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Capitulo LXXVIII

Avances en los protocolos hormonales
de superovulacion para la produccion in vivo
de embriones bovinos

Juan Carlos Gutiérrez Anez

La transferencia de embriones (TE) es una técnica reproductiva que consiste en
la deposicién de un embrién recuperado del tracto genital de una hembra donante en
el de otra, receptora. El objetivo de la transferencia de embriones en bovinos, es obte-
ner a partir de progenitores de alto mérito genético el mayor niimero de descendien-
tes posible, utilizando el tero de receptoras de menor valor econémico para que estas
lleven la gestacién a término.

La produccién de embriones iz 9100 es denominada internacionalmente por sus
siglas en inglés como MOET (Multiple Ovulation and Embryo Transfer). Después de
un tratamiento hormonal se consigue la hiperestimulacién ovérica o superovulacion;
al final del tratamiento las vacas son inseminadas con semen tradicional o sexado de
un macho también de alto merito genético, produciendo de esta manera individuos
genéticamente superiores que colaboran en acelerar el progreso genético del rebafio.

Con esta biotecnologia, se consigue en las hembras donantes puedan producir
en un ciclo de 10 a 14 vulos que se fecundaran in vivo, obteniendo asi 6-8 embriones
por ciclo. Cada vaca desde el punto de vista fisiolégico y metodolégico puede ser supe-
rovulada tres a cuatro veces al aiio, bajando en la mayoria de los casos la calidad de la
respuesta después de tratamientos sucesivos. En lineas generales, con una tasa de pre-
fiez alrededor del 50% se pueden obtener en la vida 1itil de una vaca donadora de em-
briones mediante MOET entre 100 y 150 crias, permitiendo un maximo aprovecha-
miento de cada individuo genéticamente superior.

Una de las fases mas complejas de la transferencia de embriones es la superovu-
laci6n de la donadora, en la cual la respuesta suele ser muy variable debido a diversos
factores intrinsecos y extrinsecos del animal; asi como por lo compleja de su aplica-
cion comercial desde un punto de vista técnico-metodolégico. En este Capitulo se
describen algunos aspectos bédsicos sobre la superovulacion de donantes y en los avan-
ces que existen en los distintos protocolos hormonales que buscan incrementar y/o
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mantener la respuesta superovulatoria, al igual que, aquellos disefiados para facilitar
el manejo desde el punto de vista metodoldgico.

BASES FISIOLOGICAS PARA LA SUPEROVULACION

Desde el punto de vista fisiolégico, recordemos que la vaca es una especie mo-
no-ovular (una sola ovulacion), cuyos mecanismos regulatorios intrinsecos estan da-
dos por lo que conocemos como ondas de crecimiento folicular. En estas ondas parti-
cipan una compleja y solo parcialmente conocida cascada de actividades combinadas
del sistema nervioso central, cierto nimero de tejidos secretores, tejidos efectores u
6rganos blanco y diversas hormonas, ademas de factores de crecimiento a través de in-
teracciones endocrinas, paracrinas y autocrinas.

Tanto en vacas y novillas, el crecimiento folicular durante el ciclo estral se ca-
racteriza por la presencia de dos o tres (raramente cuatro) ondas de desarrollo folicu-
lar (Adams et al., 2008). Una onda de desarrollo folicular se puede definir como el de-
sarrollo arménico y simultdneo de varios foliculos antrales pequefios (en promedio 20
poronda dependiendo de laraza), a través de tres etapas denominadas: reclutamiento,
seleccion y dominancia folicular. El reclutamiento folicular se caracteriza por el desa-
rrollo de una cohorte de foliculos, de los cuales va a emerger un foliculo dominante
como resultado de la seleccidn folicular. El reclutamiento, en lineas generales, es un
proceso bajo la responsabilidad de la hormona FSH, en el cual un conjunto de folicu-
los antrales tempranos, de 2-3 mm de didmetro, comienzan a crecer. Un foliculo de-
terminado es seleccionado, se hace dominante e inhibe el crecimiento de otros folicu-
los oviricos, siendo éste un proceso mediante el cual un tinico foliculo evade la atresia
y adquiere competencia para alcanzar la ovulacién, en un proceso que ha sido defini-
do como desviacién (Ginther et al., 1996); los demis foliculos reclutados que no conti-
nuaron creciendo, sufren atresia o regresionan. Mientras exista la dominancia del fo-
liculo seleccionado, se inhibe el reclutamiento de una nueva serie de foliculos (Sun-
derland et al., 1994).

