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1. INTRODUCCION GENERAL

El manejo reproductivo en ovinos se basa principalmente en la manipulacion del
ciclo estral con hormonas exdgenas para imitar o modificar la dinamica folicular.
Aunque estas practicas se han realizado a lo largo del tiempo, los avances
cientificos actuales en la fisiologia ovarica y las biotecnologias reproductivas
permiten la modificacién de protocolos existentes y la busqueda de nuevas
alternativas. Esto no solo para mejorar los indices de fertilidad, sino también
abordar las crecientes preocupaciones sobre la seguridad alimentaria e impacto

ambiental asociadas con dichos protocolos (Munther et al., 2022).

El desarrollo acelerado de foliculos esta regulado principalmente por hormonas,
mecanismos celulares y moleculares que permiten que después de una
fertilizacion natural o asistida, el ovocito asegure su sobrevivencia y se convierta
en feto (Pefa et al., 2007). La ovulacion mdultiple en ovinos se induce mediante
la aplicacion de diferentes fuentes hormonales. Entre las hormonas més
empleadas se incluyen la gonadotropina corionica equina (eCG) y la hormona
foliculo estimulante (FSH) (Simonetti et al., 2008), no obstante, su efectividad es

variable e inconsistente (Martinez-Rojero et al., 2017).

El plasma rico en plaquetas (PRP) se obtiene de la sangre mediante
centrifugacion y separacion de sus diferentes componentes, los cuales incluyen
plasma (55 %), globulos rojos (41 %) vy, plaguetas y globulos blancos (4 %)
(Holcomb et al., 2015). En las plaguetas y globulos blancos estan contenidos
diferentes fuentes de factores de crecimiento que, al entrar en contacto con
receptores y células del ovario, estimulan el crecimiento, la proliferacion y la
diferenciacion celular (Sills & Wood, 2019). En estudios recientes se evalud la
eficiencia de la aplicacion intraovarica del PRP tanto en humanos como en
especies animales. En mujeres, Hosseini et al. (2017) encontraron un aumento
en la poblacion de foliculos antrales y primordiales; por su parte Sills et al. (2018)
reportaron una respuesta favorable en el reclutamiento folicular. Asimismo, ratas

en estado de infertilidad tratadas con PRP presentaron activacién y desarrollo



folicular (Marchante et al., 2023). Igualmente, en vacas se reporté un aumento en
la respuesta en el reclutamiento folicular y en la ovulacion (Cremonesi et al.,
2020).

En el segundo apartado de este escrito se presenta la revision de literatura de la
presente investigacion en donde se explica detalladamente la fisiologia
reproductiva de la oveja. Se define qué es el plasma rico en plaquetas (PRP) y
sus principales componentes. Ademas, se mencionan los usos potenciales que

ha tenido en especies pecuarias, forma de aplicacion y proposito de estudio.

En el dltimo capitulo, con el objetivo de evaluar el uso del PRP en la poblacién
folicular a través del tiempo, se presentan los resultados de la investigacion sobre
la comparacion en numero de foliculos de 22 mm entre ovarios de la misma oveja,

después de la aplicacion intraovarica de PRP o solucion salina.
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2. REVISION DE LITERATURA

2.1. Fisiologia reproductiva de la oveja

2.1.1. Dindmica folicular y ciclo estral

El ciclo estral de la oveja se caracteriza por una serie de fases y eventos que
ocurren en el sistema reproductivo. La dinamica folicular se refiere a los cambios

en el desarrollo y la actividad de los foliculos ovaricos.

El ciclo estral en ovejas tiene una duracion aproximada de 16 a 17 d durante la
época reproductiva con pequefias diferencias entre razas en no mas de 1 d
(Bartlewski et al., 2011). El ciclo comprende cuatro etapas (proestro, estro,
metaestro y diestro), también se puede dividir en dos fases (folicular y latea).
Gordon (2004) menciona que, la fase folicular (proestro y estro) inicia con un
aumento en la actividad hormonal en donde se produce el crecimiento del foliculo
preovulatorio, asi como la expresion del comportamiento estral presentando
receptividad a la monta; en esta fase ocurre un pico preovulatorio de hormona
luteinizante (LH) dando como resultado la ovulacion. Ademas, sefiala que, la fase
lGtea (metaestro y diestro) inicia con la ovulacion, la cual se considera una etapa
de transicidn para las dos fases; en esta se da la formacion del cuerpo Iuteo (CL)
en donde las prostaglandinas regulan su funcion asegurando una produccién
adecuada de progesterona para preparar al Utero para una posible implantacion,

que en caso de no presentarse se convierte en CL en regresion.

La dindmica folicular como mencionan Espinoza-Villavicencio et al. (2007), esta
regulada por funciones endocrinas y factores de crecimiento (GF), se caracteriza
por el crecimiento y regresion de los foliculos hasta que estos lleguen a ovular,
generalmente en cada ciclo ocurren entre dos o tres oleadas foliculares, donde
algunos foliculos que se encuentran en reposo entran a reclutamiento para
continuar su crecimiento. Finalmente, en ovejas, uno o dos foliculos se convierten

en dominantes, mientras que los demas sufren atresia.



