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RESUMEN

La transferencia embrionaria (TE) es la técnica mas utilizada en el mundo para reproducir
hembras de alto valor genético y en la actualidad es aplicada a casi todas las especies de animales
domeésticos, algunas especies de animales salvajes y exaticos, e inclusive a la especie humana. Las
mejorias en la eficiencia reproductiva y la multiplicacion de genotipos méas productivos estan
directamente ligadas a incrementos en la productividad, los cuales son factores decisivos para la
sustentabilidad de la actividad pecuaria. Por esta razon, las investigaciones proponen la TE como
una de las herramientas biotecnol6gicas basicas para aumentar la cantidad y calidad de los bovinos
producidos. En condiciones normales, cada vaca produce una sola cria al afio, lo cual significa que,
cuanto mucho producira de 6 a 12 terneros en su vida. Con la transferencia de embriones, se ha
llegado a obtener mas de cien crias de una vaca durante su vida productiva. La transferencia de
embriones esta dentro de un marco de mejoramiento genético y se puede hacer tanto en fresco como
también en forma congelada. El trabajo consiste en superovular vacas élite de alta produccidn, para
poder multiplicar esa genética. La superovulacion de la vaca permite que ésta, en vez de ovular una
sola vez y producir un embrion por afio, con la estimulacién, produzca mayor cantidad de évulos,
gue pueden asi, llegar a 10 o 12. Posteriormente, se insemina a las vacas, y 7 a 8 dias después, los
profesionales encargados del protocolo de trabajo se encargan de realizar la colecta de embriones.
Existen muchas razones por las cuales un productor puede optar por la transferencia de embriones.
La primera razén puede ser la probabilidad del mejoramiento genético del rodeo. Por medio de la
inseminacion artificial (I1A), la genética superior de los machos se puede propagar en un rodeo;
mientras que, con la transferencia de embriones, la genética superior de las hembras puede tener el
mismo efecto en una o en muchas manadas. La transferencia de embriones permite que una hembra
en particular produzca muchas crias en un afio determinado y muchas mas en su periodo
reproductivo. Cada una de estas crias tiene la gran posibilidad de Ilevar los rasgos superiores de la
madre, tales como la capacidad de aumentar de peso y tamafio, o incluso de producir mas leche.
Otros beneficios de la TE son el control de las enfermedades, la proteccion de las funciones
reproductivas y el aumento de las posibilidades de que nazcan mellizos. Entre las aplicaciones de la
TE, podemos nombrar, congelacion de embriones, uso intensivo de la hembra de alto valor
genético, recuperacion més eficaz de individuos exdticos y de razas en peligro de extincion,
importacion y exportacion de material genético, introducir rapidamente una raza no existente en un
pais, transportar hatos enteros en forma de embriones congelados, con un costo inferior al costo de

transporte de un solo animal adulto.
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INTRODUCCION

La transferencia de embriones en el ganado bovino es una biotecnologia cuya aplicacién ha ido
en constante aumento en los ultimos afios, debido a que permite acelerar la ganancia genética y

mejorar la eficiencia productiva de un rodeo.

La superovulacion es el factor que méas limita a la técnica de transferencia de embriones y su
contribucion a la mejora genética animal. Se sabe que la superovulacion continla siendo un método
muy ineficiente de obtencion de ovocitos de ovarios bovinos y es probable que dentro de una
década sea substituido por otros enfoques con mayor éxito. Sin embargo, aun asi, la superovulacion
resulta en un porcentaje diez veces mayor de embriones que la recuperacion del évulo Unico
producido por una hembra no sometida a estos tratamientos. Segun el protocolo usado y otros
factores que se discuten en este trabajo, se pueden obtener entre 5 a 12 embriones de un tercio de las
donantes superovuladas. En un pequefio porcentaje de las donantes puede esperarse la produccion
de 20 embriones de buena calidad y 50 muy raramente para algunas donantes. Aun asi, de momento

la técnica de superovulacion y sus diferentes protocolos para lograrla aln se justifican plenamente.

La mayoria de los trabajos de investigacién sobre protocolos de superovulacién estudian sélo un
protocolo o comparan una técnica especifica con otra anteriormente usada. En este trabajo se
pretende de una forma organizada, y no demasiado extensa, presentar la mayoria de los protocolos,
gue han sido establecidos y testados con éxito en los Gltimos afios, tendientes, por un lado, a
sustituir y simplificar los protocolos anteriormente usados con tasas de éxito menores, ultrapasando
las limitaciones que presentaban y de aumentar el nimero de embriones obtenidos por tratamiento,

mediante el control de la dinamica folicular ovarica.