Durante las ondas foliculares no ovulatorias (1™ onda en vacas de dos, 172 y 2da
onda en vacas de tres ondas; 17, 2d2 y 312 en las de cuatro), el foliculo dominante con-
tinda creciendo hasta que pierde su dominancia y se hace atrésico, y otra cohorte de
foliculos crece e inicia una nueva onda folicular. Este mecanismo estd dado por el fe-
ed-back negativo que ejerce la progesterona producida por la onda ovulatoria del ciclo
anterior para la produccién de un pico de LH. Si la fase de dominancia coincide con la
lutedlisis (regresion del cuerpo lateo), este foliculo dominante seré el préximo folicu-
lo ovulatorio (Webb et al., 1992); suponiendo entonces que quien determina el niime-
ro de ondas foliculares en las vacas podria ser la vida del cuerpo lateo.

El mecanismo de la dominancia no ha sido totalmente establecido, pero se ha
determinado que el control hormonal del desarrollo folicular parece ser llevado a cabo
de una manera orquestada por hormonas secretadas por el hipotdlamo, la hip6fisis y
otros factores de crecimiento secretados por los foliculos ovéricos (Diaz, 1999); entre
estos factores tenemos las inhibinas, activina, IGF-1, IGF-II, proteinas transportado-
ras de IGF, TGF-a, EGF, TGF-B. Estradiol e inhibina, se complementan mutuamen-
te para regular la secrecién hipofisaria de FSH por via endocrina, aunque al mismo
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tiempo la inhibina parece tener un efecto pardcrino al incrementar la sintesis de an-
drégenos en las células tecales, inducida por LH (Wrathall & Knight, 1995).

El desarrollo del foliculo dominante hasta las dimensiones preovulatorias de-
pende estrictamente de las gonadotrofinas (FSH y LH). Los foliculos dominantes an-
trales adquieren los receptores para LH en la teca y para FSH en la granulosa. La FSH
estimula el desarrollo de los foliculos ovéricos y la LH estimula en las células de la
teca la sintesis de andrégenos (androstenediona) a partir del colesterol (Orisaka et al.,
2006). La androstenediona se convierte en testosterona, que se aromatiza en las células
de la granulosa del foliculo, bajo la influencia de la FSH a 178 estradiol (Roberts &
Skinner, 1990). Los estrégenos (178 estradiol) producen un feed-back negativo a nivel
hipofisiario para la secrecién de FSH y un feed-back positivo para la liberacién de LH.

El cambio clave, o la llave que determina la competencia ovulatoria de un folicu-
lo es la adquisicion de receptores para LH por las células de la granulosa. En los foli-
culos donde esto ocurre, la LH actfia induciendo la sintesis de grandes cantidades de
estrogenos en sinergia con la FSH. Este proceso es un refuerzo en el que los estrdge-
nos inducen la formacién de mas receptores de LH, la cual con la FSH producen una
nueva secrecion de estrogenos. Los foliculos bovinos que se vuelven dominantes o es-
trégeno-activos producen mucho maés estrégenos que los subordinados y tienen de
manera considerable mayor niimero de receptores tanto de LH como de FSH (Mihm
& Evans, 2008).

Producto del incremento en el niimero de receptores de LH, el foliculo domi-
nante puede ser capaz de seguir creciendo, aiin en un medio con bajas concentracio-
nes plasmaticas de FSH, mientras que los foliculos subordinados expiran con estos
bajos niveles (Webb ez al., 1992). Durante el progreso folicular, los foliculos en desa-
rrollo necesitan principalmente FSH durante la fase de reclutamiento hasta llegar a
un tamano de 8,5 mm de didmetro en la vaca Bos taurus (Gintheret al., 1996) y 6,2 mm
en la vaca Bos indicus (Gimenes et al., 2005). Después de ese tamano, el foliculo domi-
nante adquiere receptores de LH en las células de la granulosa, por lo que se dice que
su crecimiento hasta la ovulacién pasa a ser LH dependiente (Mihm & Evans, 2008).

Las terneras al nacimiento pueden tener entre 40.000 a 80.000 foliculos primor-
diales, reduciéndose aproximadamente a 3.000 hacia los 15 a 20 afios de edad
(Erickson, 1966). En condiciones normales, el 99% de los foliculos primordiales no
son ovulados durante la vida del animal (Hsueh ez al., 1994), por lo que el desarrollo de
un foliculo ovulatorio es un hecho biol6gico raro y la foliculogénesis es un proceso
complejo (Ireland, 1987).

