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RESUMEN

La superovulacion es una herramienta del mejoramiento genético animal que
permite un mejor aprovechamiento de animales de alto valor genético como
también disminuir el intervalo generacional. Con el objetivo de determinar el
efecto del tipo de hormona y la dosis sobre la respuesta a la superovulacién con
Hormona Foliculo Estimulante (FSH) y Suero de Yegua Prefiada (PMSG) en
hembras Brahman, se realizé un estudio en la Estacion Experimental “Carlos M.
Ortega” del Instituto de Investigacion Agropecuaria de Panama., donde se
emplearon solamente vacas multiparas de la raza Brahman con un peso
promedio de 425 kilogramos y edades entre los 36 y 60 meses. Los
tratamientos fueron dos tipos de hormonas estimulantes del crecimiento y
desarrollo folicular, PMSG y FSH, las cuales se emplearon segun dosificacion
alta [PMSG 2500 Ul + HCG =T; y FSH 31.25 mg (10 cc) = T,], dosis media
[PMSG 2000 Ul + HCG = T3y FSH 25 mg (7.5 cc) = T4] y dosis baja [PMSG
1500 Ul + HCG = Ts)] y [FSH 18.8 mg (6.5 cc) = T6]. Se evaluaron nimero de
foliculos, numeros de cuerpos luteos, produccién de embriones y calidad
embrionaria. Los datos fueron dispuestos en un disefio completamente al azar
con el nivel hormonal dentro del tipo de hormona. El tipo de hormona resulto
significativo sobre el numero de foliculos no ovulados (P=0.0122), numero de
cuerpos luteos (P=0.0206) y embriones producidos (P=0.0044). Se reporto
efecto significativo para la dosis de hormona sobre el nimero de foliculos no
ovulados (P=0.0100) y embriones producidos (P=0.0067). Sin embargo, para el
numero de cuerpos luteos no se reportd diferencia entre las dosis de hormona
(P=0.2778). Comparado con FSH (1.20), PMSG presenté el mayor nimero de
foliculos no ovulados (9.71), los que en su mayoria no fueron ovulados; de esta
forma con FSH se obtuvo el mayor nimero de cuerpos luteos (6.8) y la mayor
cantidad de embriones con dosis media y alta de FSH (3.5 y 4.0,
respectivamente). En conclusion, La hormona Foliculo Estimulante (FSH) ofrecié
mejor respuesta al tratamiento superovulatorio que el Suero de Yegua Prefiada
(PMSG). El tipo de hormona afectd el numero de cuerpos luteos y el nimero de
embriones recuperados.

PALABRAS CLAVES: Hormona, superovulacion, FSH, PMSG, foliculos, cuerpo
lateo, embrion.



EFFECT OF HORMONE TYPE AND DOSE ON RESPONSE TO
SUPEROVULATION IN FEMALES BRAHMAN

ABSTRACT

Superovulation is a tool of animal breeding that makes better use of animals of
high genetic value and also decrease the generation interval. In order to
determine the effect of type and dosage of hormone on the response to
superovulation with follicle stimulating hormone (FSH) and pregnant mare serum
(PMSG) in Brahman females, a study was conducted at the Experimental Station
"Carlos M . Ortega “ of the Agricultural Research Institute of Panama. It was
used only multiparous cows of the Brahman breed with an average weight of 425
kg and ages between 36 and 60 months. The treatments were two types of
growth-promoting hormones and follicular development, PMSG and FSH, which
were used as high-dose [PMSG + HCG 2500 IU FSH = T1 and 31.25 mg (10 cc)
= T2], average dose [PMSG 2000 IU HCG + FSH = T3 and 25 mg (7.5 cc) = T4]
and low dose [1500 IU PMSG + HCG = T5)] and [FSH 18.8 mg (6.5 cc) = T6].
We evaluated the number of follicles, numbers of corpus luteum, embryo
production and embryo quality. The data were arranged in a completely
randomized design with hormonal level within the type of hormone. The type of
hormone was significant on the number of ovulated follicles (P = 0.0122), number
of corpus luteum (P = 0.0206) and embryos produced (P = 0.0044). Significant
effect was reported for the dose of hormone on the number of ovulated follicles
(P = 0.0100) and embryos produce (P = 0.0067). However, there was no
differences between doses of hormone on the number of corpus luteum (P =
0.2778). Compared with FSH (1.20), PMSG had the highest number of follicles
ovulated (9.71), which mostly were not ovulated, thus FSH obtained the largest
number of corpus luteum (6.8) and embryos with medium and high dose of FSH
(3.5 and 4.0, respectively). In conclusion, follicle stimulating hormone (FSH) gave
better response to superovulatory treatment than pregnant mare serum (PMSG).
The type of hormone affected the number of corpus luteum and the number of
embryos recovered.

Keywords: Hormone, superovulation, FSH, PMSG, follicles, corpus luteum,
embryos.
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1. INTRODUCCION

En Panama se ha incrementado el uso de la técnica de superovulacion y
trasplantes de embriones, utilizando protocolos hormonales para promover la
superovulacion pero a un alto costo y con respuesta altamente variable segun

la categoria y la raza del animal.

Segun Mc Donald (1981) se han estudiado diversos métodos encaminados a
producir superovulacién en animales domeésticos, centrados generalmente en
el empleo de hormonas foliculo estimulantes y la fuente mas practica ha sido
el uso de gonadotropinas como FSH (Hormona Foliculo Estimulante) y PMSG

(Gonadotropina Coridnica Equina).

Por lo tanto, es necesario encontrar y disefiar protocolos hormonales de super
ovulacion gue sean econdmicos y bioldégicamente viables, de forma tal que
permita causar mayor impacto en los sistemas ganaderos bovinos a través de
esta técnica biotecnoldgica como herramienta para el mejoramiento genético.

Los tratamientos para superovulacion se utilizan en forma amplia en los
programas de transferencia de embriones para incrementar la cantidad de
estos animales considerados con un merito genético superior (Hafez, 1989).

Los actuales conocimientos sobre la dinamica de las poblaciones foliculares

en el ovario bovino ha obligado a un replanteamiento de las bases en los



meétodos tradicionales de control de celos, mientras que simultdneamente abre
las puertas a nuevos protocolos de induccion y sincronizacion no solamente

de celos sino también de ovulacion (Fernandez, 2003).

Este trabajo esta enfocado a buscar nuevos métodos y protocolos de
superovulaciéon que sean econOmicamente viables y presenten buenos
resultados en cuanto a calidad, nimero y produccion de embriones para

optimizar el mejoramiento genético en nuestro pais.

1.1. Planteamiento del Problema a Investigar

El sector pecuario constituye un campo primario de produccién cuya
tecnificacion depende en gran medida el desarrollo de muchos paises.
Gracias al desarrollo cientifico en la ultima década, este sector ha logrado
avances significativos en el campo de la biotecnologia, que estan generando
cambios revolucionarios en los modos de produccién y facilitando la
satisfaccion de necesidades de los productos demandados por una poblacion

creciente en una frontera agricola cada dia mas estrecha.

El ineficiente aprovechamiento de los recursos genéticos provenientes de las
hembras bovinas de alto potencial productivo es reconocido como una

limitante importante en la propagacion de sus genes.

Lo que se busca en este proyecto mediante la superovulacion es tener la

mayor cantidad de embriones transferibles por vaca, tomando en cuenta que



la FSH tiene un alto valor comercial, asi como también buscar otras
alternativas de hormonas como PMSG con Anti-PMSG o con HCG
(Gonadotropina Corionica Humana) para abaratar costos y conseguir la mayor

cantidad de embriones transferibles (arriba de 5 embriones).

1.2. Antecedentes

La principal meta de todo programa de superovulacion es la obtencion de la
mayor cantidad de embriones transferibles por donante a un bajo costo. En
este sentido De Armas (1992) y Bernal (2007), sefialan que una de las
estrategias mas viables y econdmicas es la utilizaciéon de suero de yegua
prefiada (PMSG), a razén de 1000 — 1500 Unidades Internacionales (Ul) en
novillas y 1500 - 2500 Ul en vacas, ya que es de facil aplicacién y con buena

respuesta superovulatoria.

Sin embargo Duch (1986), sefiala que existe un efecto negativo a la
utilizacién de altas dosis de PMSG debido a su alta persistencia en sangre por
lo cual indica que debe ser acompafada por un anti PMSG. Esta alta
persistencia en sangre afecta negativamente la calidad embrionaria, debido a
gue continla actuando sobre el ovario y provoca un nuevo reclutamiento
folicular. Estos nuevos foliculos en desarrollo producen una alta cantidad de

estrogeno la cual afecta la calidad embrionaria.

Segun Mc Donald (1981), el uso repetido de PMSG produce una reaccion

secundaria, indeseable en el animal con base inmunoldgica, ya que PMSG es



una proteina extrafia que provoca reaccion antigeno-anticuerpo. Durante los
ciclos estrales subsiguientes la respuesta ovarica a las inyecciones de PMSG
es cada vez menor a medida que aumentan las concentraciones de
anticuerpos. Por ultimo, la respuesta es tan limitada que obliga a suspender el
proceso. Ademas, con frecuencia se observan reacciones anafilactoides

graves con sintomas generales.

Petr et al. (1990) mencionan que por tener una vida media larga, la PMSG
puede provocar el desarrollo de foliculos adicionales que no alcanzan a
ovular; y por estar en una etapa de desarrollo avanzada, secretan niveles
altos de estrégenos que pueden afectar a los embriones en sus primeras
etapas de desarrollo, obteniendo asi un nimero minimo de embriones para

ser transferidos.

Por otro lado resultados obtenidos en laboratorio han demostrado que con la
inclusion del antisuero PMSG (anti-PMSG) aplicado intramuscular (IM) en
coincidencia con la segunda inyeccidbn en dosis equivalentes a la
neutralizacion de la mitad de la cantidad de PMSG suministrada para la
estimulacion ovarica, se logran mejorar los resultados superovulatorios. Asi es
posible incrementar en un embrion transferible el resultado promedio para el

tratamiento con PMSG (De Armas et al., 1996).

Otra metodologia empleada para la superovulacion es la utilizacion de

Hormona Foliculo Estimulante (FSH), la cual segun diversos autores produce



una alta cantidad embriones y de buena calidad, sin embargo, por su corta
duracion en sangre, es necesario aplicarlas en intervalos de 12 horas para

mantener concentraciones adecuadas esta hormona en sangre.

Debido a su rapida degradacion en el organismo resulta necesario su
suministro en intervalos (12 horas) que garanticen los niveles de estimulacion
ovarica necesarios por un periodo de tiempo determinado (4 a 5 dias). Para
facilitar su aplicacion recomendamos realizar una dilucion de 1mg: 1ml (FSH:
SSF) y tomar en jeringuillas desechables los volumenes correspondientes a
cada dosis a suministrar (8 6 10 dosis en dependencia del esquema
empleado) y conservarlas en refrigeracion, sacando solamente en el momento

del tratamiento la dosis a aplicar.

De Armas (1996) indica altos niveles de progesterona son necesarios en el
inicio de la superovulacion (presencia de un CL activo). Con la aplicaciéon de
FSH purificada no se incrementan los niveles de progesterona como cuando
se emplea PMSG, HCG u otros preparados hipofisiarios menos puros. Por
otro lado Bernal (2007), indica que uno de los inconvenientes de la utilizacién
de FSH, radica en la constante manipulacién de los animales, lo cual para
algunas razas principalmente las cebuinas, resulta estresantes y la respuesta
variable a la superovulacion. De igual forma sugiere que por el alto costo de
esta hormona se debe buscar alternativas que resulten econdmica y

biologicamente viables.



Estudios realizados por Lindsell et al. (1986) y Savio et al. (1988),
demuestran que la respuesta a FSH es significativa cuando se tiene una
contaminacion minima de ella. Sin embargo, en un estudio realizado por
Schmidt et al. (1988), mencionan que al tener una contaminacién minima de
LH puede afectar las primeras etapas de los 6vulos fertilizados dando como

resultado que disminuya el nimero de embriones transferibles.

Segun De Armas et al. (1996) la limitante de este método en nuestra area
tropical es que la mayoria de las hembras donantes no son animales grasos y
los resultados son algo variables. En sentido general la hormona FSH brinda
resultados estables (4-8 embriones transferibles) y consistentes a pesar de su
costo al ser comparada con la PMSG. Ademas es mas eficientes en la
superovulacién de animales con sangre cebl en su pedigri. No obstante la
eleccion de una u otra hormona para la superovulacion depende de la
disponibilidad, precios, personal, condiciones de tenencia de las donantes,
interés particular y otras consideraciones que estan en manos del profesional

gue debe tomar la decision.

Diferentes grupos han empleado tratamientos en animales aplicando dosis
decrecientes de hormonas mientras otros recomiendan dosis iguales, en
nuestra experiencia no hay diferencias entre los resultados de uno u otro
proceder, por lo que para simplificar el trabajo recomendamos el empleo de

dosis iguales durante el tratamiento.



