm), sin observarse dife-
rencias significativas entre las dos dosis administradas. Estos foliculos
son ya gonadotropo-receptivos y capaces, por tanto, de responder a un
tratamiento posterior con FSH exdgena (Campbell, 1995). En este caso,
las hembras no eran sometidas a tratamiento superovulatorio, por lo
que no recibian aporte de FSH exdgena y, ademas, sufrian una dismi-
nucién de sintesis y liberacién enddgena de esta gonadotropina como
efecto del GnRHa administrado. Por tanto, el incremento observado
sobre el numero de foliculos de 2-3 mm seria consecuencia de la elimi-
nacién de los foliculos dominantes, pero independiente de la FSH.

El andlisis por categorias de la poblacion folicular permite concluir que
es durante los Dias 2 y 3 postratamiento cuando, desde el punto de vista
morfométrico, se consigue la poblacién folicular idéonea en cuanto a
numero elevado de foliculos de pequefno tamano y ausencia de foliculos
dominantes para la posterior administracion de un tratamiento supero-
vulatorio. Sin embargo, los datos morfoldgicos no son indicativos de la
funcionalidad folicular; por ello, en nuestro estudio se han considerado
también la valoracién de hormonas foliculares, en este caso, inhibina A.
En los resultados de este analisis no se observaron diferencias signifi-
cativas entre los tres grupos durante los Dias 2 y 3 después del trata-
miento con FSH; por tanto, con ambas dosis, parece que los foliculos
mantendrian la funcionalidad hasta el tercer dia. Sin embargo, a partir
de este momento, mientras en el caso de la administraciéon de 1,5 mg
se mantienen los niveles de inhibina A, en el caso de la dosis superior,
a partir del Dia 3 se produce una disminucioén drastica de los valores de
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esta hormona hasta alcanzar su minimo el Dia 4,5. De los datos ante-
riores podriamos concluir que en el caso de un tratamiento con la dosis
superior de teverelix, aun cuando durante el Dia 4 el niumero de folicu-
los capaces de responder desde el punto de vista del estadio de desarro-
llo es superior al de los dias anteriores, éstos presentan cierta alteracion
en cuanto a su funcionalidad.

Elevadas concentraciones de inhibina A (secretada por foliculos de
gran tamano) inducen una disminucién en la secrecién de FSH (Martin
et al., 1988), mediante un mecanismo de feed-back negativo sobre la
hipoéfisis. Asi se establece una relaciéon inversa entre las concentracio-
nes plasmaticas de ambas hormonas, que podria explicar las diferen-
cias encontradas entre los distintos grupos para las concentraciones
medias de inhibina A en el momento de la administraciéon del antago-
nista (122,38; 235,60 y 140,81 ng/ml para los grupos control, 1,5y 3,0
mg, respectivamente) y en los niveles de partida de FSH, asi como en
su evolucién posterior. Estas diferencias en el momento de inicio del
tratamiento estarian causadas por la aleatoriedad en la distribucion de
los animales entre los tres grupos. En este caso, se produjo la circuns-
tancia de que los animales del grupo control y del grupo tratado con 3
mg, se encontraban mayoritariamente en el inicio de una onda de cre-
cimiento folicular, con niveles de FSH en incremento y con bajos nive-
les de inhibina A, mientras los animales del grupo tratado con 1,5 mg
se encontraban en fase bien de seleccién, bien de dominancia folicular;
con niveles de inhibina A muy altos y, con ello, niveles de FSH muy
bajos. Sin embargo, el tratamiento funciondé en ambos grupos. En la
evolucion natural de las hembras tratadas con 1,5 mg deberia producir-
se una onda de liberacion de FSH en alguin momento del periodo de
observaciones, hecho que no se produjo. En todo caso, otro factor a
tener en cuenta es que la liberacion de FSH, al contrario que en el caso
de la LH, presenta un componente de liberacion episédica cuya regula-
cion es totalmente independiente de GnRH (Padmanabhan y McNeilly,
2001).

El analisis detallado de los efectos de ambas dosis de teverelix indi-
ca que existe un efecto dosis dependiente sobre la secrecion de LH. Sin
embargo, los datos obtenidos en cuanto a poblacién y funcionalidad
folicular recomiendan la utilizacidn, en protocolos de superovulacion,
de la dosis mas baja (1,5 mg) con el fin de evitar posibles efectos nega-
tivos sobre la capacidad de desarrollo posterior de los foliculos recluta-
dos; a ello, se uniria el menor coste econdmico de la dosis de 1,5 mg.

95




En lo que al momento 6ptimo para la administracion del tratamiento
se refiere, podemos concluir que es durante los Dias 2 y 3 cuando los
foliculos alcanzan la situacién que pareceria méas apropiada para res-
ponder a la administracion de FSH, por lo que la administracién de una
Unica dosis de teverelix, incorporada a un protocolo de superovulacion,
deberia realizarse 3 dias antes del inicio de la administracién de FSH
exogena.