En bovinos hay una jerarquia marcada en la gran poblacion de foliculos antrales,
presentando entre 20 a 30 foliculos de 3 a4 mm de didmetro que tienen la capacidad de
responder a las gonadotropinas, aunque no necesitan de ellas. En la actualidad, se des-
conocen los factores que determinan las fases iniciales de crecimiento folicular en el
ovario en un determinado momento. El destino de un foliculo puede ser permanecer en
latencia, empezar a desarrollarse para luego hacerse atrésico, o0 madurar y ovular.

En los ciclos estrales de dos ondas de desarrollo folicular, la primera onda se
puede detectar a las pocas horas de haber ocurrido la ovulacién (dia 0), dado a que se
suprime el efecto inhibitorio de los estrégenos y la inhibina sobre la secrecién de
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FSH. El destino de esa onda es la atresia como se describid anteriormente, pudiéndo-
se observar el dia 10 post ovulacion, una segunda onda folicular. Este tltimo foliculo
es el que ovulard, ya que la regresion del cuerpo ldteo ocurre entre los dias 16-17 del ci-
clo. En ciclos estruales con tres ondas foliculares, se pueden detectar los dias 0, 8-9 y
16 después de la ovulacién; siendo las dos primeras ondas anovulatorias debido a que
la fase luteal se mantiene hasta el dia 18-19 del ciclo (Adams et al., 2008).

La superovulaciéon (SO) en el ganado bovino consiste en hacer de esa especie
mono-ovular individuos que logren producir miiltiples 6vulos en un mismo ciclo.
Para ello son utilizadas gonadotropinas exégenas provenientes de diferentes extrac-
tos. Las hormonas mayormente utilizadas han sido la antes llamada gonadotropina
sérica de la yegua prefiada (PMSQG), en la actualidad denominada gonadotropina co-
riénica equina (eCG); y aquellas provenientes de extractos de hipdfisis porcina que
generalmente se conocen como FSH-p, las cuales contienen diferentes proporciones
o relacién FSH:LH de acuerdo al producto y/o lote comercial.

LaeCG es una glicoproteina producida por los cilices endometriales de la yegua
entre 40 a 130 dias de gestacion (Murphy & Martinuk, 1991). La relacién FSH/LH de
esta hormona varia durante la prefiez (Papkoff, 1981). La eCG debido a su elevado
peso molecular no atraviesa el filtro renal y por lo tanto, tiene larga vida media en la
sangre de alrededor de tres dias. Esto permite inducir SO en la hembra bovina me-
diante la administracién de una dosis tinica entre los dias 8 y 12 del ciclo estral (Sau-
mande et al., 1984). Sin embargo, su permanencia prolongada en sangre provoca un
crecimiento folicular disperso, con niveles altos de estrégenos que afectan tanto la
tasa de fertilizacién como la calidad embrionaria, ademads de generar procesos inmu-
nitarios que hacen necesario, en tratamientos posteriores, emplear una mayor dosis
de hormona para lograr el mismo efecto (Ramakrishna & Ramachandraiah, 1989).

La FSH-p es la gonadotropina mis empleada en el pasado y en el presente de la
SO de hembras bovinas. Se caracteriza por tener una vida media corta (alrededor de 5
horas), por lo que el tratamiento de SO con esta hormona se basa en la administracién
de dos dosis diarias a intervalos de 12 horas durante 4 dias (Loooney et al., 1981), de
forma decreciente. Generalmente se administra el 40% de la dosis el primer dia de la
SO, luego el 30%, 20% y 10%, el segundo, tercer y cuarto dia, respectivamente. La do-
sis varia de acuerdo con la especie, pero en general se utilizan concentraciones meno-
res en ganado Bos indicus (100-133 mg; Baruselli et al., 2006) y mayores en ganado Bos
taurus (200-320 mg; Bo et al., 2009). En menor medida, se han utilizado extractos de
pituitaria equina (EPE) u ovina (FSH-0) (Alberio et al., 1991) y una gonadotropina
aislada de la orina de mujeres menopdusicas (hMG) (Lauria et al., 1982).

AVANCES EN LOS PROTOCOLOS HORMONALES DE SUPEROVU-
LACION

Programas de superovulacién mediante manipulaciéon de la onda folicular

Tradicionalmente existen unas premisas fisiolégicas que determinan el mo-
mento del inicio de los tratamientos SO. Se requiere de un niimero importante de foli-
culos capaces de responder al estimulo de las gonadotrépinas exégenas (en fase no
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airésica); asi como el control de la ovulacién de los mismos una vez hayan alcanzado
ia talla ovulatoria. Para ello, es necesario que estén dadas dos condiciones: iniciar el
estimulo gonadotrépico en conjunto con el inicio de una onda folicular y que exista
un ambiente alto de progesterona (P4), que inhiba la produccién de un pico de LH lo
que permitird controlar la respuesta superovulatoria.