De Armas y Solano (1996) indican que normalmente los embriones llegan al
Utero después del dia cinco del ciclo, por lo que, es a partir de este momento
gue los mismo pueden ser recolectados por las técnicas no quirdrgicas
disponibles en la actualidad. Es practica habitual realizar la recoleccién el dia
siete, pues se asegura con ello que todos los embriones o huevos hayan
arribado al utero. Por otra parte se ha demostrado que los estadios de
desarrollo correspondientes a este dia (morulas compactas y blastocistos)
brindan altos porcentajes de prefiez a la transferencia tanto en fresco como
congelados. Otro aspecto que avala la eleccién de este dia es la integridad de
la zona peldcida la cual se rompe y comienza la eclosion embrionaria ya
desde el dia 8.5, evento que hace al embribn mas proclive a las
contaminaciones con gérmenes foraneos y lo convierte en intolerante de las

bajas temperaturas.

Para mejorar los resultados de la recoleccion se han ideado diferentes
equipos que permiten un adecuado acceso al cuerno uterino y eficientes
niveles de recuperacion del medio empleado en el lavado del Gtero. La
eficiencia de los mismos, tiene mas que ver con la habilidad y destreza del
operador en su empleo que con las facilidades técnicas de cada equipo en
particular. El principio de todos los equipos y sistemas consiste en acceder
hasta el segundo tercio del cuerno uterino y colocar por delante de ella el
baldn inflable del catéter que cerrara la luz uterina para evitar que el liquido

insuflado se pierda por los orificios del catéter para su recuperacion.



1.3. Justificacion
Los resultados obtenidos por diferentes autores indican variabilidad en la
calidad de los embriones obtenidos por los dos métodos con ambas hormonas

FSHy PMSG y el alto costo de la primera hormona.

En Panama no se tiene reportado experiencia alguna utilizando la hormona
PMSG y Anti-PMSG como alternativa a los métodos tradicionales de
superovulaciéon. Por lo tanto en este trabajo se ha propuesto realizar una
ardua investigacion la cual tiene como objetivo principal abaratar los costos de
meétodos de superovulacion y la obtencion de embriones de excelente calidad
como herramienta de mejoramiento genético animal y asi el mejor
aprovechamiento de animales de alto valor genético, como también disminuir

intervalos generacionales.

1.4. Objetivos
1.4.1. Objetivo General
e Determinar el efecto del tipo de hormona y dosis sobre la respuesta a

superovulacién en las hembras Brahman.

1.4.2. Objetivos Especificos
e Determinar el nimero de cuerpos luteos en las hembras Brahman de

acuerdo al tipo de hormona y su dosis.



e FEvaluar la calidad embrionaria en las hembras Brahman de acuerdo al

tipo de hormona y su dosis.

1.5. Hipétesis
Para objetivo 1
Ho: No hay efecto entre el tipo de hormona y sus dosis sobre el nimero
de cuerpos luteos de hembras Brahman.
Ha: Si hay efecto entre el tipo de hormona y sus dosis sobre el nUmero

de cuerpos luteos de hembras Brahman.

Para objetivo 2

Ho: No hay efecto entre el tipo de hormona y sus dosis sobre la
respuesta a la superovulacién y calidad embrionaria de hembras
Brahman.

Ha: Si hay efecto entre el tipo de hormona y sus dosis sobre la respuesta

a la superovulacion y calidad embrionaria de hembras Brahman.

1.6. Alcances y Limitaciones del Estudio
Alcances
e Facilitar la incorporacion de innovaciones en los sistemas productivos
gue podrian aumentar significativamente la rentabilidad en la

produccion bovina.



10

e Se puede sostener que la utilizacion de la tecnologia de superovulacion
para la produccion de embriones es una alternativa econémica para
contribuir a los generar cambios productivos que requiere la ganaderia

en nuestro pais.

Limitaciones

= Los métodos de recoleccion de embriones.

= Los altos costos de insumos.

= La variabilidad en la respuesta a los tratamientos de superovulacion.

= Los factores relacionados con el uso de las gonadotropinas utilizadas.
= Los protocolos de superovulacion utilizados.

= Los factores ligados al animal (Genética, individualidad y aspectos

fisiol6gicos) y los efectos ambientales que causen estrés.
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2. REVISION DE LITERATURA

2.1. Fisiologia de la Reproduccion

La funcion reproductora en la hembra esta circunscrita a ciclos reproductivos
gue estan gobernados por el factores de liberacion hipotalamico de
gonadotrofinas (GnRH), las gonadotrofinas hipofisarias (Hormona foliculo
estimulante (FSH) y Hormona luteinizante (LH)) y las hormonas ovéaricas
(estrogeno y progesterona (P4)), siendo su actividad sexual mucho mas

compleja que en el macho (Figura 1).

FIGURA 1. SECRECIONES HORMONALES QUE TIENE LUGAR
DURANTE EL CICLO ESTRAL DE LA HEMBRA
BOVINA.
SECRECION HORMONAL
DURANTE EL CICLO
ESTRAL
| l
OVARIO
a. Estrégeno
HIPOTALAMO HIPOFISIS b. Progesterona
a. GnRH a. FSH c. Andrégeno
b. Oxitocina b. LH d. Folistatina
e. Activina
f.  Inhibina

Adaptado de Chong, 2007
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Durante la vida reproductiva de la hembra bovina, se suceden una serie de
cambios asociados a la ovulacion, las modificaciones bioquimicas vy
fisiologicas del oviducto y el Gtero que proveen un medio adecuado para que
tenga lugar la fertilizacién, el desarrollo embrionario, la implantacion, la
gestacion y el reconocimiento materno del conceptus, el parto, la lactancia y el

reinicio de la actividad ovérica (Pérez, 2002).

La foliculogénesis es un proceso dinamico caracterizado por una proliferaciéon
y diferenciacion de las células somaticas que componen el foliculo, estos se
desarrollan en forma de ondas, cada onda folicular estd compuesta por una
corte de foliculos que han dejado su estado de reposo y empiezan a crecer
asociados a un aumento de la concentracion de hormonas foliculo estimulante
(FSH), ver Figura 2. Entre ellos se establece una competencia por la
dominancia y adquirir el desarrollo competitivo que le permita seguir creciendo
en un ambiente donde los demas foliculos sufren atresia (Henao y Trujillo,

2000).

FIGURA 2. PROCESO DE FOLICULOGENESIS.

Foliculos primordiales

Activacion ©.® (®
® o~ ®
©® @
OVARIO @ @
©®®
Fuente: Adaptado de Chong, 2007 ©) @ @

Atresia (99%

Y ®

OVULACION (1%)
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2.2. Fases Del Ciclo Estral

El ciclo estral se puede dividir en tres fases:

a. Fase folicular o de regresion latea (proestro)
b. Fase periovulatoria (estro y metaestro)
C. Fase luteal (diestro).

El dia cero del ciclo estral es el dia del celo, signo visible a simple vista; sin
embargo desde el punto de vista fisioldgico, la descripcidn se realizara a partir
de la destruccion del cuerpo lateo y finalizar4 en la destruccion del cuerpo

luteo del proximo ciclo.

2.2.1. Fase Folicular o de Regresion Lutea (Proestro)

Este periodo, cuya duracion es de tres dias, comienza con la regresion del
cuerpo lateo del ciclo anterior y finaliza con la manifestacion de celo. Al
producirse la destruccidén del cuerpo lateo tenemos una caida en los niveles
de progesterona y posteriormente una pérdida de tejido luteal, siendo la
prostaglandina (PGF2a) de origen uterino el principal luteolitico en los

animales domésticos y en la mayoria de los roedores.

Como consecuencia de la caida de los niveles de progesterona, disminuye el
‘feed back” negativo que dicha hormona tenia a nivel hipotalamico y
comienzan a aumentar la frecuencia pulsatil de las hormonas gonadotréficas
(hormona foliculo estimulante (FSH) y hormono luteinizante (LH) y se estimula

el crecimiento folicular con el desarrollo de un gran foliculo y el aumento en
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los niveles de estradiol. Cuando los estrégenos alcanzan cierto nivel, se

estimula la receptividad al macho y comienza el periodo de celo o estro.

2.2.2. Fase Periovulatoria (Estro y Metaestro).
Esta fase comienza con la receptividad al macho (se deja montar por vacas y
toros), e involucra todos los cambios que permiten la ovulacién y comienzo de

la formacion del cuerpo Ilteo.

Durante el estro, cuya duracion es de 1816 hs, la vaca manifiesta inquietud,
ansiedad, brama con frecuencia y pierde el apetito; en el caso de las vacas
lecheras, se reciente su produccion. Las vacas presentan descarga de mucus
con minima viscosidad (filante), cuyo olor atrae y excita al toro (presencia de
feromonas), edema de vulva y en el Utero se produce un aumento del tono

miometrial, detectado facilmente por palpacion transrectal.

En esta fase, los estr6genos en altas concentraciones alcanzan el umbral de
estimulacién del centro ciclico hipotalamico, estimulando a las neuronas
hipotalamicas a producir el pico de GnRH y en consecuencia el pico de LH.
Con respecto a la FSH, disminuye su secrecion, consecuencia del feed back
negativo estrogénico y de la inhibina, con excepciéon del momento en que se
produce el pico pre-ovulatorio de LH, en que puede aparecer un pico de FSH.
Posteriormente, cuatro a 12 horas después de la onda de LH, se incrementan
la concentracion basal y la amplitud de los pulsos de FSH, relacionandose

esto con la primera onda de crecimiento folicular.
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Luego de 12 a 24 horas de comenzado el celo, el sistema nervioso de la vaca
se torna refractario al estradiol y cesan todas las manifestaciones psiquicas
del mismo. El periodo inmediato a la finalizacién del celo, es el metaestro (seis
dias). En este periodo ocurre la ovulacion de la vaca, a diferencia de las otras
especies que lo hacen durante el celo, y comienza la organizacion celular y
desarrollo del cuerpo lateo. La ovulacion ocurre 28 a 32 horas de iniciado el
celo y es desencadenada por el pico preovulatorio de LH. A la ovulacién sigue
hemorragia profunda y el foliculo se llena de sangre convirtiéendose en cuerpo

hemorragico.

En la formacién del cuerpo lateo (luteinizacion) se producen una serie de
cambios morfoldgicos y bioquimicos que permiten que las células foliculares
se transformen en células luteales, cambios que finalizan al séptimo dia con

un cuero lateo funcional.

2.2.3. Fase Luteal (Diestro)

Esta fase se caracteriza por el dominio del cuerpo luteo. El mantenimiento del
cuerpo luteo, asi como la sintesis de progesterona esta ligada a la hormona
LH que es progesterotrofica y luteotrofica. Otras hormonas que intervendrian
en la sintesis de progesterona, son la FSH y la PGI2. La FSH se uniria a
receptores ubicados en el cuerpo lateo y provocaria un aumento en la
secrecion de progesterona. En lo referente a la PGI2 ademas de estimular a

las células luteales para producir progesterona, aumentaria el flujo sanguineo
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a nivel ovarico con el efecto positivo que esto significa sobre la sintesis y
secrecion de progesterona. Si el huevo no es fecundado, el cuerpo IUteo
permanece funcional hasta el dia 15-20, después del cual comienza a

regresionar en preparacion para un nuevo ciclo estral.

2.3. Dinamica Folicular

Con el uso de la ecografia se ha podido confirmar el modelo teérico planteado
por Rajakoski (1960) quien sostenia que los patrones de crecimiento y
regresion folicular, tanto a nivel individual como en el total de la poblacion, se
desarrollan durante todo el ciclo, pero no de forma continua sino muy

relacionada con el momento o dia de ocurrencia.

El seguimiento ecogréfico de los foliculos durante todo el ciclo permite
describir los niveles de crecimiento y desarrollo foliculares, de manera tal que
el desarrollo folicular se puede enmarcar en las etapas de reclutamiento,

seleccién y dominancia (Savio et al., 1987; Savio et al. 1988; Sirois, 1988).

2.3.1. Reclutamiento

El reclutamiento folicular es el proceso por el que, por efecto de la FSH, los
foliculos antrales pequefios (2-3 milimetros de diametro) comienzan a crecer,
iniciando una onda de desarrollo; grupos de foliculos son reclutados y este
proceso se relaciona, temporalmente, con cambios medibles de la FSH

circulante (Adams et al. 1992).
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Los foliculos desarrollan la fase de desviacion y llegan a la dominancia 4 dias
después de la fase de seleccion partiendo de una cohorte de +3 milimetros de

didmetro con un creciendo muy rapido (Guinther et al. 1996).

Durante este periodo se ha observado que se produce un abrupto cambio en
la concentracion de FSH y en la pulsatilidad de la LH; cambio que puede
actuar como estimulo para el inicio de la diferenciacion de los futuros foliculos
dominantes y los subordinados (Figura 3). Estos cambios hormonales
refrendan la hipétesis que indica la necesidad de una cantidad suficiente de
LH y concentraciones minimas de FSH para que se facilite la desviacidon

folicular (Guinther et al. 1998).

2.3.2. Seleccion

El proceso de seleccion se caracteriza por el bloqueo ejercido por el foliculo
mas desarrollado sobre los restantes foliculos de la misma cohorte de
desarrollo, este efecto se produce a través de sustancias hormonales como
las inhibinas y el estradiol, las cuales actian disminuyendo la liberacion de
FSH, de manera tal que estos niveles insuficientes de gonadotropinas afectan
el desarrollo de los foliculos mas pequefios. Durante esta fase un grupo

reducido de foliculos escapan al proceso de atresia.