En detalle, la dindmica folicular se divide en reclutamiento, seleccién y
dominancia. Driancourt (1991) y Espinoza-Villavicencio et al. (2007) describen
las primeras dos fases de la siguiente manera. En la primera, una oleada de
foliculos primordiales crece por accion de algunos factores de crecimiento como
el factor de crecimiento transformante beta-1 (TGF-b1) hasta llegar a un estado
preantral donde se mantendran en reposo hasta que se vuelven dependientes de
las gonadotropinas, es decir, seran reclutados por el aumento en las
concentraciones (1.8 a 3.2 ng mL, aprox.) de la hormona foliculo estimulante
(FSH) en sangre; por cada ciclo ovarico de la oveja se rescatan solo un grupo de
foliculos antrales que son meidticamente competentes, mientras que los demas
sufren atresia. En la segunda, sefialan que, de forma pasiva el foliculo o los
foliculos mas grandes para el caso de las ovejas (1 a 4) inhiben de forma indirecta
el crecimiento de los foliculos reclutados de menor tamafio, al reducir la FSH por
debajo del umbral necesario para su sobrevivencia; resultando en la seleccion de
él o los foliculos dominantes, estos foliculos produciran estradiol para estimular
el crecimiento y la diferenciacion de las células, e inhibina para evitar la
sobreestimulacion. Finalmente, esta la etapa de dominancia folicular. Segun
Tabarez y Grajales (2021), en esta fase ya se ha seleccionado el mejor foliculo
para continuar desarrollandose, aunque no existe evidencia de que
efectivamente esa dominancia sea total; se ha encontrado que se pueden
seleccionar de 4 a 5 foliculos, donde aquellos foliculos antrales a la par de los

preovulatorios pueden ovular, como ocurre en ovejas prolificas.

2.1.2. Foliculogénesis

La foliculogénesis es un proceso en el cual los foliculos crecen y se desarrollan
desde la etapa de foliculos primordiales hasta llegar a estadio preantral y antral,
en donde la mayoria culminan en atresia y, rara vez llegan a ovular (Lopez et al.,
1993). Los ovarios de las ovejas tienen de 12,000 a 86,000 foliculos pequefios y
de 100 a 400 en desarrollo; estos foliculos tardan aproximadamente seis meses

en pasar de 0.06 mm hasta la etapa preovulatoria (6-8 mm) (Cahill, 1981).



Hafez y Habez (2002) describen que, en la foliculogénesis de las ovejas, el estro
esta influenciado por uno o dos foliculos de mayor tamafio al secretar mas
estrogenos. Asimismo, mencionan que, el crecimiento final de estos oscila entre
12 a 34 d en donde seran FSH/LH dependientes; el crecimiento folicular se lleva
a cabo mediante procesos como la proliferacion y diferenciacion celular
controlada por hormonas de las células de la teca y granulosa. Este proceso
resulta en foliculos con mayor produccion de estradiol susceptibles a LH; los
foliculos con un diametro de 2 mm se reclutan, se seleccionan e inmediatamente

se detiene el reclutamiento folicular.

2.1.3. Factores que afectan el desarrollo folicular

Diversos factores intervienen en el crecimiento folicular, y a su vez afectan el
progreso en programas de superovulacion. La nutricion adecuada es esencial
para la salud reproductiva. Sin embargo, las vias por las cuales interfiere la
nutricion ain no se han esclarecido por completo, se sabe que hormonas
metabdlicas como la insulina y el factor de crecimiento insulinico (IGF),
interactian con las gonadotropinas en las gonadas; tanto la insulina como el
factor de crecimiento similar a la insulina tipo 1y 2 (IGF-1 e IGF-2) colaboran
sinérgicamente con las gonadotropinas para estimular la proliferacion celular
(Webb et al., 1999).

En programas de superovulacion existen efectos de factores asociados con las
gonadotropinas y protocolos que se utilizan. Por ejemplo, en extractos de
pituitaria utilizadas, se sugiere que la FSH sea pura o que contenga una baja
cantidad de LH, para que exista una mejor respuesta superovulatoria; ademas en
un estudio en bovinos se encontr6 que la FSH recombinante bovina de accion
extralarga (bscrFSH) en una dosis Unica, mejora la respuesta ovarica (Gutiérrez-
Reinoso et al., 2022). Por otra parte, Karl et al. (2023) demostraron que dosis
altas de FSH causan alteraciones en las funciones celulares del cimulo y los
oocitos, especialmente en ausencia de un estimulo ovulatorio, dando como
resultado, complejos cumulo-ovocito que no pueden utilizarse en fecundacion in

vitro.



Sejian et al. (2019) mencionan que otro factor que influye en la reproduccién es
el estrés por calor, ya que interfiere a nivel de genes; entre ellos se encuentran
los que codifican la hormona de crecimiento (GH), hormona liberadora de
gonadotropinas, asi como los receptores para, hormona de crecimiento (GHR),
hormona foliculo estimulante (FSHR), progesterona (PR) y, estradiol, entre otros.

Estos genes participan en el crecimiento fisioldgico del animal.