En ese sentido, si se inicia el tratamiento superovulatorio en la 17 onda de desa-
rrollo folicular (uno a dos dias después del celo), se lograria el estimulo y el recluta-
miento de varios foliculos, pero los niveles de P4 podrian ser bajos e insuficientes para
bloquear la produccién de un pico de LH. Ese hecho no permitiria controlar las ovu-
laciones de aquellos foliculos que alcancen la talla ovulatoria, produciendo dispersién
entre las ovulaciones y limitando la determinacién de un momento preciso para efec-
tuar la Inseminacién Artificial (IA).

La variabilidad en la respuesta de las donadoras al tratamiento SO con gonado-
tropinas continiia siendo uno de los mayores problemas de los programas comerciales
de TE en el ganado bovino (Mapletoft et al., 2002; Baruselli et al., 2006). Esta varia-
cién individual a los tratamientos de SO ha sido descrita tanto en vacas Nelore (Bos
indicus; Baruselli et al., 2003), como en vacas Holandesas de alta produccién (Bos tau-
rus; Martins, 2005; revisado por Baruselli et al., 2009).

El protocolo tradicional de SO o tratamiento gonadotrépico, por lo general, se
inicia hacia la mitad del ciclo estral, 8-12 dias después de la ovulacion. Esto se debe a
que en la mayoria de las vacas, bien sea de dos o de tres ondas foliculares, la segunda
onda folicular puede comenzar entre los dia 8 y 12 del ciclo (Adams ez al., 2008), inde-
pendientemente del nimero de ondas; en ese momento la P4 se encuentra alta lo que
favorece el control de las ovulaciones. En ese sentido, este tratamiento convencional
presenta como inconvenientes, que se requiere tener personal entrenado y dedicado a
la deteccién de los celos las 24 horas del dia, asi como una respuesta 100% efectiva a la
pre-sincronizacion de todas las donantes para tener el llamado “celo base”; ademads,
desde el punto de vista prictico, que es imposible tener a todas las donantes a ser supe-
restimuladas al inicio de una onda folicular, el dia que elegimos comenzar con la apli-
cacion de las gonadotropinas (B6 et al., 2009).

La ausencia de un foliculo dominante y la realizaciéon de la SO al inicio de la
onda de crecimiento folicular aumenta la eficiencia de los programas MOET (Maple-
toft et al., 2002). Diversos estudios han demostrado que la respuesta superovulatoria
suele ser mayor cuando los tratamientos se inician en el momento exacto de la emer-
gencia de la onda folicular, en vez de 1 6 2 dias mds tarde (Nasser et al., 1993), aunque
esa precision haria necesaria realizar evaluaciones ultrosonogrificas periddicas, lo
que seria una limitacién para la aplicacién comercial de la TE.

Las alternativas para controlar la emergencia de la onda de crecimiento folicu-
lar, en momentos aleatorios del ciclo estral sin la necesidad de la deteccién del celo
para establecer el “estro base”, pueden facilitar el manejo de las donadoras tanto Bos
taurus como Bos indicus y aumentar la eficiencia de los programas de TE (Baruselli et
al, 2006).

Como se discutié al inicio de este capitulo, existen dos eventos fisiolégicos que
determinan el inicio de una nueva onda folicular, ellos son la ovulacién o la atresia de
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un foliculo dominante. Para manipular la onda folicular y predecir con mayor preci-
si6n el inicio de un tratamiento SO a fin de encontrar una mejor respuesta, se han di-
sefiado diferentes tratamientos que permiten producir esos eventos fisiolégicos y de
esa manera iniciar programas de TE en cualquier etapa del ciclo estrual. Uno de esos
tratamientos ha sido la utilizacién de progestigenos y esteres de estradiol de vida me-
dia corta como el 178 estradiol (E-178) y el Benzoato de Estradiol (BE), que inducen la
atresia de todos los foliculos y el comienzo de una nueva onda folicular 3-4 dias des-
pués (B6 et al, 1994; Baruselli et al., 2009); permitiendo el desarrollo de protocolos
hormonales para la SO de donantes bovinos sin la deteccién de un celo base (Baruselli
et al., 2006). Sin embargo, la utillizacién de ésteres de estradiol para la manipulacién
de las ondas foliculares ha sido restringida recientemente en paises como USA, Nueva
Zelandia y la Unién Europea (B6 et al., 2009); lo cual ha creado la necesidad de desa-
rrollar tratamientos que sincronicen el comienzo de una nueva onda folicular sin uti-
lizar estas hormonas.