2.3.3. Dominancia
Con dominancia nos referimos al desarrollo de un foliculo, mientras los

restantes sufren un proceso de atresia fisioldgica. Este foliculo dominante es
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mas sensible a la accion de las gonadotrofinas que los restantes, por lo que a
pesar de influir negativamente en la liberacion de gonadotrofina FSH, no sufre

atresia, lo cual favorece también el IGF-1 (Blanco et al. 1997)

Como se ha indicado anteriormente, el primer foliculo dominante pertenece a
una cohorte de foliculos de cuatro a seis milimetros aparecidos el primer dia
del ciclo (definiéndose el dia del celo como dia cero del ciclo) alcanzando su
maximo tamafio (13-16 milimetros) entre los dias siete y ocho, pudiendo
permanecer estable hasta el dia 11, momento en que inicia su regresion la
gue concluye el dia 16. Un segundo foliculo dominante puede ser ovulatorio o
no, dependiendo del nimero de ciclos (2 6 3 ondas) de maduracion; en este
caso, si el ciclo es de solamente dos ondas, el segundo foliculo dominante
aparece el dia 11, pero si el ciclo se caracteriza por tres ondas, entonces
aparecera el dia ocho para hacerse evidente un tercer foliculo dominante, en
este caso ovulatorio, el dia 16 del ciclo (Fortune et al. 1988; Kpnof et al.

1989; Roche y Boland, 1991).

2.4. Papel de las Hormonas en el Crecimiento Folicular

El control endocrino del crecimiento y desarrollo de nuevos foliculos se
atribuye a la gonadotropina FSH, toda vez que en los bovinos se ha
encontrado un incremento en los niveles de esta hormona cuando se
cauterizan los foliculos dominantes. De igual manera, la administracion de
liquido folicular estimula la aparicion de una cohorte de foliculos con diametros

de cuatro a cinco milimetros, que ocurre entre las 24 a 48 horas después de la
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administracion. Esta competencia de los foliculos por la FSH circulante es la
responsable de la dominancia; y cuando se elimina el foliculo dominante, el
subordinado mas cercano al dominante ocupa su lugar (Kastelick, 1990; Ko,

1990; Adams, 1993; Sunderland, 1994).

La FSH es indispensable para la secrecion de estrogenos foliculares ya que
estimula el crecimiento, la mitosis y la completa diferenciacién de las células
de la granulosa de los foliculos preovulatorios grandes, para que adquieran
receptores para la LH y desarrollen su maxima actividad aromatizante. Cerca
del 90 por ciento del estradiol secretado por los ovarios se deriva de estos

foliculos estimulados por la FSH (Rivera, 1993).

La transformacion de los foliculos ovéricos durante el ciclo estral esta
regulada por las concentraciones de P4 en plasma que actia via feedback
negativo, provocando un efecto en la secrecion de LH. Esta baja frecuencia en
los pulsos de LH durante la fase luteal no es suficiente para mantener el
continuo crecimiento de los foliculos dominantes. Debido a esta situacion se
ha formulado la hipétesis de que la inadecuada secrecién de andrégenos por
la teca interna limita la subsecuente funcién de las células de la granulosa,
necesaria para terminar el desarrollo y la funcion de los foliculos dominantes,
los cuales no pueden suprimir prolongadamente el crecimiento de otros
foliculos y por ello otra nueva onda de desarrollo folicular se inicia (Savio,

1993).
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El papel de la FSH en la seleccion y dominancia ha sido demostrado por la
administracion de FSH exdgena durante dos dias dentro del periodo en que
se prevé la seleccion de un foliculo, esta aplicacion retrasa la esperada
seleccion, alterando significativamente los perfiles de crecimiento del
dominante y aumentando el crecimiento y retrasando la regresion del primero

y segundo foliculo subordinado (Adams, 1993).

FIGURA 3. REPRESENTACION DE LA DINAMICA FOLICULAR.
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Fuente: Jiménez, C. 2009.

2.5. Fisiologia Hormonal
La regulacion de la actividad sexual esta regulada por el sistema hipotalamo-

hipdfisis-ovarico. El hipotalamo y la hipéfisis anterior que de manera conjunta



21

con los 6rganos reproductivos aseguran el ritmo de reproductivo (Hafez, 1987;
Cunningham, 1997; Echeverria, 2004a; 2004b; 2005a; 2005b). Sin
embargo, con el advenimiento comercial de muchas hormonas, se ha abierto
un campo a la manipulacion del ciclo estral para la transferencia de embriones
y la sincronizacion de celos tanto en vacas donantes como receptoras. Dentro
de este grupo de hormonas se encuentran las mas utlizadas son las

siguientes:

2.5.1. La Gonadoliberina (GnRH)

Es un decapéptido que se produce en las neuronas secretoras del sistema
nervioso central y su secrecion estd condicionada por factores externos
(fotoperiodo, feromonas, estrés, nutricion) e internos (estrégeno,
progesterona) y su accion es ejercida a nivel de las células gonadotréficas de
la hipofisis activando la sintesis y liberacion de la hormona foliculo estimulante

(FSH) y la hormona luteinizante (LH) (Gibbons y Cueto, 1995)

Estas hormonas tienen dos tipos de secrecién, una ténica y una ciclica. La
primera de ellas es basal y no muestra variacion estacional y tiene control
endocrino ejercido por las hormonas esteroides secretadas por el ovario
(estradiol y progesterona). La secrecion ciclica de LH y FSH, propia de la
hembra, muestra una importante variacion durante el periodo preovulatorio.
Estas oleadas o picos pre-ovulatorios son los responsables de la ovulacion, y
tiene una duracion entre seis y 12 horas en la mayoria de las especies

domésticas.
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El pico preovulatorio de LH se inicia con un importante incremento en la
concentracion circulante de estrogenos, el cual tiene un efecto positivo sobre
el eje hipotalamo-hipofisario induciendo la descarga de GnRH y como
consecuencia de éste la descarga de LH. El estrogeno actia a dos niveles: a
nivel hipotalamico, estimulando las areas preopticas y supraquiasmaticas,
aumentando la descarga de GnRH, y a nivel de hipofisis, aumentando la
sensibilidad de las células gonadotrofas a la GnRH, lo que provoca finalmente
un aumento importante en la descarga de LH. Este pico de LH provoca la
elevacion rapida de esteroides gonadales (estradiol y progesterona), y de
prostaglandina en el liquido folicular., desempefiando esta ultima un rol

primordial en los mecanismos intimos de la ovulacion (Bo, 1998).

Los tratamientos superovulatorios con GnRH inducen a la ovulacion del
foliculo dominante y emergencia de una nueva onda folicular de uno a dos
dias después. (Rieger et al., 1991) En novillas B. tauros x B. inducus la
administracién de la GnRH en un estado cualquiera del ciclo estral induce
ovulacion a solo el 45.7 por ciento (Hafez y Hafez, 2002; Ocampo, 2002) de
las novillas (Poretsky, 1987). Las bajas tasas de prefiez seguida a la
administracion de GnRH ha sido observado en ganado B. indicus en regiones
tropicales (Gong, 1991). Los resultados de estos trabajos ponen en dudad la
eficiencia de la GnRH para sincronizar la onda emergente en vacas cebu.

(Baruselli, et al., 2005).
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2.5.2. Hormona Foliculo Estimulante (FSH)

Esta hormona es una glicoproteina sintetizada a nivel de la hipdfisis anterior y
participa en la regulacion ovarica. La FSH favorece el crecimiento y la
maduracion folicular y de los ovocitos. Ademas induce en los foliculos
maduros la presentacion de los receptores para la LH (hormona luteinizante) y
mantiene la liberacion de los estrogenos. Su secrecidbn es continua,
presentando dos picos; uno en conjunto a la descarga pre-ovularia de LH y

otro de menor intensidad dos o tres dias después.

2.5.3. Hormona Luteinizante (LH)
La LH participa con la FSH en la maduracion final del foliculo, produce la
liberacidon del ovocito (ovulacion) y la formacion del cuerpo lateo a partir del

foliculo que ovulo.

2.5.3.1. Modo de Accidn

Esta hormona incrementa su concentracién durante periodos cortos de tiempo
en forma de pulsos que decrecen progresivamente hasta su nivel basal. Esta
frecuencia de pulsos estd supeditada a la estimulaciébn de las células
hipofisarias por parte de la GnRH y cada pulso corresponde con un pulso de
GnRH. Durante la fase pre-ovulatoria el incremento en la secrecion de
estrogenos liberados por los foliculos ejerce un retrocontrol positivo sobre el
eje hipotalamo-hipofisario que induce el denominado “pico pre-ovulatorio de

LH” (Gibbons y Cueto, 1995).
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2.5.4. Progesterona (P,)

La exposicion a niveles elevados de progesterona seguida de su declinacion
(priming de progesterona) parecen ser pre-requisitos para una diferenciacion
normal de las células de la granulosa, una expresion normal del celo y el
desarrollo post ovulatorio del cuerpo lateo con una fase luteal normal (Bo,

1998).

El mecanismo involucra el efecto del incremento de la frecuencia de los pulsos
de LH sobre la produccién de estrégenos foliculares, desarrollo de los
receptores de LH y luteinizacion. La presencia de una fuente exdgena de
progesterona permite imitar la accion inhibidora de los niveles luteales de ésta
hormona sobre la secrecion pulsétil de LH, con la supresion del crecimiento
del foliculo dominante y el consiguiente desarrollo sincrénico de una nueva
onda de desarrollo folicular. El retiro de ésta fuente exdgena de progesterona
permite el aumento de la frecuencia y amplitud de los pulsos de LH y el
crecimiento de un foliculo dominante que ovulard entre 48 y 72 horas

después.
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2.5.4.1. Modo de Accidn

La progesterona exégena (liberada por los D.LB. o inyectada) es
estructuralmente idéntica a la enddgena y tiene un rol importante sobre la
dinamica folicular ovarica Los niveles supraluteales (>1 ng/ml) obtenidos a los
pocos minutos de la introduccién provocan la regresion del foliculo dominante
y aceleran el recambio de las ondas foliculares, este cese de la secrecion de
productos foliculares (estrogeno e inhibina) produce el aumento de FSH que
va a ser la responsable del comienzo de la emergencia de la siguiente onda
folicular. Por otro lado la suspension del suministro de la P4 exdgena provoca
la caida de P4a niveles subluteales (< 1 ng/ml) que inducen el incremento de
la frecuencia de los pulsos de LH, el crecimiento y la persistencia del foliculo
dominante con concentraciones muy altas de Estradiol que provocan por un
lado el celo y a nivel enddcrino inducen finalmente el pico de LH que es

seguido por la ovulacién (Bo, 2002).

2.5.5. Prostaglandina (Pg2a)

Los prostanoides son metabolitos obtenidos del acido araquidénico a través
de la via metabdlica conocida como ciclo-oxigenasa. Entre ellos puede
mencionarse a la PGF2aq, sustancia con actividad marcada sobre el control del
ciclo estral. Estructuralmente es un acido graso insaturado compuesto por 20
atomos de carbono. Contiene un anillo ciclopentano y dos cadenas laterales.
Su mecanismo de accion se halla estrechamente relacionado con receptores
especificos de membrana que activan una proteina G especifica

desencadenando la cascada de AMPc y la correspondiente liberacion de Ca
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por medio del fosfatidil inositol (Willis y Smith, 1994; Gether y Kobilka,

1998; Narumiya et al., 1999).

2.5.5.1. Modo de Accidn

La F2a es responsable de inducir la luteolisis hacia el final del diestro o
gestacion. Cuando son administradas en la segunda mitad de la gestacion,
promueven la regresion luteal con lo cual producen un descenso de la
progesterona plasmatica e impulsan las  contracciones del miometrio
conjuntamente con la oxitocina provocando de esta manera el aborto o la
reabsorcion de los fetos (Vane y Botting, 1994; Sharif et al., 1998;

Narumiya et al., 1999; Niswender et al., 1988; de la Sota et al., 2002).

2.5.6. Gonadotrofina Sérica de Yegua Prefiada (PMSG) o Gonadotrofina
Corionica Equina (eCG).

La Gonadotrofina coribnica equina (eCG, PMSG) es una hormona
glicoproteica secretada en las copas endometriales de las yeguas gestantes,
entre los dias 40 y 120 de gestacion aproximadamente. Desde el punto de
vista endocrinoldgico es importante resaltar dos valiosas caracteristicas de la
eCG que la distinguen de otras hormonas glicoproteicas, la primera es el
hecho de poseer actividad FSH (foliculo estimulante) y LH (luteinizante)
cuando es administrada en especies distintas al equino, en donde so6lo posee
actividad LH y la segunda caracteristica es su alto contenido en carbohidratos,
hecho que le confiere caracteristicas propias desde el punto de vista

farmacocinético, como una vida media prolongada que favorece su uso en
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una sola dosis a diferencia de la FSH cuya vida media es extremadamente

corta y requiere aplicaciones multiples.

2.5.6.1. Modo de Accidn

Los progestagenos utilizados en muchas especies en forma previa, inhiben la
liberaciéon de hormonas luteinizante (LH) y foliculo estimulante (FSH) de la
hipofisis, frenando el desarrollo folicular y la ovulacion hasta el momento
deseado. Cuando los progestagenos son retirados, la concentracion de
Progesterona en sangre cae rapidamente con lo cual el animal puede entrar
en celo. La administracion de eCG o PMSG en ese momento potencia las
gonadotrofinas endodgenas en el estimulo del desarrollo folicular y la

ovulacion.