2.2. Estimulacién folicular con gonadotropinas exdgenas

2.2.1. Gonadotropina corionica equina (eCG)

Como bien sostienen Hafez y Habez (2002), la eCG es una glicoproteina
placentaria derivada del suero de yeguas gestantes, se secreta entre los 40y 70
d en donde alcanza concentraciones séricas maximas; posteriormente ocurre un
descenso que coincide con la degeneracion de las copas endometriales
asociadas, ademas tiene actividad biolégica anéloga a la FSH y LH. Debido a las
capacidades de la eCG, se ha utilizado en ovinos en dosis moderadas de 200 a
500 UI, para inducir el desarrollo folicular y la ovulacién, sobre todo en periodos
de anestro; la eCG tiene una vida media larga (21 h) atribuible a la presencia
significativa de acido sialico que la protege de la degradacién hepatica, lo que

posibilita su aplicacidon en una inyeccion unica (Murphy, 2012).

A pesar de que la eCG se utiliza desde 1951 en programas de sincronizacion y
superovulacion, su respuesta es variable. Azawi y Al-Mola (2010) encontraron un
menor nimero de cuerpos luteos (CLs) en ovejas superovuladas con eCG (1 200
Ul) que las que recibieron FSH (4.41 vs. 8.75, respectivamente); ademas,
encontraron gran cantidad de foliculos sin ovular (2.33, p<0.05). Por su parte,
Sen (2020), en un estudio realizado en temporada reproductiva, no encontro
diferencias significativas (p>0.05) en el numero de foliculos en ovejas tratadas
con eCG (600 Ul) y las que recibieron inyecciones de FSH. Mientras que, en el
mismo estudio, se encontré que, los foliculos con eCG fueron mas grandes y el

namero de CLs totales fue mayor que con FSH (1.5 vs. 0.7, respectivamente),



resultando en una respuesta similar para eCG en época no reproductiva con 1.2
CLs.

2.2.2. Hormona foliculo estimulante (FSH)

La FSH es una glicoproteina gonadotropica que se secreta en la adenohipdfisis,
fue descubierta en la década de los 50, donde se hicieron los primeros
aislamientos a partir de ovinos, bovinos, porcinos y humanos; en la hembra se
une a los receptores de FSH presentes en la membrana de las células de la
granulosa en donde su principal funcién es estimular el crecimiento folicular, asi

como la produccién de estrogenos en el ovario (Ando, 2016).

En la reproduccion animal asistida de ovejas, la FSH se utiliza principalmente en
programas de superovulacion en dosis decrecientes en conjunto con la aplicacion
de progesterona, sin embargo, aln no se tienen resultados favorables. Se ha
reportado una respuesta superovulatoria de 80 % mediante la aplicacion de FSH
(40-40, 30-30, 20-20 y 10-10, mg), tasa de ovulacién de 7.8, y 4.7 embriones
transferibles en época no reproductiva (Luna-Palomera et al., 2019). Mientras
que en la época reproductiva en un estudio de Azawi y Al-Mola (2010), con
aplicacion de FSH (350, 250, 200 y 150 Ul) reportaron un promedio de 8.75 CLs,
y 4.83 embriones recuperados. Recientemente en ovejas productoras de carne,
se compararon dos tipos de FSH, se reportaron 13.9 CLs y 9.4 embriones
transferibles con Folltropin-V, mientras que con FSH-P se report6 10.6 y 5.4,
respectivamente (Aybazov et al., 2023).

2.2.3. Combinaciéon de FSH-eCG

La FSH-eCG se pueden utilizar en conjunto en programas reproductivos, sin
embargo, frecuentemente se encuentran algunas desventajas. Por ejemplo, en
un estudio se aplicaron 200 mg de FSH en el tratamiento 1, mientras que en el 2
se aplicaron 200 mg de FSH mas 300 Ul de eCG. Con respecto a la respuesta
superovulatoria, tasa de ovulacion, tasa de recuperacion y ovocitos fertilizados

no hubo diferencias significativas (p>0.5), sin embargo, en embriones



transferibles hubo una mayor respuesta con FSH que con FSH+eCG (4.7 vs. 1.1,

respectivamente) (Luna-Palomera et al., 2019).

2.3. Uso de plasmarico en plaquetas (PRP) como estimulador del desarrollo

folicular

2.3.1. Definicion y composicion del plasma rico en plaquetas

El plasma rico en plaquetas (PRP) es un compuesto biolégico regenerativo que
tiene aplicaciones en diferentes campos meédicos, como cirugia plastica,
trastornos musculoesqueléticos, dermatologia, odontologia y recientemente se

ha incluido en la estimulacion y rejuvenecimiento ovarico (Sills & Wood, 2023).

El PRP se obtiene de la sangre que se divide en, eritrocitos (41 %), plasma (55
%) y plaquetas mas leucocitos (4 %), después de la centrifugacion el plasma
presenta una concentracion de 5 a 10 veces mas de plaquetas y otras moléculas
(Holcomb et al., 2015). Las plaquetas son células sin nucleo encargadas de
prevenir las hemorragias; ademas, en el PRP también estan contenidos una gran
cantidad de factores de crecimiento (Cuadro 1), citoquinas, quimiocinas, factores
de coagulacion e inhibidores, proteinas y mediadores inmunes (Atkinson et al.,
2021).