Con este trabajo, alguien interesado puede en poco espacio de tiempo, ponerse al corriente de los
diversos protocolos, su eficiencia, donde y cdmo se han usado, y hacer una seleccién conveniente

para ser aplicado, o, a partir de uno ya existente proponer alguna variante del protocolo.

En el desarrollo de la monografia se presenta una breve descripciéon del ciclo estral, de la
dindmica folicular y de los factores a tener en cuenta al momento de elegir tanto las hembras

donantes como las receptoras.



Objetivos

A. Objetivo general:

Desarrollar brevemente y sintetizar los diferentes protocolos de sincronizacién y superovulacion

para la transferencia de embriones en ganado bovino

B. Objetivos especificos:

1. Realizar una revision bibliogréafica sobre las bases fisiologicas del ciclo estral bovino, los

conceptos generales de sincronizacion y superovulacién para la transferencia de embriones en

bovinos.
2. Sintetizar y analizar los protocolos disponibles en relacion con su eficacia y aplicabilidad

3. Elaborar para cada protocolo un diagrama que muestre en forma resumida toda informacion

relevante.



DESARROLLO

1. Fisiologia Reproductiva del Bovino

Una de las funciones principales de todas las especies es la reproduccién, lo que permite la
perpetuidad de las mismas. Para lograr esta funcién, las especies domesticas deben cumplir con
ciertos requisitos. Esto significa en términos fisiolégicos, lograr un desarrollo y peso corporal
determinados, cierta edad y reservas energéticas como para llevar adelante con éxito una gestacion
y tener la capacidad de alimentar a sus crias (Mayer et al., 2004).

Cuando la hembra alcanza la pubertad manifiesta cambios ritmicos en su conducta sexual
(receptividad sexual), en donde entra a un periodo de ciclicidad reproductiva que continua a través
de toda su vida, a excepcion del periodo de gestacion o de balance energético negativo en el cual
prevalece el anestro (Sartori y Barros, 2011). Los acontecimientos que comienzan en un celo y
finalizan en el siguiente reciben el nombre de ciclo estral, el cual se caracteriza por el crecimiento y
la regresion de foliculos y cuerpo lateo, en un promedio de 21 dias (rango 17- 25) y se produce en
forma continua a lo largo del afio, por lo que se clasifica a las hembras bovinas como poliéstricas
continuas. El conocimiento de los mecanismos involucrados en el control del ciclo estral (de la
ovulacion, de la funcién latea, de la dindmica folicular, etc.) dan las bases para comprender y
establecer métodos eficientes de sincronizacion del celo, como asi también tratamientos que

aumenten el namero fisiolégico de ovulaciones (superovulacion), (Palma, 2001).

1.1 Control neuroenddcrino del ciclo estral

El control enddgeno del ciclo estral del bovino implica la secrecion interrelacionada de varias
hormonas (figura 1) que incluyen la hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH) secretada por el
hipotalamo, la hormona estimulante de los foliculos (FSH) y la hormona luteinizante (LH)
secretadas por la glandula pituitaria (hipdfisis), estrégenos, progesterona e inhibina secretados por
los ovarios y prostaglandina F,, (PGF,,) secretada por el Gtero. La FSH es la responsable del
proceso de esteroidogénesis ovarica, crecimiento y maduracion folicular. La LH también interviene
en el proceso de esteroidogénesis ovarica, ovulacion, formacion y mantenimiento del cuerpo IGteo.
Estas hormonas son secretadas a la circulacion en forma de pulsos y son regulados por dos sistemas,

el ténico y el ciclico. El sistema tonico produce el nivel basal circulante, siempre presente, de



hormonas hipofisarias las cuales promueven el desarrollo de los elementos germinales y endocrinos
de las gonadas, el sistema ciclico opera mas agudamente, siendo evidente por s6lo 12 a 24 horas en
cada uno de los ciclos reproductivos de la hembra. EI modo ciclico tiene por funcion primaria

causar la ovulacién. La neurohipo6fisis también almacena la oxitocina producida en el hipotalamo.