Los resultados del analisis morfométrico de los ovarios realizado al
iniciar el aporte de FSH exdégena durante el experimento 2, nos permi-
tieron confirmar los resultados del primer estudio. Asi, de nuevo se
observaba que la poblacién folicular, al inicio del tratamiento con FSH
exdgena, presentaba un nimero incrementado de foliculos gonadotro-
po-receptivos con un tamano de aproximadamente 2-3 mm (13,5 vs 5,3
foliculos del grupo control), sin presencia de foliculos dominantes en
los animales tratados con teverelix.

Ademas, estos foliculos de pequeno tamano del grupo tratado eran
capaces de crecer mas rapidamente en respuesta a la administracion
de FSH que los foliculos de los animales a los que no les fue adminis-
trado el GnRHa. Asi, el nimero de foliculos = 4 mm (susceptibles por
tanto de ovular) asi como la actividad de esta poblacion (determinada
por las concentraciones de inhibina A en plasma) aumentaban mas
rapidamente en los animales tratados que en los del grupo control,
alcanzando estos parametros sus valores maximos en el momento de
la retirada del progestageno.

En el andlisis estadistico no se encontraron diferencias significativas
entre grupos en el total de foliculos con un tamano igual o superior a
los 4 mm, y por tanto con capacidad para ovular tanto en ciclos natura-
les (McNeilly, 1986), como superovulados (Gonzéalez-Bulnes et al.,
2000). Sin embargo, un andlisis desglosado por categorias pone en evi-
dencia que para el numero total de foliculos = 6 mm (con maximas
posibilidades para alcanzar la ovulacion) si se podian observar diferen-
cias significativas entre el grupo de animales tratados y el grupo con-
trol. Es decir, todo parece indicar que el tratamiento con teverelix mejo-
ra el perfil de crecimiento de los foliculos preovulatorios desarrollados
en respuesta al tratamiento superovulatorio con FSH.

En ambos grupos los cambios en la dindmica folicular como conse-
cuencia del tratamiento de FSH indicaban que la incorporacion de foli-
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culos alcanza su valor maximo a las -36 h de retirada del progestage-
no, momento a partir del cual el nimero de foliculos reclutados des-
ciende para ambos grupos de forma paralela. Estos foliculos reclutados
crecian en didmetro con la administracion de la gonadotropina en las
hembras de ambos grupos, pero el nimero de foliculos en crecimien-
to al final del tratamiento era superior en los animales que habian reci-
bido antagonista de GnRH (7,1 vs 4,9 del grupo control). La presencia
de foliculos en regresion se observaba a lo largo de todo el tratamien-
to, pero en el momento de la retirada del progestageno el numero de
foliculos en regresién era superior en los animales tratados (4,8 vs 1,7
en los animales control). Como consecuencia se podria indicar que la
ausencia de foliculos dominantes en el momento de iniciar un trata-
miento de superovulacion producia un incremento en el intercambio
folicular en respuesta a la FSH; es decir, aumentaba el nimero de nue-
vos foliculos reclutados pero también aumentaba el niumero de folicu-
los que experimentan atresia. Este efecto limitador de los foliculos
dominantes sobre el intercambio folicular ha sido previamente descri-
to, tanto para vacuno (Fortune et al., 1994), como ovino (Gonzalez-
Bulnes et al., 2001).

Como hemos visto anteriormente, un incremento en el nimero de
foliculos preovulatorios en el momento de la retirada de progestageno
no es suficiente para conseguir un mejor rendimiento del protocolo de
superovulacion; seria necesario que los foliculos que, desde el punto
de vista de tamano y caracteristicas morfoldgicas, parecen proporcio-
nar una situaciéon ovarica ideal, sean también funcionales. En pequenos
rumiantes ya ha sido descrita la relacion directa entre las concentracio-
nes de inhibina y la respuesta posterior al tratamiento de superovula-
cién, tanto en ovejas (Gonzalez-Bulnes, 2002b) como en cabras
(Gonzalez-Bulnes, 2004a). En nuestro trabajo se observd que, aunque
en el momento de iniciarse el tratamiento con FSH los animales trata-
dos con teverelix partian de valores mas bajos de inhibina A y durante
todo el tratamiento no se observaban diferencias significativas para
ambos grupos, en el momento de retirada del progestageno la concen-
tracion plasmatica de esta hormona era superior en el grupo tratado
con GnRHa que en los animales del grupo control.

Los momentos de aparicion de los sintomas del celo y de la descar-
ga preovulatoria de LH en los animales del grupo tratado con GnRHa
fueron semejantes a los del grupo control (32,0 vs 34,0 hy 42,5 vs
42,5 h para el celo y pico de LH respectivamente). Asi mismo, ambos
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grupos mostraron una elevada variabilidad individual para ambos
parametros (17 - 44 h vs 14 - 56 h para el celoy 29 -53 vs 32 -59 h
para la descarga de LH); esta caracteristica, comun a todos tratamien-
tos superovulatorios (Cognie et al., 2003), complica el manejo repro-
ductivo de estos animales.