Los componentes presentes en el PRP han demostrado tener accion en la
sintesis del colageno, crecimiento y proliferacion celular, angiogénesis,
guimiotaxis de fibroblastos y de células inmunitarias, activacion de macrofagos,
diferenciacion de células epiteliales y, migracion y mitosis de células endoteliales,
entre otros (Seckin et al., 2022). Algunos de los GF que tienen actividad a nivel
folicular son los siguientes: el FGF incrementa de manera significativa la
proliferacion de células tecales, asi como de la granulosa y del estroma (Pintucci
et al., 2002). El PDGF potencia la migracion de células estromales desde las
fimbrias hasta el foliculo ovulatorio (Yeh et al., 2016). El SDF-1a se ha asoci6 con

foliculos de mayor tamafio (Holt & Col, 2006) y el TGF- B1 participa en la
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regulacion de la sobrevivencia del foliculo ademas de la apoptosis y angiogénesis
(Dragovic et al., 2007).

Cuadro 1. Principales componentes del plasma rico en plaguetas (PRP),
adaptado de Seckin et al. (2022).

Factores | -Factor de crecimiento de | Quimiocinas | -Interleucina-1p (IL-13)
creci?:iento fibroblastos (FGF) ycitocinas | | ioreucina-8 (L-8)
-Factor de crecimiento -
(GF) derivado de plagquetas Ligando de CDA40
(PDGF) -Factor plaquetario 4
-Factor de crecimiento (PF4) o _
similar a la insulina (IGF) -Proteina inflamatoria
- de macréfagos-1la (MIP-
-Factor de crecimiento
. 1a)
endotelial vascular
(VEGF) -Factor-1a derivado de
- células estromales
-Factor de crecimiento (SDF-1q)
epidérmico (EGF)
- -Ligando de quimiocina
;]Facttor (_jte crle_|cC|;rr|;|ento de con motivo C—C 2y 5
epatocitos (HGF) (CCL2, CCL5)
-Factor de crecimiento
tegumentario-B1 (TGF-
1)
-Factor estimulante de
colonias de granulocitos y
macréfagos (GCSF)
Proteinas | -Factor de von Willebrand | Factores de | -Factor V
adhesivas | (FVW) coa}g/;t;ljlsc’:lon _Factor IX
AAlELEEERe inhibidores | -Antitrombina
-Trombospondina-1y -2 _Factor S

-Laminina-8

-Proteasa nexina-1y -2

2.3.2. Obtencion y procesamiento del plasma rico en plaguetas

El PRP se obtiene de la sangre, que puede ser autdloga o heteréloga, la cual se

coloca en tubos con anticoagulante, generalmente con citrato, después por medio

de centrifugacion diferencial se eliminan los glébulos rojos y blancos, para
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finalmente lograr altas concentraciones de plaquetas en el plasma; en la mayoria
de los estudios con PRP se prepara de forma local, aunque existe
comercialmente. Es importante saber que, a causa de esta variacion, puede
contener una pequefia contaminacion de glébulos rojos y blancos que ocasionen

efectos negativos (Atkinson et al., 2021).

La forma de preparacion es variable en cada uno de los trabajos publicados.
Moreno et al. (2015) mencionan que, todas las preparaciones deben ser en
condiciones asépticas para evitar la contaminacion de la muestra, ya que el
producto se inyecta en el organismo, se debe realizar preferentemente en
cabinas de flujo laminar sobre todo cuando requiere un proceso de activacion.
Ademas, estos mismos autores argumentan que, no siempre se obtiene el mismo
volumen de plasma, por lo que se debe contar en el tubo, la fraccion de PRP a
partir de la fraccidn de globulos blancos hacia arriba. Algunos estudios presentan,
entre otras variaciones, una sola centrifugacion mientras que otros realizan dos
centrifugaciones con el objetivo de concentrar mas las plaguetas, a continuacion,
se describen diferentes formas de preparacion del PRP reportadas en algunos

estudios.

En uno de los primeros estudios que se reportaron con aplicacion intraovarica de
PRP, Sills et al. (2018) indican que después de extraer 8 mL de sangre, se
centrifug6 a temperatura ambiente a 1,500 x g por 5 minutos en donde la sangre
se separo6 en 3 fases (globulos rojos, glébulos blancos, plasma), se retiraron 3
mL del sobrenadante, ya que se considera plasma pobre en plaquetas, la parte
restante se consider6 PRP. Chang et al. (2019), en la utilizacion de PRP para
infusion uterina procesaron la muestra por doble centrifugacion, se recolectaron
15 mL de sangre en jeringas con citrato dextrosa, posteriormente se centrifugé a
300 x g por 10 minutos a temperatura ambiente, después se transfirié el plasma
y se centrifug6 a 700 x g por 15 minutos y se descartaron tres cuartas partes del
sobrenadante quedando la fraccion de PRP. Mientras que en otro estudio el
procedimiento fue diferente a los anteriores sobre todo en la forma de centrifugar,

se menciona que la sangre se recolectd en bolsas con citrato-fosfato-dextrosa-
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adenina, y se centrifug6 a 100 x g por 30 minutos, se recolecto6 el plasma total y
se llevo a una segunda centrifugacion a 1,500 x g durante 10 minutos en donde
se consider6 el primer tercio inferior del tubo como PRP (Cremonesi et al.,
2020a).