2.5.7. Gonadotrofina Corionica Humana (hCG)

La gonadotrofina coridnica humana (hCG) posee la accion biologica de la
gonadotrofina hipofisaria luteinizante (LH) en los animales. El principal efecto
de las gonadotrofinas es promover la gametogénesis o, en su defecto, la
produccion de esteroides sexuales. Los receptores de LH/hCG se expresan
en el ovario en las células de la teca, las intersticiales, las de la granulosa
madura de foliculos antrales y preovulatorios, y luteinicas. En el testiculo los

receptores de LH/hCG se encuentran unicamente en las células de Leydig.

El efecto general de la LH/hCG en el ovario es inducir la ovulacion y estimular

la sintesis de progesterona. Sobre las células de la Teca la LH/hCG estimula
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la sintesis de novo de andrégenos, los cuales pasan a la granulosa por
difusiébn donde son aromatizados por accion de la FSH pasando a estrogeno
los cuales se liberan a circulacion. La diferenciacion de las células de la
granulosa durante el crecimiento folicular incluye la adquisicion (dependiente
de FSH y estradiol) de receptores de LH/hCG, lo que prepara a las células de

la granulosa para responder al brote preovulatorio de LH.

2.5.7.1. Modo de Accidn

Durante la foliculogénesis, normalmente so6lo un foliculo (el foliculo
dominante) se selecciona del fondo comun de foliculos en crecimiento, para
gue siga creciendo hacia el foliculo preovulatorio o de Graff. La aplicacion de
LH/hCG en éste momento provoca la ruptura del foliculo preovulatorio, y la
liberacion del ovulo. Durante la Fase Luteinica del ciclo estral, la LH/hCG
estimula la produccién de progesterona por el cuerpo luteo. La Progesterona
producida es fundamental en la preparacion del Gtero para la implantacion del
ovulo fecundado. La hCG posee accion bioldgica LH, por lo cual induce la
ovulacion y la formacion del cuerpo Iiteo en la mayoria de las especies
domésticas. Esta accion permite el uso de la hCG con el objetivo de
sincronizar la ovulacién en animales ciclicos, o de estimular el desarrollo del

cuerpo luteo y la secrecion de progesterona en animales que lo requieran.
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2.6. Estimulacién Ovarica para la Ovulacién Mdultiple

El objetivo principal de los tratamientos de superovulacidon en vacas es
producir un gran niumero de embriones transferibles que resulten en una alta
probabilidad de prefiez. Sin embargo, la respuesta a estos tratamientos es
muy variable y dificil de predecir. En un trabajo donde se incluyeron 2.048
colecciones de embriones en donantes bovinas, se obtuvo un promedio de un

embridn por cada 11.5 ovocitos y 6.2 embriones transferibles por vaca.

Sin embargo, la variabilidad fue muy grande, tanto en la respuesta a la
superovulacién como en la calidad de los embriones. Esto debido a que se
esta trabajando con organismos bioldgicos que aunque son de la misma
especie tienen respuestas fisioldgicas variables y se enfrentan a un medio que
también influye en la respuesta individual de estos individuos (Mapletof et al.,

1994).

Experimentos y pruebas de campo realizados durante la década de los 80
llevaron a la conclusiébn general que los tratamientos superovulatorios
iniciados durante los dias 9 6 10 después de detectarse el celo resultan en
una mejor respuesta superovulatoria que aquellos iniciados antes (dias 2 a 6)
0 después (dia 12 o0 13 ). Esto es debido a que durante el ciclo estral bovino
hay dos o tres ondas de desarrollo folicular y en la mayoria de las vacas la
segunda onda folicular comienza, en promedio, entre los dias 9 y 10. No
obstante, hay una gran variacion individual y la segunda onda puede

comenzar mas temprano (dia 6) o mas tarde (dia 12) (Carvalho, 2004).
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Estudios realizados durante los ultimos cinco afos han demostrado
claramente que los tratamientos superovulatorios deben iniciarse al comienzo
de una onda de desarrollo folicular, antes de la seleccion del foliculo
dominante, para obtener la mejor respuesta posible. La respuesta
superovulatoria fue significativamente mayor cuando los tratamientos se
iniciaron el dia antes o el dia de comienzo de la onda folicular (ya sea de la
primera o segunda onda) que los tratamientos iniciados uno o dos dias
después. Si tenemos en cuenta estos resultados, la probabilidad que el
comienzo de la superestimulacién coincida con el inicio de la onda folicular es
menor al 20 por ciento (1 de 5 6 7 dias) y significa que el 80-90 por ciento de
las veces no iniciamos los tratamientos superovulatorios en el periodo 6ptimo.
Ademas, la necesidad de sincronizar el celo previo (o0 "base") en grupos de
donantes para comenzar los tratamientos 8 a 12 dias después, implica mayor
trabajo del personal, mads demora en la programacion y el riesgo de una

dispersion de celos que obligue a colectar embriones en distintos dias.

Una alternativa viable para lograr una mejor respuesta superovulatoria y
obviar los problemas logisticos de programacion, es controlar la dinamica
folicular y comenzar los tratamientos en el momento mas oportuno (que el
veterinario disponga, no la vaca) (Basurelli, 2005). En este sentido,
alternativas para controlar la emergencia de la onda flolicular en un estado
aleatorio del ciclo estral, sin necesidad de detectar un calor para establecer un

estro como base, podria facilitar el manejo de las donadoras B. indicus y
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posibilitaria un aumento en la eficiencia de los programas de transferencia de

embriones en vacas Cebu (Basurelli, 2005).

2.7. LaSuperovulacion (SOV) u Ovulacion Multiple

La superovulacion (SOV) en la vaca es un paso muy importante en los
procesos de transferencia de embriones (TE). La vaca es un animal
monotoco, por lo que generalmente libera solo un évulo en un ciclo estral. El
objetivo principal de la SOV es estimular extensamente el desarrollo folicular
en cada ciclo estral. Vacas y novillas que han sido tratadas pueden liberar 10
0 mas ovulos viables durante un ciclo estral; aproximadamente un 85 por
ciento de las vacas donadoras fértiles pueden responder a tratamientos de
SOV con un promedio de cinco embriones transferibles. Algunas vacas son
tratadas repetidamente en un intervalo de 60 dias, presentando un

decremento en la produccién de embriones (Gong et al., 1991).

Para inducir la SOV se puede usar gonodatropinas, como gonodatropina
corionica equina (eCG), hormona foliculo estimulante (FSH) y gonodatropina
coriénica humana (hCG) las cuales pueden ser administradas a las donadoras
via intramuscular o subcutanea, pero en la actualidad la mayoria de los
tratamientos son efectuados con FSH debido a los mejores resultados
obtenidos en la taza de ovulacién como en la calidad de los embriones que

utilizando eCG. (Gong et al., 1991).
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Para estimular los foliculos a madurar, la FSH debe ser repetidamente
inyectada, usualmente ocho veces en cuatro dias debido a su corta vida
media (dos a cinco horas en el cuerpo de la vaca) en contraste con la dosis
Unica de eCG. El tratamiento se hace los dias cuatro, cinco, seis y siete dias
después de iniciar el estro con un cuerpo lateo (CL) funcional en el ovario.

(Gong et al., 1991).

De acuerdo a este mismo autor, antes de iniciar el tratamiento para la SOV,
las condiciones siguientes deben ser cumplidas para tener éxito en la

produccion de muchos embriones de buena calidad:

e Debera comprobarse la normalidad del ciclo estral, para ello deben
observarse por lo menos dos ciclos estrales. La donadora debe mostrar

el celo y el intervalo debe ser normal es decir, entre 18 y 24 dias.

e Se debe confirmar que no presente ninguna inflamacién uterina
como endometritis. La endometritis sub-clinica a veces es dificil de
detectar por lo tanto debe realizarse una palpacion del utero en la fase
litea, a veces es necesaria la inspeccion del moco uterino durante el

celo.

e La superovulacién puede iniciarse entre los dias nueve a 14 del ciclo
estral en las donadoras que presenten un buen CL, ovarios pequefios y

de parénquima firme puede resultar en una baja respuesta al
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tratamiento, debido a que el ovario presenta menor numero de
vesiculas foliculares que son los que responden al tratamiento

superovulatorio.

Diversos estudios prueban que la respuesta superovulatoria es
significativamente mayor cuando los tratamientos son iniciados el dia antes o
el dia del comienzo de la onda folicular que los tratamientos iniciados uno o
dos dias después; y de esta forma, iniciando los tratamientos supe
rovulatorios al comienzo de una onda de desarrollo folicular, antes de la
seleccién del foliculo dominante, obtendremos la mejor respuesta posible (Bo

y Mapletoft, 1999; Bo et al., 2004).

Segun Fernandez (2003) superovulaciones iniciadas a partir del cuarto dia de
la fase de crecimiento de un foliculo dominante conducen a respuestas muy
pobres en lo que refiere a nimero de ovulaciones, debido a que el proceso de
atresia de los foliculos subordinados de esa onda ya estad avanzado y no es
posible "rescatar" ya muchos de esos foliculos. Por el contrario, tratamientos
superovulatorios comenzados simultaneamente con el inicio de una onda de
desarrollo folicular conseguiran reclutar o rescatar de la atresia mayor nimero
de foliculos.
e Factores externos que afectan la respuesta superovulatoria
= Nutricidon
w Periodo del afio o estacion

= Manejo
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= Semen
e Factores fisiologicos que afectan la respuesta superovulatoria

= Especie, raza, edad, individuo, estatus fisiolégico (lactancia),
fertilidad

= Dinamica folicular y caracteristicas de las ondas foliculares

w= Mecanismos de superovulacion

= Factores farmacolégicos

= Tipo de FSH

= Productos y potencia

= Relacion de FSH/LH presente en el preparado comercial y
culmina con el éxito de la ovulacion.

= Dosis

= Frecuencia de administracion

= Protocolos: tradicional y en tiempo fijo

= Alternativas para mejorar la respuesta superovulatoria

= Sobreestimulacion

2.8. Factores que Intervienen en la Respuesta Superovulatoria

Existen factores que intervienen en el éxito de los programas de
superovulacion y transferencia de embriones y que deben ser considerados,

dentro de los cuales se encuentran:
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2.8.1. Factores Externos que Afectan la Respuesta Superovulatoria

Factores tales como época del afio, nutricibn, manejo y la calidad seminal
pueden afectar la respuesta de los tratamientos superovulatorios de forma
directa o indirecta. En un estudio realizado por Hasler et al. (1983) donde se
evallio la calidad de los embriones recuperados durante seis afios no se
encontro efecto de afio, estacion ni mes sobre el niumero de estructuras
recuperadas pero si diferencias significativas sobre la tasa de fertilizacion

(Cuadro I).

CUADRO I. NUMERO DE ESTRUCTURAS RECUPERADAS Y CALIDAD DE LOS
EMBRIONES EN PROGRAMAS SOV. (1980-1986) (Adaptado de
Hasler et al. 1983).

Total de

Factor N sstructuras No. embriones Tasa de fertilizacion
Invierno 178 1,2 6,9 652
Primavera M 1,1 6,3 61b
Verano 187 92 6,4 42b

Otofio 130 9,4 6,0 50¢

La calidad del semen tiene un efecto muy importante sobre el nimero de
embriones obtenidos. De acuerdo a Chenoweth (2007) si en un lavado se
recuperan solamente embriones de mala calidad, este efecto no solo se
puede deber a la respuesta superovulatoria sino a la calidad del semen

(Cuadro II).
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CUADRO II. EFECTO DE LA CALIDAD SEMINAL SOBRE LA TASA DE
FERTILIZACION DE EMBRIONES RECUPERADOS (Adaptado
de Chenoweth 2007).

Calidad seminal Fertilizacion (%) Embriones excelentes (%)

Excelente 82,1A 61,2°
Bueno 67,6b 55,7b
Regular 58,3c 53,9¢c

Malo 51,8d 33,7d

Otro factor que hay que considerar es el momento de la inseminacién. Un
estudio en realizado por Dalton et al. (2000) utilizando vacas Holstein
demostrd que la tasa de fertilizacion es mayor si la inseminacién se realiza 24
horas después de iniciado el celo, comparado con inseminaciones mas
tempranas (Cuadro Ill), lo que confirma la practica de inseminar las vacas

cada doce horas mientras la vaca siga en celo.

CUADRO lll. EFECTO DEL MOMENTO DE LA INSEMINACION SOBRE LA
TASA DE FERTILIZACION DE VACAS SOV. (Adaptado de
Dalton et al., 2000).

IA0h 1A 12h 1A 24h
Total de estructuras 195 207 127
Tasa de fertilizacion (%) 293 60b 81c

P<0.01

2.8.2. Factores Fisioldgicos que Afectan la Respuesta Superovulatoria
La aplicacion de sustancias que estimulan la superovulacién sobrepasa los
mecanismos inhibitorios fisioldgicos que hacen que una vaca ovule uno o dos

ovocitos por cada ciclo. El éxito de estos tratamientos va a esta determinado
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por el estado ciclico del ovario al momento de iniciar el tratamiento
superovulatorio, y de los mecanismos fisiolégicos y genéticos que afectan la

respuesta superovulatoria (Jiménez, 2009).