Atendiendo al rendimiento final del protocolo, valorado en funcién
del nimero de embriones viables para su transferencia a una hembra
receptora, los animales tratados presentaron un comportamiento
bimodal, por lo que fueron divididos en dos subgrupos. Asi, en nues-
tro estudio pudimos observar la existencia de un grupo de animales
que mejoraban los resultados obtenidos para el grupo control, mien-
tras habia otro grupo en el que no se obtenian ovulaciones después del
tratamiento de superovulacion.

En los animales que respondieron, los rendimientos podian conside-
rarse mejorados sobre el grupo control ya que la tasa de ovulacion
(12,2 vs 9,6 cuerpos luteos del grupo control) y el numero de embrio-
nes viables adecuados para ser transferidos resultaron significativa-
mente mayores en las ovejas tratadas con teverelix (7,3 vs 3,3 ).

En contraste con los buenos resultados observados en el grupo de
animales tratados que respondieron a la administracion de FSH, las
hembras restantes del grupo tratado no ovularon. La ausencia de ovu-
lacion en estos animales podria deberse bien a alteraciones en el creci-
miento folicular obtenido como respuesta a la administracién de FSH o
bien a la existencia de algun tipo de alteracion endocrina en el eje hipo-
tdlamo-hipdfisis-ovario, que condicionaria la liberacion de LH. La pri-
mera hipdtesis se basa en el hallazgo, mediante analisis individual de
los datos de crecimiento folicular, de una menor tasa de crecimiento de
los foliculos en respuesta a la FSH exdgena en los animales tratados
que posteriormente no respondieron.

El analisis de las concentraciones preovulatorias de LH muestra que,
mientras en un 50% de los animales que no ovularon no se detectd la
aparicion de la descarga preovulatoria de LH; en el otro 50%, aunque si
se observa descarga preovulatoria de LH, no hubo ovulacion. En el pri-
mer caso, la alteracion en los niveles de LH es evidente; en el segundo,
se podria pensar que los foliculos no fueron capaces de ovular en res-
puesta al pico de LH. Esto puede deberse a alteraciones del foliculo en
si mismo o a que, si bien, se produjo el pico de LH, existian alteracio-
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nes en la pulsatilidad de esta hormona previas a esta descarga. Esta
hipotesis podria confirmarse por el hecho de que, en estos animales, la
descarga de LH aparecio casi 12 h mas tarde que en el grupo de anima-
les tratados que si presentaban ovulacion.

La secrecion pulsatil de LH, con pulsos de elevada frecuencia y baja
amplitud, es imprescindible en las horas previas a que se produzca la
ovulacion puesto que de ella dependen el crecimiento y la maduraciéon
finales del foliculo o foliculos preovulatorios y la aparicion de la descar-
ga o pico preovulatorio de LH, requisitos ambos indispensables para
que tenga lugar la ovulacion (Cumming et al., 1971, Uilenbroek et al.,
1980). Los bajos niveles de LH son inducidos de manera directa por la
administraciéon del antagonista de GnRH teverelix como ya fue descri-
to en el experimento 1. También se observod la desapariciéon de pulsati-
lidad en la secreciéon de LH durante 48 h postratamiento, pero no pode-
mos descartar que este efecto se prolongue mas de este periodo de 2
dias. Este efecto se veria aumentado en hembras tratadas con dosis
altas de FSH ya que la administracion de FSH exdgena, por un meca-
nismo de feed-back negativo, disminuiria la secrecion de LH a nivel de
la hipodfisis, como se ha demostrado recientemente en ovejas supero-
vuladas (Kendall et al., 2004).

En conclusién, en los animales que responden a un tratamiento
superovulatorio después de la administracion de un antagonista de
GnRH el numero de embriones viables es mayor; sin embargo, existe
un alto porcentaje de animales en los que, a pesar de producirse creci-
miento folicular hasta tamanos preovulatorios en respuesta a la FSH,
no se obtienen ovulaciones. Los resultados obtenidos parecen indicar
que este efecto podria relacionarse con una persistencia de los efectos
del antagonista de GnRH sobre la secrecion enddégena de LH. Por ello,
su aplicacion en protocolos de produccion de embriones in vivo preci-
saria del estudio de tratamientos superovulatorios alternativos. Sin
embargo, este tratamiento podria ser perfectamente aplicable en pro-
tocolos de producciéon de embriones in vitro, en los que la maduracion
folicular preovulatoria y la ovulacidon no son necesarias y para los cua-
les los niveles de LH no son determinantes puesto que la maduracion
de los oocitos se produce en el laboratorio.
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Conclusiones

1. La administracion subcutanea de dosis unicas (1,5 y 3,0 mg) del
antagonista de GnRH teverelix ejerce un efecto dosis-dependiente
sobre la secrecidon de las gonadotropinas hipofisarias, disminuyen-
do los niveles plasmaticos medios e inhibiendo la pulsatilidad de
LH durante al menos las 48 h posteriores a su administracion.