2.3.3. Activacion y posible mecanismo de accion del plasma rico en plaquetas

Las plaquetas son fragmentos de células conocidos como megacariocitos. Estos
presentan una gran cantidad de receptores para glicoproteinas, integrinas y
proteinas G, que, al unirse a ellas, inducen la sefializacion intracelular resultando
en un aumento significativo en los niveles de calcio citoplasmatico, que a su vez
provoca que los granulos liberen su contenido (factores de crecimiento, etc.)
(Atkinson et al., 2021).

La activacion de plaquetas de igual manera que el método de preparacion
presenta variaciones entre estudios (Figura 1). Por ejemplo, Sfakianoudis et al.
(2018) y (2019) no reportaron una activacion quimica de plaguetas, sin embargo,
tuvieron resultados significativos a favor del PRP. Ademas, Seckin et al. (2022)
mencionan que la activacidon no es necesaria, ya que las plaquetas se pueden
activar de forma mecénica con el simple hecho de realizar la centrifugacion. Por
otro lado, Dhurat y Sukesh (2014) mencionan que al realizar la inyeccién
intraovarica y ser un tejido blando, estas se pueden activar con el colageno
existente en el ovario de forma natural. Lo anterior es contrario a otros autores
quienes reportan la activacion quimica de las plaquetas para que estas puedan
liberar los factores de crecimiento. Hosseini et al. (2017) realizaron una activacion
con trombina para coagular el PRP, posteriormente el coagulo se sometié a otra
centrifugacion a 4000 x g por 5 minutos, el sobrenadante se considerd PRP final.
Mientras que Hsu et al. (2020) utilizaron 10 % de gluconato como activador del
PRP.

El mecanismo de accién en el ovario aun no esta claro, aunque existen algunas
posibles respuestas. Al aplicar PRP intraovarico, los ligandos de los factores de

crecimiento actlan mediante sus receptores participando en la diferenciacion
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celular, ademas se cree que existe presencia de células madre ovaricas que
puedan producir ovocitos (Johnson et al., 2004). También se ha considerado que
las respuestas favorables se pueden deber a que el PRP tiene accién
proangiogénica, es decir, que estimula los vasos estromales que irrigan los

foliculos primordiales en el ovario (Kakudo et al., 2014).

p— Diferenciacion y crecimiento
celular
- ®
Foliculo
primario

s
Snive,
Granulos'a

"@T"’, '
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Trombina
(Hosseini et al, 2017)

@
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(Hsu et al., 2020)

>

Plaqueta Activadores Plaqueta Factores de Funcion en
inactiva activada crecimiento el ovario

Created in BioRender.com bio

Figura 1. Activacion de plaquetas y liberacion de factores de crecimiento.

2.3.4. Aplicaciones clinicas del PRP en la reproduccion animal

Aparte de la aplicacién intraovarica de PRP, que se explicard mas adelante,
también se han realizado estudios mediante infusién uterina de este compuesto.
En un experimento se analizaron nueve ratones con PRP humano, en los que se
provocaron lesiones en los cuernos uterinos. Posteriormente, en 7 d se inyectd
PRP unilateralmente, con una concentraciéon de 1,871,000 células uL?* en el
cuerno derecho. Los resultados de este estudio se evaluaron por examenes
histolégicos 7 d después, se encontré que en los cuernos uterinos sin aplicacion

de PRP hubo degeneracion del endometrio, pérdida de luz y poco estroma,
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contrario a los que recibieron el tratamiento, ya que en este se detectaron

glandulas proliferadas y células del estroma endometrial (Kim et al., 2020).

En equinos también se ha reportado el uso de PRP con fines reproductivos. En
una investigacion se inyectaron 15 mL de PRP via intrauterina (12 a 48 h antes
de la inseminacion) a 18 yeguas con un manejo reproductivo anterior fallido, se
demostré que el uso de esta técnica no presento efectos negativos, al contrario,
se registré una tasa de prefiez de 61 % (Pasch et al., 2021). En otro estudio con
PRP liofilizado (las muestras de PRP se sometieron a una inactivacion de
posibles patdégenos en camaras con rayos UV y riboflavina), se compararon tres
tratamientos; el primero (n = 32) fue el grupo control, el segundo (n = 32) recibid
20 mL de PRP fresco y el tercero (n = 9) 20 mL de PRP liofilizado; los dos ultimos
se aplicaron por infusion en el Utero; se realiz6 el apareamiento mediante celo y
monta natural, 30 d después se hizo la deteccion de la prefiez por ultrasonido
(Dawod et al., 2021). Estos autores observaron que las yeguas en el grupo 3
tardaron menos dias en entrar en estro (7.66) en comparacion con el grupo 2
(9.62) y el grupo 1 (21.06); con el PRP se obtuvo un grosor en el endometrio
mayor en comparacion con el PRP liofilizado y grupo control (7.33 vs. 6.86 y 5.87
mm, respectivamente); la tasa de prefiez result6 favorecida por el PRP liofilizado
(66 %), seguido por PRP puro (50 %) y finalizando con el grupo control (6.25 %);
no se registraron diferencias significativas para diametro del foliculo; ademas, la
edad y numero de partos de la hembra no interfirié entre tratamientos. Lo anterior,
demuestra los beneficios de dichas técnicas en los tratamientos de yeguas con

problemas de fertilidad.

