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INTRODUCCION

Desde 1998 en el CITA se utiliza la tecnologia MOET (Multiple Ovulation and Embryo
Transfer) para la produccion de moruecos a testar dentro del Programa de seleccién por
prolificidad de UPRA-Grupo Pastores. Uno de los principales factores que limita el
rendimiento de la técnica es la gran variabilidad individual en la respuesta de las donantes
de embriones a los tratamientos de superovulacion, de manera que mas de un 20%
presenta falta de respuesta al tratamiento superovulatorio, cuerpos luteos regresados o
algun otro tipo de problema reproductivo en el momento de la recuperacion (Folch et al.,
2009 y 2015). Poder seleccionar las mejores donantes antes de iniciar el tratamiento
supondria una mejora del rendimiento de la técnica, asi como un considerable ahorro
economico, de mano de obra y una reduccion del numero de animales utilizados en el
procedimiento. Para ello en el presente trabajo nuestro objetivo fue tratar de identificar las
mejores donantes utilizando como predictor de la respuesta ovarica la hormona anti-
Mulleriana (AMH). Esta hormona es producida en la hembra exclusivamente a nivel del
ovario y ha demostrado ser un buen predictor de la poblacion folicular ovarica capaz de
responder a las gonadotropinas en varias especies (revisado por Monniaux et al., 2013). En
estudios previos llevados a cabo en el CITA observamos que también en ovino, puede ser
un buen predictor del nimero de foliculos sensibles a gonadotropinas. En dicho estudio
observamos que por cada 100 pg/ml que aumentaba su concentracion plasmatica se
obtenian 5,1 foliculos adicionales puncionables en cada sesién de LOPU (Laparoscopic
ovum pick up), por lo que era posible identificar las ovejas que mejor responden en términos
de foliculos puncionables (Lahoz et al., 2014). Por lo tanto, el objetivo de este trabajo fue
evaluar la utilidad de la AMH como predictor de las mejores ovejas donantes de embriones
dentro de un programa MOET.

MATERIAL Y METODOS

Las donantes de embriones fueron ovejas adultas de raza Rasa Aragonesa seleccionadas
en las ganaderias como madres de los futuros sementales a testar del esquema. Se
realizaron dos sesiones MOET con un total de 18 ovejas, que fueron sometidas a una (n=12)
o dos (n=6) sesiones, de manera que se dispone de un total de 24 recuperaciones. Cada
donante recibié una esponja de FGA (acetato de fluorogestona; Sincropart 30 mg, CEVA
Animal Health SA, Barcelona, Espafia), que fue reemplazada por una nueva 6 dias después
(T-4). Cuatro dias mas tarde (T0), se aplicé la primera inyeccién de FSH porcina (Folltropin-
V, Minitub Ibérica SL, Tarragona, Espafna) de un tratamiento de superovulacion consistente
en 350 Ul de FSH administradas en 8 dosis decrecientes. Se tomaron muestras de sangre
para la determinaciéon de AMH a T-4 y TO, utilizando tubos de heparina de litio. Las donantes
se inseminaron 51 horas después de la retirada de la esponja. Ocho dias tras la retirada de
la esponja se determiné la tasa de ovulacidn mediante endoscopia y bajo anestesia general
y se recuperaron los embriones mediante una sonda Foley (Foleycath, WRP, Sepang,
Malaysia). Después de la evaluacién morfolégica de los embriones (IETS Manual, 4th
edition), se transfirieron dos embriones (morulas o blastocistos) de grado 1 y/o 2 a cada
receptora previamente sincronizada. Por ultimo se controlaron los partos y se confirmé la
filiacion mediante analisis genético.

Las concentraciones plasmaticas de AMH se determinaron utilizando un kit comercial ELISA
de AMH para la especie equina (AnshLab, Webster, TX, EE.UU.), siguiendo las
instrucciones del fabricante. La sensibilidad del ensayo fue de 27,8 pg/ml, y el coeficiente de
variacion intra-ensayo fue del 4,8%.