2. La accion ejercida por el antagonista de GnRH sobre la secrecién de
LH inhibe el efecto de dominancia folicular y permite un aumento
significativo del numero de foliculos gonadotropo-receptivos de
pequeno tamano (2-3 mm), alcanzadndose el efecto maximo alrede-
dor del tercer dia tras el tratamiento; sin embargo, estos foliculos
secretan menor cantidad de inhibina A, en los animales tratados
con la dosis mas alta (3,0 mg).

3. Los foliculos gonadotropo-receptivos obtenidos después de la
administraciéon de una unica dosis de 1,6 mg de antagonista de
GnRH, tres dias antes de la administracion de un protocolo de
superovulacion, son capaces de crecer hasta tamanos preovulato-
rios en respuesta a la administracion de FSH exdgena.

4. El rendimiento final de un protocolo de superovulacién y recogida
de embriones in vivo en el que se incluye un antagonista de GnRH
se ve afectado por un comportamiento bimodal, con un grupo de
animales que mejoran los resultados obtenidos en el grupo control
y otro grupo en el que no se obtienen embriones por falta de ovu-
lacién en las hembras donantes.

5. Los resultados obtenidos indican que el tratamiento propuesto
podria ser incorporado en protocolos de produccion de embriones
in vitro. Sin embargo, su aplicacién en protocolos de produccion de
embriones in vivo precisaria el desarrollo de estudios orientados a
su modificacién, previa identificacion de los factores causales de
anovulacion.
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RESUMEN

Resumen

La poblacion folicular, en cuanto a numero y distribucién por tama-
no de los foliculos en el momento de iniciar un tratamiento de supero-
vulacién con FSH, parece ser uno de los factores responsables de la
alta variabilidad obtenida en las técnicas de superovulacion y transfe-
rencia de embriones. La presencia de foliculos de gran tamano, suscep-
tibles de ejercer dominancia, antes de la estimulacion ovarica se rela-
ciona negativamente con la respuesta obtenida al tratamiento. Asi, la
situacion ovérica ideal en el momento de iniciar los tratamientos de
superovulaciéon consistiria en una poblacion folicular formada por el
mayor niumero posible de foliculos con un tamano aproximado de 2-3
mm, sin actividad estrogénica pero con elevada capacidad de respues-
ta frente a las gonadotropinas hipofisarias, en ausencia de foliculos
dominantes. Puesto que la dominancia sélo se establece en presencia
de altas concentraciones de hormona luteinizante (LH), la induccion de
bajos niveles plasmaticos de esta hormona antes del inicio del trata-
miento con FSH podria ser una forma eficaz de mejorar los resultados
de los protocolos de superovulacion. Esta situacion puede conseguirse
mediante la utilizaciéon de antagonistas de GnRH que, por bloqueo
competitivo, producen una supresion inmediata y reversible de la
secrecion de gonadotropinas hipofisarias.

En base a estas consideraciones, el presente trabajo tenia como obje-
tivo valorar la inclusién del antagonista de GnRH teverelix, en un pro-
tocolo de superovulacion y transferencia de embriones para poder sen-
tar las bases de nuevos tratamientos de estimulacidon ovarica que per-
mitan mejorar los resultados de las técnicas de reproduccion in vivo.
Para ello, se realizaron dos experimentos:

Un primer experimento fue realizado en un total de 18 ovejas, some-
tidas a un tratamiento de sincronizacion de celos, con el objetivo de
determinar el efecto de la administracion subcutanea de dos dosis uni-
cas (1,6 y 3,0 mg) del antagonista en estudio. El andlisis de los datos
permitié confirmar el efecto de teverelix sobre los patrones de secre-
cion de FSH y LH y los perfiles de crecimiento y funcionalidad folicular
determinada por la capacidad de secrecion de inhibina A. Ambas dosis
indujeron una disminucion significativa en el numero de foliculos gran-
des (6 mm) en los dias 2 y 3 postratamiento (0,3 + 0,2y 0,5 + 0,2 ng/ml
en los grupos de 1,5 y 3,0 mg, respectivamente) en comparacion con
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los datos del grupo control (1,2 = 0,3; p<0,05). Esta disminucidon en el
numero de foliculos = 6 mm se relacionaba con una disminucién para
ambas dosis de las concentraciones medias de LH durante el periodo
de estudio pasando de un valor medio de 0,63 = 0,22 ng/ml para el
grupo control a concentraciones de 0,55 + 0,13 (p< 0,0005) y 0,47 + 0,07
ng/ml (p<0,00001) para los grupos de 1,5 mg y 3,0 mg, respectivamen-
te. Ademds, en los animales tratados con teverelix no se pudo detec-
tar ningun pulso de LH durante los periodos de 4 h estudiados a las 0,
24 y 48 h postadministracion si bien en el grupo control si se describio
un patréon de pulsatilidad. Por otra parte, el tratamiento con teverelix
aumento significativamente el nimero de foliculos de 2-3 mm sobre
los datos del grupo control hasta alcanzar un maximo en el Dia 2 para
el grupo de 1,56 mg (19,8 = 1,1) y en el Dia 4 para el grupo de 3,0 mg
(18,7 = 0,7). La funcionalidad folicular, determinada en funcion de las
concentraciones plasmaticas de inhibina A, se mantuvo hasta el final
del periodo de estudio en el grupo de 1,5 mg y s6lo hasta el Dia 3 en el
grupo de 3,0 mg; momento en el que se inicié una rapida disminucién
de los niveles de esta hormona (desde 182,59 + 3,75 a 130,02 + 3,12
pg/ml). Estos resultados indicarian que la dosis de 1,5 mg de teverelix
es mas adecuada para ser incorporada a los protocolos de superovula-
cion y que el momento de 6ptimo de administracién de la misma seria
2-3 dias antes del inicio de tratamiento superovulatorio con FSH.