Una alternativa diferente al uso de estradiol consiste en eliminar por puncion
guiada por ultrasonografia todos los foliculos =5 mm y de esta manera inducir una
nueva onda folicular, aproximadamente 1,5 dias después (Bergfelt ez al., 1994). La su-
perovulacion podria ser iniciada entonces uno o dos dias después de la ablacién del fo-
liculo dominante o de todos los foliculos presentes en el ovario (Baracaldo et al., 2000).
Algunas de las limitaciones que tiene este método es que se requiere de un equipo de
ultrasonografia y de personal capacitado para realizar dicho trabajo.

Otra alternativa para manipular la onda folicular e iniciar un tratamiento super-
ovulatorio ha sido la utilizacién de factores liberatorios de gonadotropinas (GnRH) y
Hormona Luteinizante porcina (pLH), las cuales pueden inducir la ovulacién del fo-
liculo dominante (Macmillan & Thatcher, 1991) y generar el inicio de una nueva
onda folicular 1,5 a 2 dias después (Pursley et al., 1995). Este método tiene como limi-
tante que el comienzo de la onda es sincronizado solamente cuando el tratamiento re-
sulta en la ovulacién del foliculo dominante (Martinez et al., 1999). En diferentes es-
tudios con el uso de estas hormonas se han reportado tasas de ovulacién del foliculo
dominante muy variables, las cuales oscilan entre 55% y 85%. Pursley et al. (1995) re-
portaron una tasa de ovulacion del 85% después de la administracién de GnRH, aun-
que otros trabajos més recientes (Colazo et al., 2007) han reportado un promedio de
ovulacion de 62,4% después de la administracién de LH porcina y 44,3% cuando las
vacas fueron tratadas con GnRH (P< 0,01).

En el Cuadro 1, se resume la respuesta superovulatoria en vacas Bos indicus y
Bos taurus después de la manipulacién de la onda folicular, que incluye la utilizacién
de progestigenos combinados con esteres de estradiol, ablacién folicular mediante
puncién guiada por ultrasonido y la aplicacién de GnRH y pLH utilizando diferentes
hormonas superovulatorias.

Estos trabajos demuestran que después de la manipulacién de la onda folicular
es posible obtener tanto en animales Bos taurus como Bos indicus una buena respuesta
ala SO con los diferentes extractos hormonales (FSH-p y eCG). La adopcién de cual-
quiera de los métodos de manipulacién de la onda dependeri de las particularidades
de cada pais y de la disponibilidad de cualquiera de los métodos sugeridos, asi como
de su viabilidad técnica y econémica. Los protocolos de SO con la hormona eCG mos-
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Cuadro 1

Respuesta superovulatoria en ganado bovino Bos indicus y Bos taurus
con diversos extractos hormonales (FSH-p y eCG) después de la manipulacién

de 1a onda folicular mediante diferentes métodos

Método de Inicio de la SO, Total de Embriones Tipo de Fuente
manipulacién de la hormonay embriones/ Transferibles animales
onda dosis estructuras
D0: E2+P4: ; 13,6 = 1,0¢ 9,8 + 0,9
(DIB+3mgBE) Dia 5-8 Bos indicus
133mg FSH-p : Vacas Nelore M
D0: E24P4: (Folltropin-V) 12,7 + 1,1¢ 8,7 + 0,9 $
(CIDR+3mgBE) _
Dia 4-8 8,67+1,29 7,42+ 1,110
133mg FSH-p
DO: E2+P4 (Foll[ropin-V) Bos tndicus (2)
(CIDR+2mgBE) Dia 4 7,67 0,98 6,67+ 1,08 Vacas Nelore
2000 UI eCG
(Novormon)
Dia4-8 9,58+1,21 7,92+1,05¢
200mg FSH-p
DO: E2+P4 (Folltropin-V) Bﬂ\‘, faurus 3
(CIDR+2mgBE) Dia 4 10415082 8085074  gonn
2500 UI eCG
(Novormon)
DO: AFTU 11,0 + 1.4° 8,2 + 1.2
Fol Dom Dia 14
200 mg FSH-p
D0: AFTU (Folloropin) ~ 12:2 % 1.3 84 = 1.3
Fol> 5mm Bos taurus “
D0: E2+P4: Dia 4-7 8,5 + 1.3 6.5 + 0.9
(CIDR+5mgl78E) 200 mg FSH-p
o (Folltropin) o
D0: E2+P4 Dia 4-7 9,8+0,6* 4,7+0,4"
(CIDR+4mgl78E) 200 mg FSH
(Folltropin) Bos taurus )
DO0: P4+D3:GnRH Dia5-8 9,7+0,7* 4,5+0,4° Vacas Lecheras
(CIDR+100 ugGnRH) 200 mg FSH
(Folltropin)