Las correlaciones entre la concentracion de AMH de cada animal y el nUmero de cuerpos
luteos (CL), embriones recuperados (ER), embriones viables (EV) y corderos nacidos (CN)
por oveja donante se calcularon mediante el coeficiente de correlaciéon de Pearson. La
normalidad de las variables se evalué mediante la prueba de Kolmogorov-Smirnov. Las
diferencias entre medias se calcularon mediante ANOVA de una via. Se utilizé el software
SPSS Statistics v.17.0.



RESULTADOS Y DISCUSION

El porcentaje de donantes con fallos ovulatorios o de fertilizacion fue del 16,7% (4/24). Estos
fallos incluyen fallos de respuesta superovulatoria (<2 CLs; n=3) y fallos totales de
fertilizacién (n=1). El porcentaje de embriones recuperados fue del 57,5% (168/292),
observandose un 8,3% de fallos totales de recuperacion en ovejas que habian superovulado
(n=2). Esas dos ovejas no se tuvieron en cuenta en el analisis.

Las concentraciones plasmaticas de AMH a T-4 y al inicio del tratamiento (TO) estuvieron
altamente correlacionadas entre si (r=0,95; p<0,001; Figura 1a). Esto parece indicar que se
podria utilizar indistintamente una u otra como predictores de respuesta ovarica, en funcion
de las posibilidades de muestreo. La concentracion de AMH a TO estuvo altamente
correlacionada con la tasa de ovulacién (r=0,70; p<0,001; Figura 1b), observandose una alta
variabilidad individual en todas la variables estudiadas (Tabla 1). Las correlaciones entre la
AMH vy el resto de variables no alcanzaron la significacion estadistica (ER: r=0,33; EV:
r=0,23; CN: r=0,15). Cuando unicamente se tuvieron en cuenta las donantes que no habian
sido previamente sometidas a ninguna sesion de MOET, la correlacién con la tasa de
ovulacion fue todavia mayor (r=0,82; p<0,001), aunque tampoco se alcanzo la significacion
estadistica con el resto de variables (ER: r=0,29; EV: r=0,31; CN: r=0,30). Ademas de con la
AMH, la tasa de ovulacion también se correlacion6 con el numero de embriones
recuperados (r=0,69; p<0,001), embriones viables y corderos nacidos (ambos r=0,57;
p<0,01). Estos resultados parecen evidenciar que mejorar la tasa de ovulacién de las
donantes mediante la seleccién por AMH podria tener una repercusion positiva sobre el
resto de variables de MOET. Ademas, seria necesario revisar el sistema de lavado utilizado,
ya que los porcentajes de recuperacion de embriones de este trabajo son sensiblemente
inferiores a los descritos en trabajos anteriores (1998-2001: 72,2%; 2002-2007: 82,8%;
Folch et al., 2009). En el presente trabajo esto podria estar afectando negativamente a las
correlaciones entre la AMH y el resto de variables de MOET, mas alla de la tasa de
ovulacion.
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Figura 1. Correlacién entre la concentracion plasmatica de AMH a T-4 y a TO (a) y entre la
AMH a TO y la tasa de ovulacion (b). Los circulos negros representan las donantes con
concentraciones de AMH por encima de 169 pg/ml (cut-off).

En un trabajo previo (Lahoz et al., 2014) calculamos un punto de corte (cut-off) a partir del
cual poder seleccionar las ovejas que mejor respondian a un tratamiento de estimulacion
con FSH, en ese caso dentro de un programa de LOPU. Cuando se aplicé dicho cut-off a las
donantes del presente trabajo, el grupo de AMH ALTA (=169 pg/ml) presenté 10,8
ovulaciones adicionales, 3,5 embriones recuperados, 3,3 embriones viables y 2 corderos
extra respecto al grupo de AMH BAJA (Tabla 1). No obstante, en estas condiciones la
aplicacion del cut-off solo permitié seleccionar 5 donantes, y no se alcanzé la significacion
estadistica en todas las variables. Si bien el trabajo anterior se realizé con otro kit comercial,
y los protocolos de estimulacion con FSH son diferentes de los de superovulacion utilizados
en este trabajo, los resultados ponen de manifiesto la utilidad de la AMH como predictor de
la respuesta ovarica en diversas condiciones. No obstante seria necesario disponer de mas
datos para poder recalcular un cut-off éptimo para las condiciones de los programas MOET.