En un segundo experimento se determind el efecto de la administra-
cion del tratamiento indicado por los resultados previos -una dosis
Unica de 1,5 mg del antagonista, tres dias antes del tratamiento de esti-
mulacion con FSH-, sobre los perfiles de crecimiento y funcionalidad
folicular durante la administracién de FSH exdgena, sobre la aparicion
del celo y pico de LH, y sobre la tasa de ovulaciéon y el nimero final de
embriones viables obtenidos en respuesta al tratamiento de superovu-
lacién. El estudio morfométrico de los ovarios por ultrasonografia
transrectal indicd que la poblacidon folicular al inicio del tratamiento era
similar a la descrita en la experiencia 1; esta poblacidon crecié en res-
puesta a la administracion de FSH en ambos grupos. El analisis de la
dindmica folicular no mostré diferencias significativas entre animales
tratados y control en cuanto a la apariciéon de nuevos foliculos, pero
senald que el numero medio de foliculos en crecimiento fue superior
en el grupo tratado (7,1 + 0,8 vs 4,9 + 0,6; p<0,05). Por el contrario, la
media de foliculos en regresion en el momento de la retirada del pro-
gestageno fue inferior para el grupo control (1,7 = 0,4 vs 4,8 = 0,1;
p=0,05). Los resultados en cuanto a la aparicion del celo y pico de LH
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no se vieron afectados de forma significativa con la administracién del
tratamiento con antagonistas; pero si por la dinamica de la poblacion
folicular, con una aparicién méas temprana en aquellos animales con un
mayor numero de foliculos en crecimiento. En cuanto a la respuesta
superovulatoria, un 50% de los animales que presentaron pico preovu-
latorio de LH no llegaron a ovular; en aquellos animales que ovularon,
los rendimientos fueron mayores que en el no tratado, con un nimero
final de embriones viables superior al obtenido para los controles (3,3
+08vs7,3=1,1).
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Summary

One of the factors that is responsible for the great variation in results
obtained in superovulation techniques and embryo transfers appears
to be the follicular population, referring to number and distribution per
follicle size, when superovulatory treatment is commenced with FSH.
The presence of large dominant follicles before ovarian stimulation is
negatively related to treatment response. Therefore, the ideal ovarian
situation just before commencing superovulatory treatment is a follicu-
lar population that consists of the highest possible number of follicles
with an approximate size of 2-3 mm, without oestrogenic activity but
with a high response capacity to pituitary gonadotropins in the absen-
ce of dominant follicles. Since dominance is only established in the pre-
sence of high levels of luteinising hormone (LH), inducing low plasma
levels of this hormone prior to FSH treatment may be an effective way
of improving results of superovulatory protocols. This situation can be
achieved by using GnRH antagonists which act by competitive blocka-
ge, causing immediate and reversible suppression of the secretion of
pituitary gonadotropins.

Based on the above points, the objective of this study was to assess
the inclusion of the antagonist GnRH teverelix in a superovolution and
embryo transfer protocol in order to establish guidelines for new ova-
rian stimulation treatments that will improve results of in vivo and in
vitro reproduction techniques. To do this, two experiments were con-
ducted:

The first experiment was conducted on a total of 18 sheep that were
subjected to oestrous synchronization treatment, with the objective of
determining the effect of the subcutaneous administration of two sin-
gle doses (1.5 and 3.0 mg) of the antagonist under study. Data analysis
confirmed the effect of teverelix on the secretion patterns of FSH and
LH and growth patterns and follicular functionality determined by inhi-
bin A secretion capacity. Both doses brought about a significant reduc-
tion in the number of large follicles (= 6 mm) on days 2 and 3 post-tre-
atment (0.3 £ 0.2 and 0.5 + 0.2 ng/ml in the 1.5 and 3.0 mg groups, res-
pectively), in comparison with control group data (1.2 = 0.3; p<0.05).
This reduction in the number of follicles of = 6 mm was related in both
dose groups to a reduction in mean LH levels during the study period,
falling from a mean value of 0.63 = 0.22 ng/ml for the control group to
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levels of 0.55 + 0.13 (p< 0.0005) and 0.47 + 0.07 ng/ml (p<0.00001) for
the 1.5 and 3.0 mg groups, respectively. Furthermore, no LH pulse sig-
nals were detected in the ewes treated with teverelix during the 4 h
periods studied at 0, 24 and 48 h post-administration, and a pulse pat-
tern was indeed observed in the control group. In addition, teverelix
treatment significantly increased the number of 2-3 mm sized follicles
in comparison with control group data, attaining a maximum of 1.5 mg
(19.8 = 1.1) on Day 2 for the 1.5 mg group, and a maximum of 3.0 mg
(18.7 = 0.7) on Day 4 for the 3.0 mg group. Follicular functionality, deter-
mined by inhibin A plasma levels, was maintained until the end of the
study period in the 1.5 mg group and only until Day 3 in the 3.0 mg
group, when a rapid fall in inhibin A levels commenced (falling from
182.59 + 3.75 to 130.02 £+ 3.12 pg/ml). These results indicate that the 1.5
mg dose of tevererlix is more appropriate for inclusion in superovula-
tion protocols and that the optimum time for administrating the same
is 2-3 days before commencing FSH superovulatory treatment.

The second experiment was to determine the effect of administrating
the treatment indicated by the foregoing results -a single dose of 1.5 mg
of the antagonist, three days prior to FSH stimulation treatment- on
growth profiles and follicular functionality during the administration of
exogenous FSH, on oestrous onset and LH peak, and on ovulation rate
and the final number of viable embryos obtained in response to supero-
vulatory treatment. The morphometric study of ovaries through trans-
rectal ultrasonography indicated that the follicular population at the
start of treatment was similar to that described in the first experiment;
this population grew in response to FSH administration in both groups.
The follicular dynamics analysis did not reveal any significant differen-
ces between the treated and the control sheep with regard to appearan-
ce of new follicles, but it showed that the mean number of growing folli-
cles was higher in the treatment group (7.1 + 0,8 vs 4.9 + 0.6; p<0.05). To
the contrary, the mean number of atretic follicles when the progestin
was withdrawn was lower in the control group (1.7 £ 0.4 vs 4.8 + 0.1;
p=0.05). Results for oestrous onset and LH peak were not significantly
affected by the administration of antagonist treatment, but the latter did
affect follicular population dynamics, with an earlier appearance of a lar-
ger number of growing follicles in treated sheep. With regard to supero-
vulatory response, 50% of sheep that presented a preovulatory LH peak
did not achieve ovulation; and in the sheep that ovulated, the yield was
higher than in the non-treatment group, with a higher number of viable
embryos than that obtained in the control group (3.3 £ 0.8 vs 7.3 = 1.1).
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Anexo
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CONCENTRACION DE LH (ng/ml)
Tiempo (d) CONTROL GnRHa (1,5 mg) GnRHa (3,0 mg)
0 0,56 + 0,18 0,59 = 0,08 0,51 £0,16
05 0,50 + 0,09 0,55 + 0,12 0,55 + 0,10
1 0,76 + 0,26 0,58 + 0,17 0,49 + 0,12
15 0,60 + 0,17 0,48 £ 0,11 0,43 + 0,08
2 0,50 £ 0,14 0,51+0,14 0,46 + 0,13
25 0,52 +0,14 0,49 £ 0,13 0,41 + 0,09
3 0,71+ 0,19 0,58 +0,14 0,46 + 0,11
35 0,57 + 0,16 0,47 £0,10 0,47 + 0,07
4 0,59 + 0,11 0,53 +0,16 0,45 + 0,12
45 0,58 + 0,14 0,56 + 0,11 0,47 + 0,11
5 0,68 + 0,15 0,52 £ 0,13 0,47 + 0,11
55 0,70 + 0,13 0,48 £ 0,15 0,45+ 0,13
6 0,78 + 0,21 0,69 +020 0,50 + 0,13
6,5 0,77 + 0,28 0,61+0,17 0,48 + 0,08