Aspectos tales como la especie, la raza, la edad, el nimero de partos, el
estado lactacional, la fertilidad de la vaca, el estatus sanitario e incluso el
individuo per se, deben tomarse en cuenta cuando se va establecer un

programa de transferencia de embrion.

2.8.2.1. Especiey Raza.

Algunos autores indican que existe gran variabilidad en la respuesta a los
tratamientos superovulatorios y que los mismos dependen de la especie. Sin
embargo, Krininger Il et al. (2003) reportan que esta diferencia no parece ser
real (Cuadro 1V), por lo que faltarian estudios mas significativos que
corroboren esta creencia. Ante esta situacion, se deben ajustar los protocolos
a cada circunstancia ya que factores de manejo, temperatura, edad etc.,
pueden causar una impresion errada de la dificultad en superovular una raza o

especie en particular.

CUADRO V. COMPARACION DE LA RESPUESTA
SUPEROVULATORIA CON FSH EN VACAS BRAHMAN
Y HOSTEIN (Guzman, 2002).

Brahman Holstein
Tasa de ovulacion 15,2+4,14 16,6+4,14
Embriones recuperados 9,3+2,93 10,9+2,93

Embriones recuperados (% de ovulacion) 66,0+9,6 69,0+9,6
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En cuanto a la raza, hay cierta informacion acerca de que ciertas razas no
producen embriones tan resistentes como otros. Por ejemplo, los embriones
congelados / descongelados de la raza Jersey presentan menores tasas de

prefiez que las demas razas (Steel, 2004).

2.8.2.2. Edad y Estado de Lactancia

Hasler et al. (1983) reporta, en base a un estudio realizado, que embriones
recuperado de vacas mayores de 15 afios presentaban una tasa de prefiez de
mas bajas (Cuadro V). Otro estudio, realizado por Leroy et al. (2005) y en
donde se evalud la calidad de los embriones obtenidos, se encontré que las
vacas Holstein lactantes produjeron un porcentaje menor de embriones de
buena calidad comparado con vacas no lactantes o con novillas. Resultados
similares reporta Moreira (2002) en otro estudio en donde observo un mayor
numero de embriones de mejor calidad en vacas no-lactantes que en vacas

lactantes (Cuadro VI).

CUADRO V. EFECTO DE LA EDAD SOBRE EL NUMERO DE
EMBRIONES PRODUCIDOS (Hasler, 1983).

Edad N  Estructuras/ Embriones/ p .o isn (%) Recuperacion (%)
donante donante
Novillas 28 6,1 3.8 69 57
Novillas 26 8,0 5,3 67 80
primer parto
3-6 afios 282 10,6 6,8 67 90
7-10afios 224 10,6 6,9 67 83
11-14 afios 64 9,7 5,3 57 83

>14 afios 9 5,6 2,6 50 97
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CUADRO VL. NUMERO DE EMBRIONES Y OVOCITOS
RECUPERADOS SIN FERTILIZAR, EMBRIONES
DEGENERADOS, EMBRIONES TRANSFERIBLES Y
NUMERO DE EMBRIONES POR LAVADO DE
ACUERDO A LA ETAPA DE DESARROLLO Y CALIDAD
PARA LAS DONANTES LACTANTES Y NO
LACTANTES (LSD#S.E) (adaptado de Guzmén, 2002).

Donantes
. Donantes no
Variable lactantes P-valores
lactantes

Total oocitos o embriones recuperados 5hx24 13,3£2,0 <0,01
Oocitos sin fertilizar 09+0,6 3,9+0,5 <0,04
Embriones degenerados 0,4+0,3 0,8+0,2 0,34
Embriones transferibles 42+21 8,6+1,8 <0,04

Calidad embrionaria
Excelente/ bueno 3.6+1,8 711+15 <0,07
Pobre 0,605 1,5+0,4 <0,05

2.8.2.3. Fertilidad de la Vaca

Un estudio realizado por Hasler et al. (1983) analizé los registros de 1000
donadoras de la raza Holstein. Los mismos se dividieron en dos grupos: vacas
con buena fertilidad y vacas con baja fertilidad. Los resultados indicaron que
las vacas con buena fertilidad produjeron embriones mas viables y con
mejores tasas de prefiez que las vacas de baja fertilidad (68 y 58 por ciento,
respectivamente). Estos resultados confirman la ventaja de superovular vacas
con historia de fertilidad de buena a regular, ya que los embriones obtenidos
pueden resultar en tasas de prefiez aceptable al ser transferidos a receptoras

sanas (Cuadro VII).
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CUADRO VII . COMPARACION DE LAS TASAS DE PRODUCCION DE
EMBRIONES DE VACAS FERTILIES O INFERTILES
(Hasler, et.al., 1983).

Fertiles Infértiles
N 666 318
Fertilizacion 66 42%*
Embriones/ 6.4 2.4%
donante
Donante sin embriones (%) 14 51*
Tasa de prefiez 68 58*

2.9. Induccién de la Superovulacion en la Donante

El objetivo de la transferencia de embriones es obtener a partir de
progenitores de alto mérito genético, el mayor numero posible de
descendientes utilizando el Gtero de receptoras de menor valor econémico

para llevar la gestacion a término.

Para lograr dicho objetivo es necesario, en primera instancia, contar con un
namero elevado de embriones transferibles. A tal fin, debe provocarse en la
hembra donante una estimulacion ovarica adecuada mediante Ila
administracion de gonadotrofinas. Esto debe complementarse con un régimen

optimo de inseminacién artificial, utilizando semen de muy buena calidad.

Donaldson (1984e), demostré que a pesar de que se cumpla con todos estos
requisitos, la respuesta superovulatoria (RSOV) resulta muy variable. En un

estudio retrospectivo que incluyé 1263 donantes, el autor encontré que
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solamente el 68 por ciento de las hembras inducidas a superovular produjeron

embriones transferibles. El 32 por ciento restante lo integraron:

¢ 7% de donantes en las que no se produjo estimulacion ovarica.

¢ 7% de donantes en las que no se recolectaron ni ovocitos ni embriones.
¢ 17% de donantes en las que no se obtuvieron embriones transferibles.
¢ 1% de donantes en las que no se efectud la recoleccién de embriones

porque presentaron celo antes de administrarsele la prostaglandina F2 (Pg2a)

durante el tratamiento hormonal.

Estos porcentajes, con algunas variaciones, se repiten cada vez que se
analiza la produccion de embriones de un namero significativo de donantes
superovuladas y a pesar de los avances que se han registrado en el
conocimiento de la fisiologia reproductiva de la hembra bovina en los ultimos
diez afos, la variabilidad en la respuesta superovulatoria permanece en
niveles similares a lo observado a fines de la década del setenta (Elsden et

al., 1978).

Para reducir tal variabilidad es necesario en primer lugar, optimizar las
preparaciones hormonales y luego efectuar el tratamiento en hembras fértiles,

en el momento adecuado y en un ambiente propicio.

Los tratamientos hormonales deben producir un ndamero elevado de
embriones transferibles y ser de facil aplicacion. No obstante la eleccién de

una u otra hormona para la SOV depende de la disponibilidad, precios,
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personal, condiciones de tenencia de las donantes, interés particular y otras
consideraciones que estan en manos del profesional que debe tomar la

decision.

2.10. Protocolos de Superovulacion (SOV)

2.10.1. Superovulacion con FSH

Una de las metodologias para inducir la superovulacion (SOV) en vacas
donantes es la utilizacion de Hormona Foliculo Estimulante (FSH), la cual
segun diversos autores produce una alta cantidad embriones y de buena
calidad, sin embargo, por su corta duracién en sangre, es necesario aplicarlas
en intervalos de 12 horas para mantener concentraciones adecuadas esta
hormona en sangre y lograr buenos resultados (Cuadro VIII). Debido a su
rapida degradacion en el organismo resulta necesario su suministro en
intervalos (12 horas) que garanticen los niveles de estimulacién ovarica

necesarios por un periodo de tiempo determinado (cuatro a cinco dias).

CUADRO VIII . RESPUESTA SOV A LA APLICACION DE UNA SOLA
INYECCION SUBCUTANEA FRENTE A DOS VECES AL
DIA INTRAMUSCULAR DE FSH (Folltropin-V. 400mg) 8
DIAS DESPUES DE LA OVULACION EN EL GRUPO
CONTROL O 5 DIAS DESPUES DE PUESTO EL
IMPLANTE AURICULAR (Adaptado de B0, 1996).

Control Implante
Inyeccion Inyecciondos Inyeccion Inyeccion dos
sencilla vecesaldia  sencilla veces al dia
No. animales 18 16 19 18
CL 22,0+3,5 23,7:3,7 27,0£3,1° 16,6+3,4
No. animales con <2 CL 1 1 0 2
Total estructuras / embriones  14,2+2,5 141x2,7 13,2+1,4 10,6+1,8

Embriones transferibles 5,4+1,5 5,5+1,7 5,4+1,0 3,9+1,5
TP<0,09
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De acuerdo con De Armas (1996) niveles de progesterona (P;) son
necesarios en el inicio de la SOV en presencia de un cuerpo luteo activo, sin
embargo con la aplicacion de FSH purificada no se incrementan los niveles de
P4 como cuando se emplea el suero de yegua prefiada (PMSG) o la hormona
coriénica humana (hCG) u otros preparados hipofisarios menos puros. Por
otra parte, Bernal (2007) ver Figura 4, indica que el inconveniente de utilizar
la FSH, radica en la constante manipulacién de los animales, lo cual, para
algunas razas, principalmente las cebuinas, resulta estresantes y afectando la
respuesta a la SOV. De igual manera sugiere que por el alto costo de esta
hormona se debe buscar alternativas que resulten econdémica y

bioldgicamente viables.

Estudios realizados por Lindsell et al.,, (1986) y Savio et al., (1988),
demuestran que la respuesta a los tratamientos con FSH son significativos
cuando la contaminacion es minima. En ese mismo sentido Schmidt et al.,
(1988), sefialan que al haber una contaminacion minima con hormona
luteinizante (LH) se pueden ver afectar las primeras etapas de los 6vulos
fertilizados dando como resultado una disminucion en el nimero de embriones
transferibles. Otro factor que afecta la respuesta de la FSH en los protocolos
de SOV es que en el trépico es que la mayoria de las hembras donantes no

son animales grasos (De Armas, 1996) presentado resultados variables.



44

En términos generales con la FSH se obtienen resultados estables (de cuatro
a ocho embriones transferibles) y consistentes a pesar de su alto valor cuando
la comparamos con la PMSG., siendo mas eficientes en la SOV de animales

con sangre cebuina.

FIGURA 4. ESQUEMA DE APLICACION DE FSH EN PROTOCOLOS DE
SOV. (Adaptado de Bernal, 2007.)
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2.10.2. Superovulacion con PMSG.

De acuerdo con De Armas (1992) y Bernal (2007), una de las estrategias
mas viables y economicas para inducir la SOV en vacas donantes, es la
utilizacion del suero de yegua preiflada (PMSG), a razéon de 1000-1500
Unidades Internacionales (Ul) en novillas y 1500-2500 Ul en vacas, ya que es

de féacil aplicacion y con buena respuesta superovulatoria (Figura 5). Sin
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embargo; Duch (1986), sefiala que existe un efecto negativo cuando se usan
dosis altas de PMSG debido a su alta persistencia en sangre por lo que,

indica, debe ser acompafada por un anti-PMSG.

Esta caracteristica de la PMSG, vida media larga en sangre, puede provocar
el desarrollo de foliculos adicionales que no alcanzan a ovular y, por estar en
una etapa de desarrollo avanzada, secretan niveles altos de estrégenos que
pueden afectar a los embriones en sus primeras etapas de desarrollo,
obteniendo asi un nimero minimo de embriones para ser transferidos (Peter

et al., 1990).

Mc Donald (1981) sefiala que el uso repetido de PMSG produce una reaccion
inmunoldgica secundaria indeseable ya que la PMSG es una proteina extrafa
gue provoca reaccion antigeno-anticuerpo y durante los ciclos estrales sub-
siguientes la respuesta ovarica a los tratamientos con PMSG es cada vez
menor a medida que aumentan las concentraciones de anticuerpos,
provocando una respuesta tan limitada que obliga a suspender el protocolo,
ademas, con frecuencia se han observado reacciones anafilactoides graves

con sintomas generales.

Por otro lado resultados obtenidos en laboratorio han demostrado que con la
inclusion del antisuero PMSG (anti-PMSG) aplicado intramuscular (IM)
coincidiendo con la segunda inyeccion y en dosis equivalentes a la

neutralizacion de la mitad de la cantidad de PMSG suministrada para la
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estimulacién ovarica, se logran mejorar los resultados SOV, siendo posible
incrementar en un embrién transferible el resultado promedio para el

tratamiento con PMSG (De Armas et al., 1996).

FIGURA5. ESQUEMA DE APLICACION EN PROTOCOLOS DE SOV
UTILIZANDO PMSG. (Adaptado de Bernal, 2007.)
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2.11. Respuesta alos tratamientos SOV
La respuesta super-ovulatoria de vacas tratadas con FSH o PMSG en
transferencia de embriones esta supeditada a la fase de desarrollo folicular en

gue se inicia el tratamiento de SOV (Fernandez, 2003).