(1) Baruselli ez al., 2006; (2) Martins et al., 2007; (3)! Martins et al., 2008, revisado en Baruselli ez al., 2009;
(4) Baracaldo et al., 2000; (5) Wock et al., 2008. AFTU: Ablacién folicular transvaginal guiada por ultraso-
nido. Fol Dom: Foliculo dominante; Fol > Smm: Foliculo mayores de 5 milimetros. (*%) superindices di-
ferentes dentro de columnas en el mismo cxpcrimento difieren significativamente (P <0,05).

traron una respuesta satisfactoria; sin embargo, en un estudio presentado por Baruse-
lli et al., (2009) indican que al cuarto tratamiento consecutivo de SO con eCG los ani-
males produjeron menor cantidad de embriones transferibles cuando se comparé con
el método de FSH-p. En ese mismo experimento, las donadoras del grupo eCG fueron
SO por una quinta vez con FSH-p, encontrdndose una recuperacién en la respuesta
SO, al producir similar cantidad de embriones comparado con el grupo control
(FSH-p).
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Aplicacion de una dosis inica de FSH para la superovulaciéon

Existen dos tipos de hormonas utilizadas tradicionalmente en la superovula-
cién de donantes bovinos. Una de ellas, consiste en la aplicacién intramuscular de
una dosis alta (2000-3000 UI) de gonadotropina coriénica equina (eCG); el otro méto-
do consta de dos aplicaciones diarias cada 12 horas durante cuatro dias de extractos
hipofisiarios que contienen FSH (Mapletoft et al., 1991), en este caso son mds utiliza-
dos los extractos hipofisiarios de origen porcino.

La eCG, por ser una glicoproteina de vida media larga (méas de 40 h), representa
una ventaja desde el punto de vista practico, ya que una sola aplicacioén seria suficiente
para provocar una apropiada estimulacién ovarica (Murphy & Martinuk, 1991). Sin
embargo, los tratamientos SO que utilizan eCG se han caracterizado por presentar re-
sultados m4s variables y generalmente mds pobres cuando se comparan con los trata-
mientos que utilizan hormonas de origen hipofisiario. Asi mismo, la prolongada esti-
mulacién con eCG provoca un incremento en la cantidad de foliculos anovulatorios
en el momento de la colecta de embriones (Gonzilez et al., 1994); esto seria debido a
que esta glicoproteina es capaz de inducir una respuesta inmunolégica en los anima-
les después de tratamientos sucesivos, generando anticuerpos que podrian compro-
meter una posterior respuesta superovulatoria. Por el contrario, la vida media de la
FSH en la vaca es corta (5 horas) (Demoustier et al., 1988), lo que conlleva a la necesi-
dad de aplicaciones frecuentes para inducir una adecuada respuesta superovulatoria.

Los esquemas de aplicacion de dos veces/dia durante un minimo de 4 dias (ocho
aplicaciones) de la FSH de origen hipofisiario, ameritan un mayor manejo de los ani-
males y una mayor atenciéon. Ademds, el manejo de estas hormonas debe ser estricto
en cuanto a la dosis, aplicacién y cuidado, dado a que errores en ello pueden conllevar
al fracaso de la respuesta superovulatoria, requiriendo personal debidamente entrena-
do para cumplir tal tarea. Estos aspectos limitan en muchos casos su uso cuando no es-
tan dadas las condiciones en los establecimientos para implementar estos programas
de TE. Por otra parte, la generacion de estrés por el manejo de los animales puede dis-
minuir la respuesta superovulatoria al interferir con el pico de LH (Ribadu et al.,
2000). Recientemente el equipo de B et al. (2009) han propuesto el desarrollo de un
tratamiento SO con una sola aplicacién de FSH, el cual ademds no s6lo ahorra tiempo
y mano de obra, sino también podria disminuir el estrés en las donantes de embrio-
nes; ademds de aumentar la precision de los tratamientos en las explotaciones que ca-
recen de personal capacitado (B6 et al., 2009).