ANEXO

Tabla A.1.- Valores medios y EEM de las concentraciones de LH obtenidas a dife-
rentes tiempos tras la administracion de teverelix en las ovejas de los grupos con-
trol y tratados con 1,5y 3,0 mg de GnRHa.
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CONCENTRACION DE FSH (ng/ml)
Tiempo (d) CONTROL GnRHa (1,5 mg) GnRHa (3,0 mg)
0 1,05 + 0,18 0,74 + 0,17 0,91=+0,16
05 1,28 + 0,25 0,74+ 0,18 1,33 + 0,27
1 1,47 £ 0,25 0,73 + 0,13 1,04 + 0,20
15 1,09 + 0,15 0,77 = 0,08 0,94 + 0,20
2 0,89 = 0,22 0,74 + 0,15 0,84 +0,16
25 0,89 = 0,21 0,81+0,17 0,72+ 0,19
3 0,93 = 0,21 0,81+0,19 0,87 + 0,17
35 0,86 = 0,21 0,87 0,21 0,94 + 0,19
4 1,00 + 0,20 0,67 + 0,16 0,77 = 0,19
45 0,92 = 0,22 0,86 = 0,14 0,90 = 0,21
5 0,98 + 0,16 0,84 0,17 0,90 = 0,21
55 1,00 = 0,21 0,83 + 0,15 0,95 + 0,22
6 0,80 + 0,19 0,78 + 0,22 0,85 + 0,15
6,5 0,94 = 0,28 0,89 + 0,21 0,95 + 0,19

Tabla A.2.- Valores medios y EEM de las concentraciones de FSH obtenidas a dife-
rentes tiempos tras la administracion de teverelix en las ovejas de los grupos con-

trol y tratados con 1,5y 3,0 mg de GnRHa.
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ANEXO

TIEMPO (dias)
0 1 2 3 4 5 6

Pequefios | 55+08 [ 60+04 | 58+05 | 38+07 |55+06 | 6,7+05|50+05
Medianos | 32+05 | 2,+05 | 2505 | 32+06 |28+04 | 3506 | 32+06
Grandes | 05+04 | 12+04 | 13+04 [ 1004 [15+04 | 12+04 (13203

Total | 92+07 [100+05]97+06 [80+06 [98+06 |113+05| 93+06
Pequefios | 8206 (130+08 |198+1,1(177+1,1|172+11(168+08|146+0,7
Medianos | 22+04 |23+03 | 22+04 | 3306 |48+06 | 2704|1004
Grandes |03 +03 [05+03 | 0203 [ 0303 | 08+04 | 08+03| 1,6+04

Total [10,7+06 |158+08|222+1,0|210+09 [228+1,1]203+08(172+0,8
Pequefios | 7,2+05 [ 65+08 [120+10(150+09 |187+09|125+0,7| 82+0,6
Medianos | 1,2+03 |30 05| 2805 | 38+05 |33+05 | 28+06| 1,8+03
Grandes | 1,004 | 07+04 | 07+04 (0304 [10+04 | 12204 (14203

Total | 93+05 |[102+07 |155+09[192+09 [230+09 |165+0,7(11,4+0,6

CONTROL

N° DE FOLICULOS
GnRHa
(1,5mg)

GnRHa
(3,0 mg)

Tabla A.3.- Valores medios y EEM del numero de foliculos pequenos (2-3 mm),
medianos (4-5 mm), grandes (> 6 mm) y totales, obtenidos a diferentes tiempos
tras la administracion de teverelix en las ovejas de los grupos control y tratados con
1,5y 3,0 mg de GnRHa.
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CONCENTRACION DE INHIBINA A (pg/ml)

138

Tiempo (d) CONTROL GnRHa (1,5 mg) GnRHa (3,0 mg)
0 122,39 £+ 2,95 235,60 + 2,46 140,81 + 3,82
05 126,39 = 3,08 200,06 + 2,44 151,74 + 3,61
1 157,63 + 2,25 181,66 = 2,91 168,05 + 3,43
15 161,42 + 1,91 183,04 + 2,22 164,00 = 3,32
2 189,28 + 2,19 169,30 + 2,08 182,60 + 2,98
25 176,67 = 2,35 156,38 + 1,65 165,89 + 2,73
3 180,51 + 2,62 164,46 + 2,60 155,22 + 3,01
35 178,84 + 2,61 169,26 + 2,59 138,38 + 2,95
4 167,97 + 2,32 171,07 + 2,43 139,90 + 3,34
45 171,34 + 2,47 172,58 + 3,32 130,02 + 3,12
5 170,14 + 2,04 167,89 + 2,84 137,64 + 3,69
55 184,39 £ 2,90 163,01 + 2,58 140,12 + 3,26
6 186,75 + 2,50 158,89 = 3,01 156,37 = 3,38
6,5 180,99 = 2,35 161,79 = 3,08 139,66 + 2,94

Tabla A.4.- Valores medios y EEM de las concentraciones de inhibina A obtenidas a
diferentes tiempos tras la administracion de teverelix en las ovejas de los grupos

control y tratados con 1,5y 3,0 mg de GnRHa.