Tabla 1. Concentraciones plasmaticas de AMH (pg/ml) a T-4 y a TO y variables relacionadas
con MOET por oveja y por sesion.

AMH T-4 AMH TO TO ER EV CN

Total

MediatEE 93+18 98+18 12,1+1,5 76x1,2 6,0x1,1 4,5+0,9

Rango ~ (0-344) (0-309) (2-29) (0-17) (0-15) (0-13)
ALTA

MediatEE 228+33° 2464252 20,6+2,8° 10,5+2,6 8,7+3,1 6,0+2,5

Rango (154-344) (171-309) (12-29) (4-16) (3-15) (0-11)
BAJA

MediatEE 57+12° 60+10° 9,8+1,4¢ 701,33 54+1,1 4,009

Rango (0-190) (0-148) (2-23) (0-17) (0-14) (0-13)

Total: todas las ovejas (n=24); ALTA: ovejas con AMH T0=169 pg/ml (n=5); BAJA: ovejas
con AMH T0<169 pg/ml (n=19).
Comparacion ALTA-BAJA: dentro de una misma columna, a,b: p<0,001; c,d: p<0,01.

En conclusion, las concentraciones de AMH medidas en el plasma sanguineo antes del
tratamiento con FSH podrian utilizarse para predecir el numero de ovulaciones por oveja
donante, y asi poder mejorar la eficiencia de los programas MOET. Poder instaurar un
protocolo de determinacion de la concentracion de AMH en las ganaderias antes de
seleccionar y trasladar las ovejas donantes permitiria una considerable mejora de la
eficiencia y un importante ahorro econdmico. No obstante, son necesarios mas datos para
poder calcular la repetibilidad individual entre sesiones y tratar de ver si existe una
correlacion adicional con el resto de variables del programa MOET y con la calidad de los
embriones que pudiera derivar de una mayor calidad de los oocitos de origen.
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ELECTION OF THE BEST EMBRYO DONOR EWES BY DETERMINING THEIR PLASMA
AMH (ANTI-MULLERIAN HORMONE)

ABSTRACT: Anti-Mullerian hormone (AMH) has been demonstrated to be a good predictor
of the ovarian response to gonadotropins in several mammalian species. We aimed to test its
usefulness in a MOET program in sheep, where the performance is widely known to be low
mainly due to variable ovarian responses to FSH treatments. Two plasma AMH samples
were obtained from each ewe and session at the time of the first FSH injection (TO) and 4
days before (T-4), and were analyzed using the AMH equine ELISA kit (AnshLab, Webster,
TX, USA). The AMH concentrations as well as the other MOET-related variables were highly
variable between individuals. The AMH at TO was highly correlated with the total number of
CL (r=0.70; p<0.01), although significance was not attained with the other MOET-related
variables. The use of a previous determined cutoff (169 pg/ml) to detect high-responding
ewes gave rise to an increase in ovulation rate of +10.8 (p<0.01), and to 3.5 additional
recovered embryos and +2 extra lambs born per donor ewe and session (both p>0.05) when
compared with low-responding ewes. In conclusion, plasma AMH concentrations measured
before the FSH treatment could be used to predict the ovulatory response of donor ewes,
and so to improve the efficiency of MOET programs. More data are necessary to assess the
individual repeatability as well as the relationship of AMH with other MOET-related variables,
in order to establish a reliable protocol to be implemented in farms before selecting and
moving the donor ewes.

Keywords: anti-Millerian hormone, embryo transfer, sheep, superovulation