Para inducir una respuesta superovulatoria con una tnica inyeccién de FSH,
seria conveniente combinarla con agentes de liberacién lenta y sostenible de la hor-
mona durante varios dias. Algunos de los agentes utilizados han sido el gel de hidréxi-
do de aluminio (Kimura et al., 2007) o polietilenglicol (PEG) (Choi et al., 2002); am-
bos han demostrado ser efectivos para inducir una respuesta superovulatoria similar
al tratamiento de 8 aplicaciones de FSH durante 4 dias (B6 et al., 2009).

En los tltimos afios se han realizado una serie de experimentos para evaluar la
respuesta superovulatoria en donantes de embriones tratadas con una inyeccién tni-
ca de Folltropin-V asociado con una formulacién de liberacion lenta (SRF, Bioniche
Animal Health). Estos experimentos (Bé et al., 2009) fueron efectuados en donantes
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de varias razas de carne (Angus, Brangus, Bonsmara y Braford) para probar la efectivi-
dad del protocolo. En el dia 0, todas las vacas recibieron 5 mg de estradiol 173, 50 mg
de progesterona y un dispositivo Cue-Mate. El dia 4, las vacas fueron superestimula-
das con dos tratamientos: las vacas del Grupo Control (n=61) recibieron Folltro-
pin-V en dosis decrecientes por via im cada 12 h durante 4 dias, mientras que las vacas
del Grupo Dosis Simple (n=64) recibieron una dosis tnica de Folltropin-V diluida
en 10 ml de SRF que fue aplicada por via im en la tabla del cuello. En la mafiana y la
tarde del dia 6, todas las vacas recibieron PGF, vy se retird el Cue-Mate en la tarde del
dia 6. En la mafiana del dia 8 las vacas recibieron 12,5 mg de pLH y fueron insemina-
das 12 y 24 h més tarde (dia 9). Las vacas que mostraron celo en la tarde del dia 7, fue-
ron inseminadas en el momento de inyectar la pLH y 12 h mds tarde.

Los embriones se colectaron en el dia 15 y fueron clasificados siguiendo las nor-
mas de la IETS (Internacional Embryo Transfer Society). En el dia de la colecta, las
donantes recibieron PGF,a, para ser nuevamente tratadas entre 13 y 20 dias después
(30 a 40 dias de intervalo entre colectas). EL. nimero de ovocitos/embriones totales
fue similar en ambos grupos (Control: 12,2+0,6 vs Dosis simple: 12,0+0,8; P>0,05).
Asi mismo, no se encontraron diferencias en la cantidad de embriones grado 1 y gra-
do 2 en ambos tratamientos (Control: 5,7+0,3 vs Dosis simple: 5,8 +0,4; P>0,05). Es-
tos resultados, representan una alternativa de gran importancia a la hora de disefar
protocolo de SO simples.

Aplicacion de la eCG al final de los tratamientos de superovulacion

Al inicio de este capitulo se mencioné la necesidad que tienen los foliculos al fi-
nal de su crecimiento, en especial de LH. Esto ha llevado a especular, que si los trata-
mientos SO incluyen una mayor cantidad de LH al final del tratamiento, la respuesta
superovulatoria de alguna manera podria beneficiarse.

LaeCG seligaalos receptores de FSH y LH de los foliculos y a los receptores de
LH del cuerpo liteo (Stewart & Allen, 1981). En ese sentido se asume que la eCG tie-
ne su acciéon FSH, pero también caricter luteotropico (LH). En los equinos, la ¢eCG
causa la ovulacién o la luteinizacién de los foliculos durante la prefiez, con el consi-
guiente aumento de la progesterona circulante (Murphy & Martinuk, 1991).

Estudios recientes con el objeto de evaluar el efecto que tiene la adicién de eCG
en los tltimos dias de superovulacion, en un régimen de FSH han sido realizados por
Reano et al. (2009), para lo cual disefiaron el siguiente experimento: 38 vacas y 25 no-
villas Brangus fueron divididas al azar para conformar tres grupos; el dia 0 todas las
donantes recibieron un dispositivo de liberacion lenta de progesterona, junto a 50 mg
de progesterona inyectable y 2,5 mg de benzoato de estradiol im. En la tarde del dia 4
se iniciaron los tratamientos SO. Las donantes del Grupo Control recibieron 8 aplica-
ciones de Folltropin-V en forma decreciente cada 12 h y por 4 dias, con una dosis total
de 200 2 320 mg de acuerdo a la categoria (vaca o novilla). En la mafiana y tarde del dia
6 se aplicé PGF,a y se retiraron los dispositivos en la tarde del dia 7. En la manana del
dia 8 se aplic6 GnRH y las donantes fueron IATF 12 y 24 h después. Las donantes del
Grupo FSH+eCG del dia 6 recibieron solo las primeras 4 aplicaciones de Folltro-
pin-V en forma decreciente, recibiendo en la mafiana del dia 6 una tinica inyeccién im
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de 400 UI de eCG (Novormén, Syntex SA, Argentina). Estas vacas no recibieron ni
FSH ni eCGeneldia7.