Hincapié (2004), aduce que cuando se inicia un tratamiento superovulatorio

en presencia de un foliculo dominante activo, la respuesta disminuye y la
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ausencia de un foliculo dominante durante el inicio del tratamiento aumenta la

cantidad de embriones transferibles.

Diversos estudios prueban que la respuesta superovulatoria es
significativamente mayor cuando los tratamientos son iniciados el dia antes o
el dia del comienzo de la onda folicular que los tratamientos iniciados uno o
dos dias después; y de esta forma, iniciando los tratamientos supe
rovulatorios al comienzo de una onda de desarrollo folicular, antes de la
seleccién del foliculo dominante, obtendremos la mejor respuesta posible (Bo

y Mapletoft, 1999; Bo et al., 2004).

Segun Fernandez (2003) las SOV iniciadas a partir del cuarto dia de la fase
de crecimiento de un foliculo dominante conducen a respuestas muy pobres
en lo que refiere a nimero de ovulaciones, debido a que el proceso de atresia
de los foliculos subordinados de esa onda ya esta avanzado y no es posible
“rescatar” muchos de estos foliculos. Por el contrario, tratamientos
superovulatorios comenzados simultaneamente con el inicio de una onda de
desarrollo folicular conseguiran reclutar o rescatar de la atresia mayor nimero

de foliculos (Figura 6).
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FIGURA 6. RESPUESTA DE LOS OVARIOS A TRATAMIENTO SOV (Foto:
Bernal, 2007).

2.12. Sincronizacién de la Receptora

La transferencia de embriones puede efectuarse indistintamente sobre celo
natural o inducido, sin embargo hay que tener en cuenta que para obtener
buenos resultados de prefiez, el celo de las receptoras debera tener una
sincronizacion no mayor a las 24 horas con el de la donante (Rowson et al.,

1972).

La donante presenta celo generalmente 48 horas post primera administracion
de la Pg2a y se efectian dos inseminaciones artificiales (IA); la primera entre
las 8-12 horas del inicio del celo y la segunda a las 12 horas después de la

primera. En cada IA, se debe utilizar una dosis de semen de Optima calidad.

Cuando la donante no presenta celo, la decision de realizar la IA dependera

de cada situacion en particular teniendo en cuenta que hay donantes que
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sufren un desfase en la presentacion del celo, o0 no presentan celo o

generalmente tienen una respuesta superovulatoria pobre o nula.

2.13. Sincronia Entre Receptora y Donadora

Para la transferencia de embriones con buenos resultados es necesaria la
sincronizacion entre la etapa del huevo y del aparato reproductor de las
hembras receptoras. Por lo general esto se logra seleccionando receptoras
gue estaban en estro en el mismo momento en el que la donadora lo estaba,
ya sea naturalmente o como resultado de la sincronizacion del estro (Sreenan

et al., 1975).

Varios autores (Rowson et al., 1972; Rowson y Lawson, 1969) demostraron
gue el momento de la transferencia debe ser bastante preciso en cuanto a la
fase del ciclo estral ya que sus investigaciones demostraron que cuando
donadoras y receptoras entraron en celo el mismo dia se lograron tasas de
91 por ciento de concepcién, comparado con 54, 35y 10 por ciento, cuando

habia una diferencia de uno, dos o tres dias, respectivamente

Para lograr estas altas tasas de concepcion, es necesario observar el estro de
las donadoras y las receptoras y formar un grupo en sincronia. Para ello se
requiere un rebafio considerable de receptoras, de modo que haya una
cantidad suficiente de estas en celo, en un momento determinado, para

programar la transferencia (Tervit, 1976). La otra alternativa es la
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sincronizacion, mediante progestagenos y prostaglandinas (Tervit y Smith,

1975) (Figuras 7 y 8).

Para ello hay que tener en cuenta que cuando se efectla la administracion de
una sola dosis de Pg2a a hembras seleccionadas por poseer un cuerpo luteo
(CL), es necesario reservar un numero mayor de receptoras por donante ya
gue el diagnostico de CL por palpacion transrectal tiene una eficacia que
varia entre el 71 y el 96 por ciento (Fortin, 1989). Si consideramos que en
general, el promedio de embriones transferibles por cada donante es
alrededor de 5, se deben sincronizar 8 receptoras por cada donante dado que
algunas deben ser descartadas antes de efectuar la transferencia por razones
diversas (quistes ovaricos, celos anovulatorios, imposibilidad de cateterizar la

cérvix).

FIGURA 7. SINCRONIZACION DE RECEPTORAS UTILIZANDO
DISPOSITIVO INTRAVAGINAL BOVINO (DIB) (Foto: A.
Bernal, 2007).




51

FIGURA8 SINCRONIZACION DE RECEPTORAS UTILIZANDO
DISPOSITIVO AURICULAR (Foto: A. Bernal, 2007).

2.14. Preparacion e Inseminacion de la Donadora

El protocolo que utiliza el celo de referencia inducido (Figura 9), consiste en
seleccionar las vacas donadoras que se van a superovular sin tomar en
cuenta en que fase del ciclo estral se encuentran, todas son implantadas el
dia cero con CIDR® o CRESTAR®, ademas de aplicar una dosis de dos
mililitros de Benzoato de Estradiol (BE); luego el dia siete se remueve el
implante, el dia ocho se aplica una dosis de un mililitro de BE; después se da
un rango de tres dias para que las vacas presenten un celo de referencia, este
es inducido con el implante y las aplicaciones de Benzoato de Estradiol (BE),
de aqui toma el nombre de “Protocolo con celo de referencia inducido”,
durante este tiempo es importante asegurarse que las vacas demuestren que
estan en celo. Si lo que se quiere es Unicamente prefar la vaca, se hace la
I.LA. entre 32 y 35 horas después de la ultima aplicacién de BE, a esto se le

conoce como Inseminacion Artificial a Tiempo Fijo (I.A.T.F.)



52

FIGURA9. ESQUEMA DE SUPEROVULACION CON IMPLANTE (CIDR®,
CRESTAR®) CON CELO DE REFERENCIA (INDUCIDO)
UTILIZADO EN LA EMPRESA GRI. (Fuente: Orellana y
Peralta, 2007)
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El protocolo de SOV con Prostaglandinas (Figura 10), utiliza el celo de
referencia natural, esto es lo que lo diferencia del protocolo anterior. Es decir
en este caso el celo no es inducido. El dia cero se palpan las vacas
donadoras, las que presentan un CL, se les aplica PGF2a , luego entre los
dias tres y cinco hay un celo esperado, el cual debe ser monitoreado,
vigilando de cerca el comportamiento de las vacas. Después el dia 14 se hace
otra palpacién para CL solo en las vacas que fueron tratadas con PGF2q, el
dia 15 se inicia la aplicacion de FSH en las vacas que presentaron CL, se
hace la IA a los dias 19 y 20 y la coleccion de embriones al dia 26. Con este

protocolo se pueden ahorrar cinco dias comparado con el protocolo anterior.
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FIGURA 10. ESQUEMA DE SUPEROVULACION (SOV) UTILIZANDO

PGF2A. (Fuente: Orellana y Peralta, 2007)
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2.15. Colectade Embriones.

De Armas y Solano (1996) indican que normalmente los embriones llegan al
utero después del dia cinco del ciclo, por lo que, es a partir de este momento
que los mismo pueden ser recolectados por las técnicas no quirdrgicas
disponibles en la actualidad. Es practica habitual realizar la recoleccion el dia
siete, pues se asegura con ello que todos los embriones o huevos hayan
arribado al utero. Por otra parte se ha demostrado que los estadios de
desarrollo correspondientes a este dia (mérulas compactas y blastocistos)
brindan altos porcentajes de prefiez a la transferencia tanto en fresco como
congelados. Otro aspecto que avala la eleccion de este dia es la integridad de
la zona pelacida la cual se rompe y comienza la eclosion embrionaria ya
desde el dia 8.5, evento que hace al embribn mas proclive a las
contaminaciones con gérmenes foraneos y lo convierte en intolerante de las

bajas temperaturas.
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Para mejorar los resultados de la recoleccion se han ideado diferentes
equipos que permiten un adecuado acceso al cuerno uterino y eficientes
niveles de recuperacion del medio empleado en el lavado del Gtero. La
eficiencia de los mismos, tiene mas que ver con la habilidad y destreza del
operador en su empleo que con las facilidades técnicas de cada equipo en
particular. El principio de todos los equipos y sistemas consiste en acceder
hasta el segundo tercio del cuerno uterino y colocar por delante de ella el
balén inflable del catéter que cerrara la luz uterina para evitar que el liquido

insuflado se pierda por los orificios del catéter para su recuperacion.

2.16. Clasificacion de los Embriones.

Después de obtenerlos de la donadora, los huevos se aislan con empleo de
microscopio y aumento de 10X a 15X. Se utiliza una pipeta fina para
cambiarlos a un medio de cultivo fresco para su examen morfolégico en
general con microscopio compuesto y aumentos de 40 a 200. Los embriones
se deben mantener en un recipiente que evite la evaporacién del medio de
cultivo. A menudo se utiliza aceite mineral para cubrir el medio y evitar la
evaporacion asi como la contaminacion por microorganismos. De Armas y
Solano (1996) dicen que una vez obtenido el lavado uterino los embriones
deberan ser aislados en una pequefia porcion del mismo para facilitar la
busqueda lo que se puede lograr por sedimentacion o por filtrado del medio de
lavado. El tiempo de sedimentacion de los embriones esta en dependencia del

tamafio de la columna de liquido y es aconsejable dejar en reposo el
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contenedor por un espacio aproximado de 30 a 45 minutos. Antes de proceder
a la decantacion del sobrenadante. Por lo general, sélo se transfieren huevos
normales desde el punto de vista morfoldgico; sin embargo, algunos de los
gue tienen aspecto anormal desde el punto de vista de su morfologia pueden

dar lugar a un producto normal (Shea et al., 1976; Elsden et al., 1978).

Los huevos en cualquier etapa, desde una célula hasta blastocisto formado,
puede desarrollarse a término después en su transferencia a un ambiente
adecuado, pero los indices de éxito pueden ser mas bajos en etapas muy
tempranas y en etapas muy tardias. En la mayoria de los casos, los
embriones que se encuentran entre la etapa de ocho células y la etapa de
blastocisto son los que dan indices de prefiez mas elevados. Stringfellow y
Siedel (2000) clasifican los embriones de acuerdo al estado (Cuadro 1X). . Los
embriones de mas edad pueden tolerar mejor su manipulacion in vitro que los
embriones mas jovenes. De acuerdo a su aspecto morfolégico los embriones
son categorizados en diferentes grados de calidad (De Armas y Solano,

1996).

V2 Grado 1 (Excelente): Embriones considerados como normales por su
respectivo estado de desarrollo que muestran los contornos celulares bien
definidos y no dispersion, ni destruccion en los blastbmeros (Figura 11y 12).

% Grado 2 (Buenos): Embriones que tienen cambios especificos tales
como: granulaciones atipicas, algunas células con signos de degeneracion y

opacidades anormales.
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V2 Grado 3 (Pobre Calidad): Embriones que presentan muchos
blastomeros dispersos (poca cohesién) y mayor grado de degeneracion,
ocasionalmente asimétricos, pero que todavia contienen parte de la masa
celular viable.

Y Grado 4 (Malos): Alto grado de degeneracidon que imposibilita

determinar el estado de desarrollo.

FIGURA 11. EMBRION GRADO 1 APTO PARA SER TRANSFERIDO A UNA
RECEPTORA. (Foto: De Le6n, 2008)

De acuerdo con Hafez (1989) debemos desechar los embriones defectuosos

gue muestren cualquiera de las siguientes anomalias morfolégicas (Figura

13):

¢ Blastdbmeros de tamafio variable no uniforme.

¢ Restos celulares en la mérula.

¢ Colapso de los blastocistos degenerados dentro de una zona pellcida de
forma oblonga.

¢ Figura mitética desintegrada.
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¢ Blastdbmeros de aspecto espumoso que no se pueden distinguir.
¢ Fragmentacion del material citoplasmatico y nuclear.

¢ Morfologia anormal de la mérula o del blastocisto

FIGURA 12. EMBRION CON RUPTURA DE LA ZONA PELUCIDA,
PERO APTO PARA SER TRANFERIDO (Foto: De Ledn,
2008).

FIGURA 13. DESARROLLO EMBRIONARIO. (Fuente: Cordoba, 1996)
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CUADRO I[X. CLASIFICACION DE LOS EMBRIONES DE ACUERDO AL ESTADO.

ESTADO

No fecundado: si el embrion se recoge en el dia 7 0 en posteriores y el estado no
coincide con el esperando, debe clasificarse con un cédigo de categoria inferior o
simplemente es el resultado de un ovocito no fecundado.

2 a 12 células: células de gran tamafio que se presentan fuera de la masa
embrionaria ante del estado de 16 células, facilmente supondran mas del 15% del
total de la masa celular en el estado de desarrollo 5.

Mérula temprana: la presencia de blastdmeros de gran tamafio indica que la
compactacion no se ha completado y se encuentra en el estadio temprano de
desarrollo 4.