Entre las hormonas que producen los ovarios, los estrogenos, hormonas esteroideas, son
producidos por el foliculo ovarico y tiene acciones sobre los distintos 6rganos blanco como son los
oviductos, el Gtero, la vagina, la vulva y el sistema nervioso central, en el cudl estimulan la
conducta de celo y ejercen un feed back negativo sobre el centro ténico y positivo sobre el centro
ciclico. La progesterona, hormona esteroidea, es producida por el cuerpo luteo por accién de la LH.
Los efectos de la progesterona se observan después que el tejido blanco ha estado expuesto durante
cierto tiempo a la estimulacion de los estrogenos. Esta preparacion por los estrdgenos conduce a un
efecto sinérgico. La progesterona prepara el Utero para el implante del embridn y para mantener la
gestacion. A nivel hipotaldmico ejerce un efecto negativo sobre el centro tonico. La inhibina,
hormona proteica, es producida por el foliculo ovarico (células granulosas) e interviene en el
mecanismo de regulacion de la secrecion de FSH y ejerce un feed back negativo a nivel hipofisario,
produciendo una menor secrecion de FSH. El utero produce la PGF,, la cual interviene en la
regulacion enddcrina del ciclo estral mediante su efecto luteolitico. Otras funciones de las

prostaglandinas son la de intervenir en los mecanismos de ovulacién y de parto (Beculaba, 2007).
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Figura 1. Control neuroendocrino del ciclo estral bovino. Adaptado de Bahamonde, 2010



1.2 Fases del ciclo estral bovino

El ciclo estral se caracteriza por tener tres fases, las cuales dependen de la actividad del ovario.
La primera es la fase folicular o proestro. En esta fase sucede el crecimiento de los foliculos que
liberan los estrogenos responsables de la conducta del celo. La segunda fase, llamada fase
periovulatoria 0 metaestro, comienza cuando inicia el celo. Durante esta fase se libera el pico mayor
de gonadotropinas (LH) que provocan la ovulacion. La tercera fase se llama fase luteal o diestro.
Después de la ovulacién, en el lugar donde antes estuvo el foliculo, queda una fosa. Alli los restos
del foliculo sufren cambios importantes por influencia de la LH y se forma el cuerpo luteo (CL),
(Ifiguez, 2011).

La fase folicular o de regresion ltea (proestro) cuya duracion es de 3 dias, comienza con la
regresion del cuerpo lateo del ciclo anterior y finaliza con la manifestacion de celo. Al producirse la
destruccion del cuerpo lGteo tenemos una caida en los niveles de progesterona y posteriormente una
pérdida de tejido luteal, siendo la PGF,, de origen uterino el principal agente luteolitico en los
animales domésticos. Como consecuencia de la caida de los niveles de progesterona, disminuye el
feed back negativo que dicha hormona tenia a nivel hipotaldmico y comienza a aumentar la
frecuencia pulsatil de las hormonas gonadotréficas (FSH y LH) y se estimula el crecimiento
folicular con el desarrollo de un gran foliculo y el aumento en los niveles de estradiol. Cuando los
estrdgenos alcanzan cierto nivel, se estimula la receptividad al macho y comienza el periodo de celo

0 estro (Figura 2).

La fase pre-ovulatoria (estro-metaestro) comienza con la receptividad al macho (la vaca se deja
montar por otras vacas y toros), e involucra todos los cambios que permiten la ovulacién y el
comienzo de la formacion del cuerpo liteo. Durante el estro, cuya duracion es de aproximadamente
18 h, la vaca manifiesta inquietud, ansiedad, brama con frecuencia y pierde el apetito; en el caso de
las vacas lecheras, se reciente la produccion de leche. Las vacas presentan descarga de mucus con
minima viscosidad, 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.
Durante esta fase, los estrogenos en altas concentraciones alcanzan un umbral de estimulacion del
centro ciclico hipotalamico, estimulando a las neuronas hipotaldmicas 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 excepcion del momento en que se produce el
pico preovulatorio de LH, en que puede aparecer un pico de FSH. Posteriormente, 4 a 12 h después

de la onda de LH, se incrementa la concentracion basal y la amplitud de los pulsos de FSH,