2.3.5. Aplicacion intraovarica de plasma rico en plaquetas

Referente a la aplicacion intraovarica en humanos, el primer estudio que reportd
datos sobre formacion de blastocistos en respuesta a este tratamiento fue
realizado por Sills et al. (2018). Estos autores evaluaron a cuatro mujeres con
pronéstico de fertilidad pobre, se inyectaron 5 mL por cada ovario, se recuperaron
de 4 a 7 ovocitos por cada paciente después de 10 d. Recientemente, en otro
estudio con un total de 469 mujeres infértiles se aplicaron de 2 a 4 mL por ovario
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con una concentracion de 900,000 plaguetas uL™?, se registré una disminucion
significativa en la concentraciéon de FSH (5.6 mUI mL?) en todas las mujeres de
32 a 46 afios, ademas se registré 24 a 25 % de embarazo para cada uno de los
grupos de edad (32-27, 38-42, 43-46 afos) (Fraidakis et al., 2023).

En lo que se refiere a animales, se han realizado pruebas piloto en ratas, conejos,
y vacas con resultados prometedores. Marchante et al. (2023) evaluaron el efecto
del PRP intraovarico en ratones (simulando a mujeres), se utilizaron 36 ratones
divididos en 3 grupos (8, 20 y 36 semanas de edad), se aplicaron 10 pL por cada
ovario; los resultados fueron favorables para todos los grupos de edad ya que se
registro la activacion de los foliculos, asi como un aumento en el nUmero de
foliculos primordiales en ratones menopausicos. En un estudio reciente con 24
conejas, se aplicaron 0.5 mL de PRP en complemento a tratamientos con D-
galactosa, se encontr6 mediante analisis histopatolégico un aumento en los
foliculos para el grupo con PRP en comparacién con el control (45.54 vs. 38.65,
respectivamente); ademas, hubo una disminucion significativa del nimero de
foliculos atrésicos a favor del PRP (20 vs. 29) dos semanas después de la
aplicacion (Al-Alywi et al., 2023).

En grandes especies hasta donde se sabe, solo se han reportado dos estudios
con aplicacion intraovérica de PRP. Cremonesi et al. (2020a) aplicaron 5 mL de
PRP a ocho vacas Holstein en el ovario derecho con una concentracion de 1 x
10° plaquetas mL? y no detectaron diferencias significativas antes de la
superovulacién, sin embargo, posterior a ello si hubo diferencias en niumero de
foliculos comparado con el grupo control (20 vs. 11.33), de igual manera que para
el numero de blastocistos con 6.63 para el grupo control y 14.75 para ovarios
tratados con PRP. Mas tarde Cremonesi et al. (2020b), en un segundo estudio
en vacas con hipofuncién ovérica, se aplicaron 5 mL a cinco individuos, pero
ahora en cada ovario, mientras se tuvo otro grupo de seis vacas control con suero
fisiologico; los resultados fueron favorables en un aumento en las

concentraciones de progesterona después de 4 semanas, finalmente se detecto
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prefiez en 4 de las 5 vacas que recibieron el tratamiento, mientras que ninguna

de las vacas testigo resulté gestante.
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Abstract:

Platelet-rich plasma (PRP) contains a high concentration of growth factors, which
positively stimulates endometrial and follicular growth. The objective was to evaluate the
ovarian follicular population after the intraovarian application of PRP. The study was
conducted at Universidad Autonoma Chapingo in México. Eleven Dorper ewes were used.
Blood samples were collected from the jugular vein in tubes containing sodium citrate.
The samples were centrifuged at 100 g for 30 min, and the serum was centrifuged at
1,500 g for 10 min. Only the lower third of the tube with a higher platelet concentration
(12,500 x 10° platelets mL™) was kept. Through laparoscopy, 50 pL of PRP was
administered to the right ovary of each ewe (PRP), while the left ovary received 50 pL of
saline solution and was considered the control (TES). The population of follicles >2 mm
in size on both ovaries was determined weekly for nine weeks with an ultrasound and a
7.5 MHz rectal transducer. The number of follicles was analyzed with the MIXED
procedure of SAS. The follicular population was similar (p > .05) between PRP and
control ovaries in weeks 0, 1, and 2. However, there were significant differences (p < .05)
for weeks 3 (7.16+0.52 vs. 5.98+0.48), 4 (10.50+0.52 vs. 6.13+0.48), 5 (8.70+0.52 vs.
5.46+0.48), 6 (8.43+0.54 vs. 5.91+0.54), 7 (9.09£0.49 vs. 6.27+0.50), 8 (8.45+0.49 vs.
6.09+£0.49) 9 (9.08+0.46 vs. 7.44+0.46). In conclusion, the intraovarian application of
autologous PRP increased the follicular population from weeks 3 to 9 post-treatment.