Mobrula: a los embriones con muchas células o detritos fuera de la masa celular se
les debe girar cuidosamente para determinar la calidad y vialidad de la masa
muscular.

Blastocisto temprano: tiene una masa embrionaria menor del 50% del total del
material celular presente dentro de la zona pelucida.

blastocisto: la presencia de formas irregulares es un fenémeno comin durante el
desarrollo

Blastocisto expandido: se presenta fuera de la masa celular y suponen menos del
15% del total del embrién y el embrion se encuentra en el estado de desarrollo
esperado

Blastocisto eclosionado: que el blastocisto se contraiga después de la expansion
se considera que es un proceso normal y no afecta a la calidad del embrién

Blastocisto eclosionado expandido: tiene célula en contacto con la zona pelucida
fuera de la masa celular del embrion.

Fuente: Stringfellow y Siedel, 2000
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Localizacién del Ensayo.

El estudio se llevo a cabo en las instalaciones de la Estacion Experimental del
Instituto de Investigacibn Agropecuaria de Panamda, Carlos M. Ortega,
localizada en Gualaca a 70 metros sobre el nivel del mar, entre los 8°39°20™
de latitud norte y los 82°10°10"" de longitud oeste, especificamente en la

unidad vaca ternero.

Esta zona se caracteriza por tener un clima de bosque himedo tropical pre-
montano (BHTPM) con temperatura media anual de 26 grados centigrados,
precipitacion anual promedio de 3,500 milimetros y humedad relativa de 80
por ciento. Los suelos son franco arcilloso, latosdlico; color rojo de origen
mixto basaltico y andesitico. Posee buena estructura y drenaje; pH de 5.0 a
5.2; materia organica de cinco por ciento; contenido de fosforo de dos partes

por millén y potasio de 36 a 40 partes por millon.

3.2. Animales Experimentales.

Para esta investigacion se utilizaron 24 hembras multiparas de la raza
brahman pertenecientes al grupo elite (donadoras de embriones) de la
Estacion Experimental de Gualaca con edades entre los 36 y 60 meses de

edad y peso promedio de 450 kilogramos (Figura 14).
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Una vez seleccionadas las hembras, fueron divididas completamente al azar
en seis grupos de cuatro animales cada uno a los que se les aplicaron los

tratamientos en estudio.

FIGURA 14. VACA BRAHMAN ELITE DE LA ESTACION
EXPERIMENTAL DE GUALACA SELECCIONADA
COMO DONADORA.

3.3. Manejo de los Animales.

Area y tipo de pastura: Las hembras seleccionadas para el ensayo se
mantuvieron pastoreando en praderas de Brachiaria humidicola, las cuales
recibieron una fertilizacion con 80, 50 y 30 kilogramos de N, P,0s5 y KO
respectivamente (Pinzdon, 2000) manejadas bajo un sistema de rotacion de

siete dias de ocupacién por 21 dias de descanso.

Todas las hembras recibieron una suplementacion energético-proteica en
base a sus requerimientos nutricionales (NRC, 1984). También se les ofrecio
una mezcla mineral ad libitum de acuerdo a los principales minerales

requeridos en la fase final de gestacion.
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3.4. Manejo Sanitario.

El control de endo y ecto parasitos se realizd utilizando tratamientos de
Ivermectina y Albendazole alternados, mientras que para controlar la mosca
paletera se realizaron bafios de aspersion cada 30 dias con rotacién de los

productos quimicos.

3.5. Tratamientos.

Se utilizaron dos tipos de hormonas estimulantes del crecimiento y desarrollo
folicular. Suero de yegua prefiada (PMSG, Folligon®, Intervet, Francia) y
Hormona Foliculo Estimulante (FSH, Folltropin®-V, Bioniche, Canadd), las
cuales se emplearon segun dosificacion recomendada. Las dosificaciones

evaluadas fueron (Cuadro X):

Dosis Alta:

1. PMSG 2500 Ul + hCG 1250 Ul
2. FSH 31.25 mg (10 cc.)

Dosis Media:

3. PMSG 2000 Ul + hCG 1000 Ul
4. FSH 25 mg (7.5 cc)

Dosis Baja:

5. PMSG 1500 Ul + hCG 750 Ul

6. FSH 8.8 mg (6.5cc)
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CUADRO X. DISTRIBUCION DE LOS TRATAMIENTOS.
TIPO DE HORMONA
PMSG FSH
1500 UI 2000 Ul 2500 Ul 18.8 mg 25mg 31.25 mg
DOSIS ALTA + +
DOSIS MEDIA + +
DOSIS BAJA + +

3.6. Metodologia.

Como criterio de seleccion de los animales experimentales se utilizd, ademas
de la condicién corporal y el valor genético, el estado reproductivo de la
hembra donante. Para ello se realiz6 la palpacién transrectal con el proposito

de determinar el tamafio de los ovarios y si estaban ciclando.

Una vez examinadas las vacas, aquellas que no presentaron ninguna
anomalia, fueron seleccionadas y se les aplico dos mililitros de Cloprostenol®
(un analogo de Pg2a) por via intramuscular profunda con el propdsito de
sincronizar una nueva onda folicular. Aquellas vacas que presentaron celo
entre las 48 y 72 horas de aplicada la hormona, se separaron de las que no lo

presentaron y se programaron para iniciar los tratamientos de SOV.

Diez dias después de haber sincronizado la onda folicular, los grupos de
donadoras fueron tratadas con FSH y PMSG, de acuerdo a los tratamientos

descritos con el propésito de provocarles una SOV
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3.6.1. Metodologia para el Tratamiento SOV con FSH

El protocolo de SOV con FSH aplicado (Figura 15), fue el descrito por Bernal
(2007), que consiste en aplicar ocho inyecciones intramuscular profunda
(IMP), al inicio de la fase media luteal (entre los dias 8-12 previo diagnostico
de un CL tipico), de FSH comenzando temprano en la mafiana, con intervalos
de 12 horas (6:00 y 18:00 horas) durante 4 dias en dosis descendente o

ascendente, segun sea el caso.

Con la aplicacion de la quinta dosis de FSH (72 horas de iniciado el
tratamiento) se suministran 500 microgramos de PGF2a, apareciendo el estro
48 horas después. La inseminacion artificial se realiza a las 60 y 72 horas post

aplicacion de la PGF2a.

En nuestro estudio, la FSH se aplico de acuerdo al protocolo descrito y las
dosis fueron aplicadas en las dos formas: ascendente o descendente (dos
donadoras por cada tratamiento) durante cuatro dias, tanto en la mafana

como en la tarde, con intervalos de 12 horas exactas entre cada aplicacion.

Al tercer dia, se aplicaron dos mililitros del sincronizador de celo
Cloprostenol® (analogo de PGF2a) a las vacas tratadas y el celo se detect6
entre las 48 6 72 horas después de aplicado el sincronizador. La inseminacion
artificial se realizo a las 12 y 24 horas de detectado el celo con pajuelas

comerciales de 0.5 mililitros de toros de alto valor genético.
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FIGURA 15. PRESENTACION COMERCIAL DE LA FSH.

3.6.2. Metodologia para el Tratamiento SOV con PMSG.

Al igual que en el protocolo anterior, la aplicacion de la PMSG se aplico diez
dias después de haberse sincronizado la nueva onda folicular (Figura 16).
Esta hormona se aplicé en dosis unica el primer dia. La dosis aplicada vari6

de acuerdo a los tratamientos (Cuadro X).

Setenta y dos horas después se aplicaron dos mililitros de Cloprostenol®
(andlogo de PGF2a) a las vacas tratadas y a posteriormente a las 48 ¢ 72
horas después de aplicado el sincronizador se observo el celo. La
inseminacion artificial se realiz6 a las 12 horas y 24 de haber detectado el celo
con pajuelas de semen comercial de 0.5 mililitros de toros de alto valor
genético. Al momento de la segunda inseminacion se aplicaron cinco mililitros

de hormona coriénica humana (hCG) para provocar la ruptura de los foliculos.
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FIGURA 16. PRESENTACION COMERCIAL DE LA PMSG.

3.7. Diagnésticos.

Los diagnésticos para la determinacion del tamafio de los cuerpos luteos (CL)
y presencia de foliculos (FOL) se realizé a los siete dias post inseminacion
mediante el uso de un ultrasonido (SONOVET 2000). Identificada la cantidad

de CL se procedi6 a realizar el lavado de las donadoras.

3.8. Lavado de Donadoras.

El lavado se realiz6 a los siete dias post inseminacion utilizando como
solucion de lavado Lactato de Ringer (CORPAUL, Medellin, Colombia) a
razon de 1000 mililitros por cada vaca donadora (500 mililitros por cada

cuerno lavado).

3.9. Busqueday Clasificacion de Embriones.
La evaluacion visual de los embriones no es una ciencia exacta sino que es

una técnica subjetiva utilizada para evaluar un sistema bioldgico. El criterio
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para asignar un codigo de calidad en formulario estandarizado, se ha

simplificado para que su uso sea sencillo.

Para la evaluacion de los blastocitos expandido se tomO en cuenta su
eclosion, la formacion y la expansion del mismo, bajo los siguientes criterios
(Lindner y Wright, 1983). Estos aspectos tienen que ver con la calidad de

los embriones:

3.9.1. Los Trasferibles:
= Excelente: Embriones simétrico con diferenciacion notoria del Macizo
Celular Interno (MCI) y del blastocele.
= Bueno: Embrion simétrico con diferenciacion del MCI y del blastécele.
= Regular: Embridon simétrico o levemente asimétrico con diferenciacion
del MCl y del blastocele

= Malo: Embrion asimétrico sin diferenciacion del MCI y del blastocele.

3.9.2. Los No Trasferibles:
= Retrasados.

= Degenerados.

El cédigo para la calidad del embrién es numérico y se basa en la integridad
morfolégica del embrién. Los cbédigos para el rango de calidad del embrion

van de uno a cuatro como sigue:
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= Cddigo 1: La zona pellacida debe ser lisa y no debe tener ninguna
superficie concava o delgada que podria causar que el embrién se
adhiera a la placa de cultivo o la pajuela

= Caodigo 2: Presenta irregularidades moderadas en la forma global de la
masa embrionaria o en el tamafo, color y densidad de la célula
individuales.

= Cdbdigo 3: Presenta irregularidades mayores en la forma de la masa
embrionaria o en el tamafio, color y densidad de la célula individuales.

= Cddigo 4: Embriones degenerados, ovocitos o embriones de 1 célula:

no valida

Con base a estos criterios, los embriones recuperados fueron clasificados y se

les determino su estadio de desarrollo, su transferibilidad y su calidad.

3.10. Variables de Respuesta.
Como variables de respuesta se consideraron las siguientes:
= Numero de foliculos No Ovulados: Este se realizé por medio de
ultrasonografia rectal.
w» Numero de cuerpos lateos: Este fue determinado por ultrasonografia y
por medio de la palpacién transrectal.
= Produccion de embriones: Una vez colectado el lavado uterino, se
transportaba al laboratorio y se precedia a la busqueda de embriones

por medio de un estereoscopio.
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w Calidad embrionaria: Una vez colectados los embriones se evaluaron
de acuerdo al criterio sefialado por Stringfellow y Siedel, (2000)
teniendo como referencia las ilustraciones del Manual de Transferencia
de Embriones de la International Embryo Transfer Society (IETS,

2000).

3.11. Andlisis Estadistico.
Para el analisis estadistico se utilizo un disefio completamente al azar (DCA)
el cual se representa con el siguiente modelo mateméatico (Steel y Torrie,
1980):

Yijk = p+ Ti + 04(Ti) + B«

Donde:

Yik= k-ésima observacion de la i-ésima hormona experimental, del i- €simo
grupo racial.

media general.

u

1=  efecto de La i-ésima hormona.
oy(ti) =efecto de la variacion del nivel hormonal dentro del tipo de Hormona.

= error experimental
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados de la investigacion se detallan a continuacion

4.1. Numero de Foliculos no Ovulados por Hormonay por Dosis.

El andlisis estadistico (Cuadro Xl) mostré efectos altamente significativos
(P<0.01) para tipo de hormona y dosis con respecto a la variable foliculos no
ovulados (Figura 17). De igual manera se encontré diferencias altamente
significativas (P<0.01) para las dosis dentro del tipo de hormona lo que nos

indica una alta dependencia entre el tipo de hormona y la dosis que se aplica.

CUADRO XI. ANOVA PARA NUMERO DE FOLICULOS NO
OVULADOS POR DOSIS.

HORMONA 1 422 .87 422 .87 7.46 0.0122*
DOSIS 5 903.83 180.76 4.20 0.0100*
HORMONA(DOSIS) 5 903.83 180.76 4.25 0.0100*
ERROR 23 765.50 42.52

R?=0.253320

CV=122.61%

Media= 6.16

Estos resultados concuerdan de los obtenidos por Halleg et al. (1981),
quienes al superovular 122 vacas brahman con dosis de FSH entre 36 y 48
miligramos mas 40 miligramos de prostaglandina encontraron efectos

significativos entre de las dosis de hormonas utilizadas.
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FIGURA 17. MEDIA DE LOS FOLICULOS NO OVULADOS POR TIPO
DE HORMONA.