relacionandose esto con la primera onda de crecimiento folicular. Luego de 12 a 24 h 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 finalizacion del celo, es el
metaestro (6 dias). En este periodo ocurre la ovulacion de la vaca, a diferencia de otras especies que
lo hacen durante el celo, y comienzan la organizacion celular y desarrollo del cuerpo lGteo. La
ovulacion ocurre 28 a 32 horas de iniciado el celo y es desencadenada por el pico preovulatorio de
LH. Después de la ovulacion hay una hemorragia profunda y el foliculo se llena de sangre
convirtiéndose en cuerpo hemorragico. En la formacion del cuerpo luteo (luteinizacion) se producen
una serie de cambios morfoldgicos y bioguimicos que permiten que las células foliculares se
transformen en células luteales, cambios que finalizan al séptimo dia con un cuerpo lteo funcional.
La Gltima etapa, fase luteal (diestro) se caracteriza por el dominio del cuerpo lateo. EI CL produce
progesterona a partir del cuarto o quinto dia después del celo. EI mantenimiento del CL, asi como la
sintesis de progesterona esta ligada a la hormona LH que es progesterotrofica y luteotrofica. Otras
hormonas que intervienen en la sintesis de progesterona, son la FSH y la prostaciclina (PGI2). La
progesterona inhibe la produccién de GnRH en el hipotdlamo y reduce la liberacion de LH en la
hip6fisis, lo cual evita nuevas ovulaciones. La progesterona también actGa sobre el endometrio para
favorecer la anidacion del embrion y el mantenimiento de la gestacion. Si el ovocito no es
fecundado y la vaca no queda gestante, entonces el Utero libera PGF2a entre los dias 16 y 17 con la

consecuente lutedlisis e inicio de un nuevo ciclo.

MNiveles
de hormonas

l -, e

Fase folicular Fase luteal Fase folicular

FSH - = Progesterona
I:I Estro Estradiol
- LH oV Ovulacién
1

Figura 2. Niveles de hormonas durante el ciclo estral de la vaca. Fuente: Compendio de
reproduccion animal (INTERVET. 2007).



Cuando el cuerpo luteo se destruye, los niveles de progesterona descienden, como resultado de
esto, se activa la liberacion de GnRH e inicia una nueva fase folicular. Normalmente, mientras una

vaca o vaquillona no quede gestante, tendra un ciclo estral de 21 dias.

Las vaquillonas tienen un ciclo estral ligeramente mas corto que las vacas y este ciclo continua
hasta que la vaca o vaquillona quede gestante. Después del parto, las vacas pasan por un periodo de
20 a 30 dias en el que no se presentan ciclos estrales, conocido como puerperio. Este periodo puede
ser mayor en vacas de alta produccion cuando no son capaces de obtener suficiente energia para
cubrir sus necesidades nutricionales. Estas vacas estan en anestro, lo que significa que sus ovarios
no funcionan y por lo tanto no se observan en celo. Ademas, algunas vacas padecen alteraciones del
ciclo. Tal es el caso de las vacas que desarrollan quistes ovaricos, las cuales presentan celo en
intervalos muy cortos de tiempo y con una duracion del celo de tres a cuatro dias (Becaluba, 2007;
Ifiiguez, 2011).

1.3 Dinamica folicular ovarica

Una onda de desarrollo folicular se puede definir como el desarrollo armdénico y simultaneo de
varios foliculos antrales pequefios, en promedio 24 por onda con un rango de 8 a 41, funcionando a
través de estadios integrados de reclutacién, seleccion y dominancia folicular. El reclutamiento es
un proceso por el que, bajo la responsabilidad de la FSH, un conjunto de foliculos antrales
tempranos (2-3 mm de didmetro) comienzan a crecer en un medio con suficiente soporte
gonadotréfico que les permita progresar a la ovulacion. La seleccion es un proceso por el cual un
nico foliculo evade la atresia y adquiere competencia para alcanzar la ovulacién. La dominancia es
el medio por el cual el foliculo seleccionado inhibe el reclutamiento de una nueva serie de foliculos.
El reclutamiento no ha sido investigado profundamente como la dominancia folicular y la
ovulacion. Grupos, mas que foliculos aislados, son reclutados y este proceso se relaciona con
cambios medibles de la FSH circulante. Factores intraovaricos estimulados por la FSH estan
involucrados en el proceso de reclutamiento folicular y los IGF (Factores de crecimiento ligados a
la insulina) y sus proteinas de enlace (IGFBP) han sido implicados en la amplificacion de la accion
de la FSH (Fernandez Tubino, 2003; Intervet, 2007). (Para descripcion de las hipotesis de la

dominancia ver Fernadez Tubino, 2003).



Segun Ginther et al., (1996) el foliculo dominante es anovulatorio si ocurre durante la fase luteal
y ovulatorio si ocurre en la fase folicular. Durante un ciclo estral ocurren de 2 a 4 ondas de
crecimiento y desarrollo folicular, y el foliculo preovulatorio deriva de la ultima (Figura 3). Este
proceso empieza con el reclutamiento en el cuél una cohorte de foliculos comienza a madurar en un
medio con un aporte adecuado de gonadotrofinas que le permiten avanzar hacia la ovulacion
(Sintex, 2005).