Keywords: Platelets, Ewes, Antral follicles

Received: 17/10/2023

The growth of small follicles depends on follicle stimulating hormone (FSH). High
concentrations of FSH stimulate the development of follicular waves [1], but these levels
decrease within the following 3 to 5 days [2]. However, even under those conditions, one
or several follicles develop and become dominant [3]. These follicles might develop to a
preovulatory stage and even ovulate if they coincide with a low progesterone

concentration.
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The total follicle population at different stages of development of the sheep ovaries ranges
from 12,000 to 86,000 [4]. Nonetheless, few of them reach the preovulatory stage and
ovulate due to the processes of atresia and selection [5]. Response to hormonal treatments
influences application of assisted reproductive technologies, and such response has been
associated with the population of antral follicles present on the ovarian surface at the time
of its application [6,7]. Several alternatives have been evaluated to modify the follicle
population, including nutritional manipulation [8], genetics [4], and application of
different sources of exogenous gonadotropins [9]. Nonetheless, results are still unreliable,
and other alternatives should be considered. Platelet-rich plasma (PRP) may be a feasible
alternative for improving outcomes of mammalian superovulation programs by increasing
the follicular population. PRP is a compound obtained by centrifuging blood and
removing red and white blood cells [10]; the result is a platelet-rich fraction. Platelets
contain a high concentration of growth factors, such as PDGF (platelet-derived growth
factor), TGF-B (transforming growth factor-B), VEGF (vascular endothelial growth
factor), and cytokines, such as PF4 (platelet 4) and CD40L contained mainly in o granules
[11], and have positive effects on gestation and stimulation of endometrial and follicular
growth. A recent study found that intraovarian PRP increased the follicular population (p
< .05) in supplemented cows in gonadotropin programs relative to untreated cows (20.00
+ 9.17 and 11.33 * 2.89, respectively) [12]. However, the study of intraovarian PRP
application effects on sheep reproductive performance has received little attention.
Therefore, the objective of the present study was to evaluate the effect of intraovarian

application of PRP on the population of ovarian antral follicles >2 mm size in ewes.

25



The present research utilized eleven healthy multiparous, non-pregnant Dorper ewes with
3.5 average body condition score. The ewes were fed a balanced ration according to their
physiological requirements, and water was offered ad libitum. The study was conducted
on the sheep farm of Universidad Autonoma Chapingo, located in the central part of
México. The experiment was conducted according to the guidelines of the Ethical

Committee (No. CECBS23-13) of Universidad Autbnoma Metropolitana, Mexico.

For PRP preparation, 2.7 mL of blood was obtained from the jugular vein of each ewe
with sterile needles and sterile vacutainer tubes, containing sodium citrate as an
anticoagulant. The blood samples were stored at 4°C from collection until PRP
administration to animals, not exceeding more than 3 h. The blood was centrifuged at 100
g for 30 minutes, causing its separation into three phases: a) red blood cells at the bottom
of the tube, b) leucocyte phase located in the middle part, and c) platelet-rich plasma in
the upper part (800-1,000 pL). The platelet-rich plasma was then withdrawn and placed
in sterile 10 mL tubes for a second centrifugation (1,500 g for 10 minutes) to obtain a high
concentration of platelets in the lower phase (1/3 of the total) and a platelet-poor plasma
(PPP) (2/3 of the total) in the upper part of the tube. This part was removed, and the
remaining fraction was adjusted with the PPP to obtain a 12,500x10° platelets mL™

concentration, as suggested in other studies [13,12].

The number of follicles >2 mm in the two ovaries of each ewe was determined just before
application of the treatments and every week for the following nine weeks, regardless of
the day of the estrous cycle. Follicular population was measured in ewes in a quadrupedal

standing position by a single experienced technician using an ultrasound (Aloka Prosound
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2, Japan) equipped with a 7.5 MHz transrectal probe. The ewes were not given feed or

water for 18 h before each ultrasonography revision.

For the administration of platelet-rich plasma, the left ovary of each ewe was injected with
50 pL of saline solution; this was considered a control group (TES). The right ovary of
each ewe received 50 pL of platelet-rich plasma (12,500x10° platelets mL™?). Treatments
were administered through laparoscopy procedures using a5 mm lens and a French semen
applicator with an aspic (IVM Technologies, France) [14]. Briefly, the ewes were fasted
and anesthetized by intravenous administration of 2.3 mg of 10% xylazine (Procin, Pisa)
and 7.7 mg of ketamine (Anesket, Pisa) per 10 kg™ of body weight. The anesthetized ewes
were placed in a surgical trolley at approximately 45°. The area in front of the udder was
washed, shaved, and disinfected just before laparoscopic inspection. The abdominal cavity
was insufflated with air using a 6 mm reusable trocar inserted on the left side. This trocar
was also used to introduce a 5 mm rigid laparoscopic endoscope. Along the middle line
of the ewe’s abdominal wall, an incision was made to allow insertion of a 5 mm ovarian
manipulator (designed by the author), and a 5 mm laparoscopic Babcock grasper
(Vetovation, USA). A third 3 mm reusable trocar (designed by the author) was inserted
and used to introduce the French semen device for PRP application. The dose of PRP was
determined considering reference results from other studies [11,12], as well as results from

preliminary studies in our laboratory with ovaries of ewes obtained from a slaughterhouse.