Finalmente, las donantes del Grupo FSH+eCG dia 7, recibieron las primeras 6
aplicaciones de Folltropin-V y dos inyecciones (cada 12 h) de 200 UI de eCG en la ma-
fiana y tarde del dia 7. L.a administracién de PGF,a, remocion del dispositivo, GnRH
e IATF en estos dos grupos fueron realizadas como en el Grupo Control. El dia 15 se
colectaron los embriones y fueron evaluados segiin las normas de la IETS. Los resul-
tados en el Cuadro 2, demuestran que los tratamientos SO con Folltropin-V combina-
dos con eCG aumentaron la respuesta superovulatoria y la calidad de los embriones.
Los autores concluyeron que posiblemente esos resultados pudieron ser debidos a la
mayor necesidad de LH que requieren los foliculos al final del tratamiento.

Cuadro 2
Respuesta superovulatoria (medias + EE) en donantes Brangus tratadas
con Folltropin-V (Control) o con Folltropin-V mas eCG (FSH+400 Ul eCG
dia 6 y FSH+200 UI eCG ¢/12 horas dia 7) (Reano et al., 2009)

Grupos N Cuerpos Ovocitos/ Ovocitos Embriones Embriones
- Liteos Embriones  Fertilizados Grl Grl,2y3
Control 18 14,2+1,14 10,9+1,2¢ 7,4+1,12 4,9+1,00 6,4+1,1*
FSH+¢CG Dia 6 21 14,1 1,5 12,2+1,8° 9,6+ 1,4 6,4x1,17b 8,0£1,2%
FSH+eCG Dia 7 21 18,8+1,3v 15,8+ 1,6¢ 11,6+1,3° 8,8=+1,1b 10,7+1,2>
Valor P 0,021 0,1009 0,0805 0,0364 0,0426
CONCLUSIONES

El desarrollo de un régimen hormonal que permita en primera instancia evadir
los controles fisiologicos de la regulacién folicular, y en segunda instancia que garan-
tice el aporte de las hormonas necesarias, en las dosis requeridas y en los momentos
mas oportunos permitira el desarrollo folicular y la ovulacién de miltiples foliculos,
cuyos 6vulos podrdn tener la mayor competencia y probabilidad de ser fecundados.

Los programas de superovulacién que incorporan protocolos hormonales para
manipular la dindmica folicular y la ovulacién parecen ser los mas efectivos y se carac-
terizan por presentar los resultados mds homogéneos. Adicionalmente tienen la ven-
taja que permiten la programacién de tratamientos sin la necesidad de la detecciéon
del celo, lo que facilita el manejo.

El estradiol que ha probado ser el m4s titil para cumplir con estos objetivos esti
siendo prohibido en muchos paises alrededor del mundo. Otros métodos de manipu-
lacién del desarrollo folicular que incluyen el uso de GnRH y ablacién folicular me-
diante puncién ovdrica guiada por ultrasonido pueden representar alternativas dife-
rentes al estradiol. Sin embargo, ambos métodos requieren superar varios aspectos; ¢l
primero en inducir efectivamente la manipulacion de la onda folicular y el segundo,
aumentar su viabilidad en los programas comerciales a nivel de campo.



794 / Juan Carlos Gutiérrez Afiez

La aplicacién de FSH en una sola dosis para lograr la estimulacién ovarica re-
presenta una alternativa muy interesante para la simplificacion de los tratamientos
SO. El uso de eCG en combinacién con la FSH al parecer mejora significativamente la
respuesta superovulatoria y la calidad de los embriones obtenidos. Sin embargo, es
necesario mayor cantidad de estudios con el fin de determinar si esa respuesta puede
ser mantenida en superovulaciones sucesivas.

Finalmente, la implementacién de un programa de TE requiere del total cono-
cimiento de la fisiologia, la determinacién del mejor momento para iniciar la supero-
vulacién, los productos hormonales utilizados, su principio activo, mecanismo de ac-
cion, dosis; asi como todos aquellos aspectos técnicos, metodoldgicos y de manejo que
permitan obtener la mayor respuesta y hacer de la transferencia de embriones una tec-
nologia comercialmente viable.
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