ANEXO

TIEMPO (h)

-60 -43 -36 -24 -12 0
Pequefios | 53+04 | 7011 70+09 70+1,2 30+08 1006
<D_:C>l Medianos | 43+0,7 | 50x06 107£12 | 97+13 | 10709 | 8316
é % Grandes | 07+06 | 0706 03+04 | 2006 | 4006 | 3710
§ Total [103+07 [127+10 | 180+06 | 18711 | 177+08 |137+18
o Pequefios | 163+ 16 |122+1,1 85+13 58+10 1,8+09 1,7+09
= C‘:E“gv Medianos | 1507 | 48x08 103£13 | 97+12 | 10715 | 9712
S| Grandes | 03:04 | 02:04 12+06 | 30+06 | 7011 | 9713
Total [180+16 [172+13 | 20011 | 18511 | 19515 |210+14

Tabla A.5.- Valores medios y EEM del numero de foliculos pequenos (2-3 mm),
medianos (4-5 mm), grandes (> 6 mm) y totales, durante el tratamiento con FSH,
en las 60 h previas a la retirada del progestageno en los animales del grupo control
y del grupo tratado con 1,5 mg de teverelix.

N° DE FOLICULOS
Tiempo CONTROL TRATADO

Nuevos | Crecimiento | Regresion | Nuevos |Crecimiento | Regresion

-48 60+09| 20+00 | 33+06|57=+07| 47+0,7 |48=0,6
-36 87+06| 4009 | 37+x0,7|82=+0,7|57+0,7 |57=0,7
-24 53+08| 53+08 | 53+0,7|48=+0,7|73+x06 |55=0,7
-12 27+06| 63+0,7 | 53+08|52+0,7|95+10 [33+04

0 27+07163+07 117+04118+06182+08 148=+0,6

Tabla A.6.- Valores medios y EEM del niumero de foliculos nuevos, en crecimiento
y en regresién durante las 60 h previas a la retirada del progestageno en los anima-
les del grupo control y del grupo tratado con 1,5 mg de teverelix.

139




DIAMETRO FOLICULAR (mm)
Tiempo CONTROL TRATADO

(h) F1 F2 F1 F2
-60 5,7+0,6 4,7 + 0,6 48 +04 33+0,3
-48 53+04 43+0,4 52+04 4,0+0,3
-36 57+04 47 +04 57+04 47 +04
-24 63 +04 53+04 6,2 +0,3 52+0,3
-12 63+04 53+04 63+04 53+04
0 6,7+0,4 57+04 6,7 +0,3 57+0,3

Tabla A.7.- Valores medios y EEM del didmetro de los foliculos de mayor tamano
(F1) y del inmediatamente inferior (F2) durante las 60 h previas a la retirada del pro-
gestageno en los animales del grupo control y del grupo tratado con 1,5 mg de teve-

relix.
CONCENTRACION DE INHIBINA A (pg/ml)
Tiempo (h) CONTROL GnRHa (1,5 mg)
-60 198,5 + 3,4 77,8 +3,0
-48 2948 + 3,7 247,0 4,9
-36 4403+ 7,4 687,0 + 6,8
-24 760,8 + 10,0 1423,6 + 40,6
-12 1149,4 + 12,9 2108,0 £ 10,0
0 1182,9 + 11,6 1341,0 = 16,2

Tabla A.8.- Valores medios y EEM de las concentraciones de Inhibina A obtenidas
durante las 60 h previas a la retirada del progestageno en los animales del grupo
control y del grupo tratado con 1,5 mg de teverelix.

140




ANEXO

HEMBRAS (%)
SINTOMATOLOGIA DEL CELO | DESCARGA PREOVULATORIA LH
Tiempo (h)| CONTROL TRATADO CONTROL TRATADO
14 11,1 0 0 0
17 0 22,2 0 0
20 11,1 0 0 0
23 0 111 0 0
26 0 0 0 0
29 22,2 0 0 12,5
32 22,2 111 12,5 0
35 0 22,2 25,0 12,5
38 0 0 25,0 12,5
4 0 11,1 0 0
44 0 22,2 0 25,0
47 22,2 0 0 12,5
50 0 0 25,0 12,5
53 0 0 0 12,5
56 11,1 0 0 0
59 0 0 12,5 0

Tabla A.9.- Porcentaje de hembras que presentaron sintomatologia de celo y des-
carga preovulatoria de LH en funcion del tiempo transcurrido desde la retirada del
progestageno en los grupos control y tratado con 1,5 mg de teverelix.
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T de celo (h) T de descarga de LH (h)
Tiempo (h) | Rango (h) | Tiempo (h) | Rango (h)
CONTROL 34,0+ 1,2 14-56 425+ 1,4 32-59
TOTAL 32,0+ 1,1 17-44 425 + 1,5 29-53
GnRHa Hembras
(1,5 mg) ovuladas | 29,7+ 15 - 36,5+ 1,2 -
Hembras
no ovuladas | 31,2+ 1,8 - 48,5+ 1,0 -

Tabla A.10.- Valores medios y EEM de los tiempos transcurridos desde la retirada
del progestageno hasta la presentacion de la sintomatologia del celo y la descarga
preovulatoria de LH en los animales del grupo control y del grupo tratado con 1,5

mg de teverelix.
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