In the present study, the PRP and saline solution were applied directly into the middle part
of the ovary, avoiding insertion of the needle on a visible corpus luteum or large antral
follicles (>5 mm). Insertion at the base of the ovary was also avoided to minimize the

occurrence of hemorrhage [15].
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For the statistical analysis, the response variable was follicular population, which was
determined by counting the number of follicles >2 mm in size present on the surface of
the ovaries by ultrasonography. The statistical analysis was conducted following a
repeated measures design, considering the ovary as the experimental unit. The treatments
were the control group (TES) and the group with PRP administration (PRP). The results
were analyzed with the MIXED procedure of SAS [16]. The least-squares means *
standard error (LSM = SE) are reported throughout the document. The statistical model

used is as follows:
YIJ =u+ Ti + ,th + + Sj(i)+ Eij
where:

Yij= Follicles number in the j™ replicate of the i follicular response of the ewes; u= general
mean; Ti = Fixed effect of the i follicular response; Bx: = Regression coefficient of
observations taken in different periods; Sj= Random effect associated with the j ewes
within the i treatment; &; = random error associated with the count of the j™ numbers
follicles in the i follicular response of the ewes, which €ij~NIID(0, 62¢) was assumed.
The differences between treatments were compared using Tukey. Data with p < 0.05 were

considered significant.

To the best of our knowledge, this is the first time the ovarian antral follicle population
has been reported for nine weeks following intraovarian PRP administration in ewes. The
results are shown in Fig. 1. Likewise, the population of follicles in an ovary treated with
PRP or TES is shown in Fig. 2. The follicular population in both ovaries showed no

significant differences (p > 0.35) before administering the treatments. The population of
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follicles decreased in both groups one week after treatment administration but recovered
in the second week. For the following 3 to 9 weeks, the population of follicles remained
without significant (p > 0.05) changes in the control group. However, for the same period,
the population of follicles increased (p < 0.05) in the group treated with PRP. Comparisons
among the groups showed a higher (p <0.01) population of follicles for the group treated

with PRP from weeks 3 to 9.
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Fig. 1. Means of the weekly behavior of the follicular population of 11 Dorper ewes after
intraovarian application of 50 pL of platelet-rich plasma (PRP) in the right ovary and
saline solution (TES) in the left. *Indicates significant differences (p < .01). **Indicates
significant differences (p < 0.001).

Application of PRP was initially used for clinical purposes, but recently its use has also
included the treatment of different reproductive issues [17]. PRP is a compound usually
obtained from blood from the same individual to be treated (autologous) [15], but it can
also be from a different individual (heterologous) [18]. Regarding preparation,
compounds are usually used fresh [19] or frozen [20,21], but lyophilized compounds

[19,22] have also been successfully used.
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Fig. 2. Ultrasound images of ovaries from a Dorper ewe in the 4th week after PRP
administration. (A) Ovary without PRP administration showing 4 antral follicles. (B)
Ovary treated with PRP showing 8 antral follicles.

Although PRP has been utilized mainly for clinical purposes in humans and animals
[23,24], its application has recently been tested for reproductive purposes [25]. Thus,
intrauterine PRP administration was reported to increase pregnancy rate in several species,
including humans [26, 27], mice [28], rats [25], cattle [13], and mares [29,19,30]. In other

studies, it was also reported to increase the endometrial thickness in mares [19]. Moreover,

intraovarian PRP application has also been evaluated.

In our study, although nonsignificant, the decrease in the follicle population observed in
the first week after the administration of the treatments probably reflects stressful
conditions due to injection into the ovary. However, one week later, the follicular

population recovered values similar to those found at the beginning of the study.

This study showed a significant increase in the antral follicle population following
intraovarian PRP administration from weeks 3 to 9. Presumably, the positive effect of
PRP is due to the high content of different types of growth factors, as has been suggested

in other studies [31,32,11], but we did not determine the concentration of growth factors
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in our study. However, other studies have shown a direct effect of some growth factors
present in PRP on the ovary. For instance, VEGF increased the proportion of antral
follicles [33], and FGF induced the development of primordial follicles to primary follicles
[34]. The results agree with those reported in humans [31], where PRP administration
significantly increased the number of primordial and small antral follicles. Furthermore,
the administration of PRP promoted follicle activation and development in young,
advanced maternal aged, and old mice [35]. Similarly, it has been shown that PRP
application impacts follicular recruitment in infertile women [11] and healthy cows [12].
However, PRP administration does not appear to affect the Graafian follicular diameter in

mares [19].

The significant increase in the follicle population following PRP administration from
weeks 3 to 9 has considerable implications. In cattle, a higher ovulatory response was
reported in superovulated dairy cows treated with PRP than in those receiving saline
solution [12]. The treatment effect was also reflected in a higher number of transferable

embryos in cows receiving PRP [12].

Application of PRP increases Anti-Mullerian Hormone (AMH) and E2, but decreases FSH
blood concentration [11]. Production of AMH in females is from granulosa cells of
growing preantral and small antral follicles, thus providing a good representation of the
dynamic follicle reserve [36]. In cattle, AMH and antral follicle count (AFC) have been
found to present relatively high correlations ranging from 0.59 to 0.88 [37]. As expected,
results from other studies indicate that circulating AMH concentrations were positively
associated with AFC in both trio allele carrier and non-carrier high fecundity bovine

genotypes [38].
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In general, PRP administration appears to be a feasible alternative for use as a complement
to improve the efficiency of reproductive treatments such as estrus synchronization and
superovulation protocols. However, more studies are needed before any practical
recommendations are suggested. In conclusion, the intraovarian administration of
autologous plasma rich in platelets in Dorper ewes significantly increased the ovarian

antral follicular population for seven weeks.
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