9.71

NUMERO DE FOLICULOS NO OVULADOS /[HORMONA

HORMONA

Estos resultados indican que la respuesta a los tratamientos SOV pueden
variar de acuerdo a la hormona y a la dosis que se aplique (Figura 18). En
nuestro caso, con dosis altas y bajas de FSH al igual que dosis altas de
PMSG se lograron los mejores resultados en cuanto a niumero de foliculos no
ovulados, observandose que dosis medias y bajas de PMSG, dieron como
resultado muchos foliculos observados no ovulados (Figura 19) coincidiendo
con los resultados obtenidos por Willet et al. (1952) quienes sefalan que si la

dosis de PMSG es demasiado alta, los resultados seran muchos foliculos sin
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ovular. Por otra parte, Langer (1960) plantea que los tratamientos con PMSG
ofrecen mejores resultados en animales jovenes donde el celo y la ovulacion
se presentan entre los dos y seis dias después de la aplicacion de PMSG,
teniendo que emplear en animales mas viejos una dosis mas alta. De igual
forma, Hafez et al. (1963) aseguran que una aplicacion alta de una dosis de
PMSG (5000 Ul) produce que la mayoria de los foliculos sean hemorragicos,
esto ha sido confirmado por Schaltz (1965), pero no ocurrid en nuestra
investigacion. En cuanto al tamafio de los foliculos no ovulados, el mismo

vario entre los nueve y veinte milimetros de diametro.

FIGURA 18. NUMERO DE FOLICULOS NO OVULADOS POR DOSIS
DE HORMONA.

—I 15.33

9.75

NUMERO DE FOLICULOS NO OVULADOS /DOSIS

TRATAMIENTOS
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FIGURA 19. FOLICULOS NO OVULADOS OBSERVADOS A TRAVES DEL
ECOGRAFO.

Al comparar el efecto del tipo de hormona sobre la presencia de foliculos no
ovulados (Figura 17) se puede observar que cuando se aplicé la hormona
PMSG el numero fue mayor (9.71+£9.73) que cuando se aplico la hormona
FSH (2.60 = 2.98). Estos resultados con los de Elsden et al. (1978) quienes
indican que la FSH induce una respuesta superovulatoria mas uniforme y

preferible que la lograda con PMSG.

Similares resultados reporta De Armas (1992) que sefiala que dentro de las
alternativas, la utilizacion de la hormona PMSG a razon de 2500-3000
unidades internacionales en vacas, es una de las opciones mas viable para la
produccion de embriones. Nuestros resultados también concuerdan con los

reportados por Duch (1986), quien sefala que la PMSG en dosis muy altas
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se hace persistente su nivel de concentracion en la sangre, por lo cual su
utilizacion debe ser acompafada por alguna otra hormona que inhiba su
efecto o anti-PMSG para que no produzca un efecto negativo sobre el animal,
repercutiendo sobre la calidad embrionaria. En este mismo sentido,
resultados obtenidos por Bernal (2007), han mostrado que la inclusion del
anti-suero PMSG (anti-PMSG) aplicado via intramuscular (IM) en coincidencia
con la segunda inseminacion en dosis equivalente a la neutralizacion de la
mitad de la cantidad de PMSG suministrada para la estimulacién ovarica, se
logran mejorar los resultados superovulatorios, asi es posible incrementar en
un embrion transferible el resultado promedio descrito para el tratamiento con

PMSG

Por otro lado, trabajos realizados por Moore (1975) sefialan que se ha
demostrado que el intervalo entre el tratamiento de PMSG y el estro influye
sobre la proporcion de foliculos que maduran y posteriormente ovulan,
observando que los intervalos prolongados dan un mayor numero de foliculos
gue no ovulan, lo que podria explicar nuestros resultados del porque no todos

los foliculos observados ovularon.

Es muy importante considerar que la respuesta superovulatoria de vacas
tratadas con FSH o PMSG esta sujeta a la fase de desarrollo folicular en que
se inicia el tratamiento de superovulacién (Fernandez, 2003). En este estudio,
la mayor cantidad de foliculos no ovulados puede ser explicada, tal como

indica Fernandez (2003) debido a que las SOV iniciadas a partir del cuarto
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dia de la fase de crecimiento de un foliculo dominante conducen a respuestas
muy pobres en lo que refiere a nimero de ovulaciones, debido a que el
proceso de atresia de los foliculos subordinados de esa onda ya esta

avanzado y no es posible rescatar ya muchos de esos foliculos.

Por otro lado, varios trabajos publicados han demostrado la existencia de baja
tasa ovulatoria en bovinos cuando el tratamiento SOV se inicia con la
presencia de un foliculo dominante (Grasso et al., 1989; Guilbault et al.,
1991; Huhtinen et al., 1992), aun durante la fase de seleccion de crecimiento
de este foliculo dominante (Adams et al., 1992b) aspecto este que no fue
considerado en la investigacion. Esto fue demostrado por Bungartz vy
Niemann (1994), quienes encontraron una baja respuesta a la SOV en los
animales tratados en presencia de un foliculo dominante cuando se
compararon con animales sin el foliculo dominante al inicio del tratamiento

superovulatorio, mediante examenes ultrasonograficos diarios.

4.2. Numero de Cuerpos Luteos por Tratamientos.

Al evaluar mediante ultrasonografia y palpacion transrectal el efecto de la
aplicacién de PMSG y FSH en dosis baja, media y alta sobre la presencia de
cuerpos lateos, los resultados mostraron diferencia significativa (P<0.05) para
el tipo de hormona, sin embargo no se encontraron diferencias significativas

para la dosis ni para dosis dentro de hormonas, lo que sugiere que hay una
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independencia de las dosis sobre la presencia de cuerpos lateos, (Cuadro

XIl) la independencia de estas variables.

CUADRO XII. ANOVA PARA NUMERO DE CUERPOS LUTEOS POR
TRATAMIENTO.

HORMONA 1 97.37 97.37 1.38 0.0206*
DOSIS 5 122.50 122.50 1.38 0.2778
HORMONA(DOSIS) 5 122.50 122.50 1.38 0.2778
ERROR 23 319.33

R?=0.22

CV = 89.59%

Media= 4.42

Cuando comparamos el efecto del tipo de hormona sobre la presencia de
cuerpos luteos (CL) (Figura 20.), observamos que con la FSH obtenemos un
mayor nimero de CL (6.8 + 2.78) que cuando se aplica PMSG (2.71 % 4.59),
esto como resultado de un mayor ndmero de foliculos ovulados que se
lograron con la aplicacion de la FSH. Esto lo explica Elsden et al. (1978) al

indicar que con esta hormona se obtienen resultados mas uniformes.

Cuando revisamos la literatura, comprobamos que nuestros resultados
difieren de los obtenidos por Bernal (2007) y Bravo (2000), quienes
reportaron que, en vacas Siboney, un tratamiento a base de PMSG y PGF2
complementado con anti-PMSG, por via IM al momento del segundo servicio

de IA, se observd una media de cuerpos lateos entre 6.4 + 4.2y 7.2 + 6.0,
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respectivamente. Esta diferencia de resultados con los nuestros puede estar
relacionada al hecho de que en nuestro estudio no se aplico la anti-PMSG, lo

cual mejora la respuesta superovulatoria cuando se aplica.

FIGURA 20. NUMERO DE CUERPOS LUTEOS POR HORMONA.

NUMERO DE CUERPOS LUTEOS/HORMANA

HORMONA

La baja respuesta obtenida en esta investigacion, donde utilizamos vacas
cebuinas, coincide con lo reportado por Bernal (2008), que sefala que la
respuesta a la utilizacibn de PMSG, es menor en animales cebuinos,

comparados con animales cruzados de la raza Siboney.

Este efecto se debe a que la PMSG es una proteina extrafia al organismo y a

diferencia de las razas europeas y sus cruces, las razas cebuinas tienden a
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producir un mayor numero de anticuerpos disminuyendo la respuesta ovarica
siendo cada vez menor a medida que aumentan las concentraciones de
anticuerpos (Mc Donald, 1981). Por lo tanto esta hormona puede provocar un
desarrollo de foliculos adicionales que no alcanzan a ovular por su vida media

larga en sangre (Petr et al., 1990).

En cuanto al namero de CL por tratamiento hormonal (Figura 21) se pudo
observar gque las respuestas mas estables se lograron cuando se aplicé FSH,

encontrandose respuestas variables con la PMSG.

FIGURA 21 NUMERO DE CUERPOS LUTEOS POR TRATAMIENTO
HORMONAL.

8.00 4

7.00

6.00 A

000

NUMERO DE CUERPOS LUTEOS/TRATAMIENTO

DOSIS




78

4.3. Produccion de Embriones por Tratamiento.
El andlisis de varianza (Cuadro XlIl) para la produccién de embriones reflejo
diferencias altamente significativas (P<0.001) para hormona, dosis y dosis

dentro de hormona para la produccion de embriones.

Las mayores cantidades de embriones se lograron con la aplicacion de FSH
en dosis medias y bajas (3.50 = 288 y 4.00 £ 3.30 embriones
respectivamente) que utilizando la PMSG en donde los mejores resultados se
lograron con dosis bajas (0.25 = 0.50) (Figura 22), coincidiendo nuestros
resultados con los estudios realizados por Calva et al. (2001) quienes

obtuvieron resultados satisfactorios con el uso de la FSH.

CUADRO XIII. ANOVA PARA PRODUCCION DE EMBRIONES POR
TRATAMIENTO.

HORMONA 1 37.29 37.29 10.09  0.0044**
DOSIS 5 66.87 13.37 465  0.0067*
HORMONA(DOSIS) 5 66.87 13.37 465  0.0067*
ERROR 23 51.75 2.87

R?=0.31

CV=170.90%
Media= 1.13



79

FIGURA 22. NUMERO DE EMBRIONES POR DOSIS DE HORMONA.

NUMERO DE EMBRIONES/DOSIS

DOSIS

Los resultados obtenidos con la hormona FSH concuerdan con los trabajos
realizados en el IDIAP por Gonzélez y De Ledn (2008), que han reportado
una respuesta promedio de 7.6 embriones totales por superovulacién, de los

cuales 6.33 embriones transferibles.

En nuestro estudio, cuando utilizamos la hormona FSH logramos no solo la
mayor cantidad de embriones, sino la mejor calidad (Figura 23), pero es
importante sefialar que el uso de esta hormona resulta ser un arma de doble
filo ya que por su corta duracién en la sangre es necesario aplicarla en
intervalos de 12 horas, lo cual causa estrés en el animal por la constante

manipulacion y pudiera afectar la respuesta.
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También coinciden nuestros resultados con los publicados por otros autores
Diaz et al. (1999) y De Ruigh et al. (1995), quienes observaron que en
animales en los que se inici0 el tratamiento de FSH el dia 12, tanto la
respuesta superovulatoria como el numero total de embriones recogidos y el
namero de embriones transferibles fueron significativamente superiores que
los resultados obtenidos en los animales tratados con PMSG. Concordamos
también con lo sefialado por De Armas et al. (1996) cuando indican que la
utilizacion de la hormona FSH brinda resultados mas estables al ser

comparada con la PMSG ya que es mas eficiente en animales con sangre

cebuina.

FIGURA 23. NUMERO DE EMBRIONES POR TIPO DE HORMONA.
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4.4. Estadios y Calidad Embrionaria por Tratamiento.

La media para embriones recuperados fue de 1.12 aunque los mejores los
promedios se lograron con las dosis medias y altas de FSH (3.50 + 2.88 y
4.00 + 3.60 respectivamente). Estos embriones fueron clasificados en estadios

de moérulas y mérulas tempranas.

La clasificacion se hizo de acuerdo a las caracteristicas descritas por
Stringfellow y Siedel (2000) en el Manual de transferencia de Embriones de
la IETS (International Embryo Transfer Society) categorizandose como de

calidad 1 y 2 aptos para ser transferidos.
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5. CONCLUSIONES

Con base a los resultados obtenidos en este estudio podemos concluir lo
siguiente:

1. La Hormona Foliculo Estimulante (FSH) ofreci6 mejor respuesta al

tratamiento superovulatorio que el Suero de Yegua Prefiada (PMSG).

2. Eltipo de hormona influye en el nimero de cuerpos lUteos.

3. El tipo de hormona tiene un efecto sobre el numero de embriones

recuperados.
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6. RECOMENDACIONES

En los programas de transferencia de embriones no solo es importante que el
namero embriones transferibles sea alto, sino que también respondan la
mayor parte de los animales tratados. Por lo tanto, la monitorizacion del
foliculo dominante y el control del inicio de su atresia o la induccién de su
rotura en el momento de comenzar el tratamiento superovulatorio, a través de
la ultrasonografia pueden permitir un incremento importante en el nimero de

embriones transferibles obtenidos.

Por lo anteriormente expuesto, recomendamos que antes de iniciar los
tratamientos SOV, independientemente de la hormona, se verifique la
presencia o no de foliculos dominantes que puedan afectar las respuestas de

las donadoras y reducir el nUmero de embriones colectados.

Por la gran cantidad de foliculos no ovulados al utilizar la PMSG,
recomendamos aumentar la dosis de hCG que neutralicen la totalidad de la

dosis de PMSG y mejore la respuesta al tratamiento.
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