Existen vacas con 2, 3 y hasta 4 ondas foliculares. Esto determina que existan diferencias en la
duracion del ciclo estral. En las vacas con 2 ondas el ciclo dura de 18 a 20 dias. En las vacas con 3
ondas, 21 a 23 dias y en las vacas con 4 ondas, 24 - 25 dias (Ifiiguez, 2011). La causa por la cual
degenera el foliculo dominante de la primera onda (ciclo de 2 ondas) y los foliculos dominantes de
la primera y segunda onda (ciclos de 3 ondas) seria la presencia de una baja frecuencia de los pulsos
de LH debido a los altos niveles de progesterona. Un foliculo se hace dominante hacia el tercero o
cuarto dia cuando alcanza los 8.5 mm de didmetro. Los demés foliculos que comenzaron la onda
folicular pero no alcanzaron el diametro de 8.5 mm regresan y experimentan atresia (Ifiguez, 2011).
De acuerdo a Tribulo y col., (2003) se desconoce hasta el momento el papel bioldgico y la
significacion de los ciclos de 2 y 3 ondas. Se ha sugerido que la produccion de estrégenos por parte
del foliculo dominante de la primera onda del ciclo regularia de alguna manera el transporte del
ovocito hasta el Gtero. En ciclos de 2 y 3 ondas, los foliculos de la segunda onda, inducirian la
formacion de receptores de oxitocina en el Gtero, necesarios para la sintesis y liberacion posterior de
PGF2a por parte de este érgano. De cualquier manera, ha quedado demostrado que los foliculos
dominantes de cualquier onda del ciclo son capaces de ovular, lo que es igualmente importante, que

la fertilidad subsiguiente a la ovulacion de cualquiera de estos foliculos es muy similar.

La primera onda folicular inicia el dia 0 inmediatamente después de la ovulacion del ciclo
anterior, la segunda entre los 8 y 10 dias y la tercera entre los 15 y 16 dias. El foliculo dominante de
la primera onda folicular es siempre anovulatorio, porque se encuentra en presencia de un cuerpo
luteo. Esto se debe a que la progesterona producida por el cuerpo luteo hace un blogueo en el
hipotalamo que evita que se libere la LH y la ovulacion no sucede. Alrededor del dia 16 la regresion
del cuerpo luteo permite que el foliculo dominante de la segunda o tercera onda folicular alcance la
ovulacion. Durante la etapa final del proceso de maduracion, la secrecion de estradiol por parte del
foliculo dominante es tan elevada que hace que la vaca manifieste el celo. La ovulacién es la
liberacion del ovocito tras la ruptura del foliculo maduro, sucede 24 horas después del pico de LH.

Tras la ovulacion, el ovocito es recogido por el infundibulo del oviducto y luego va a la porcién
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ampular del oviducto donde se produce la fecundacion y es transportado hasta el utero (Ifiguez,

2011).
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Figura 3. Dinadmica folicular bovina. Fuente Ifiiguez, 2011
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2. Superovulacion en Bovinos

Se denomina superovulacion (SO) al aumento del namero fisioldgico de ovulaciones propias de
la especie, provocado por la administracion de gonadotropinas, aplicadas en forma intramuscular o
subcutanea. En el bovino se considera una respuesta al tratamiento cuando se producen multiples
ovocitos en un solo ciclo estral. El hecho de que la especie bovina sea monovular imposibilita la
obtencion de varios descendientes de manera natural en corto tiempo a partir de una hembra

genéticamente superior (Cobodevilla 'y Torquatri 2001).

Existen basicamente dos métodos generalmente aceptados de superovulaciéon en ganado bovino.
Uno consiste en una sola administracion de una inyeccion intramuscular de 2,000-2,500 Ul de
gonadotrofina coridnica equina (eCG), tipicamente en el dia 10 del ciclo estral (donde el dia 0 se
define como el dia en que las vacas entran en celo), seguido 2 a 3 dias mas tarde por 2 inyecciones
de PGF,, (Dinoprost o Cloprostenol) con 12-24 horas de intervalo. El otro método consiste en la
administracion de FSH.

La respuesta superovulatoria inducida por la eCG es a menudo mayor que la inducida por FSH;
sin embargo, se producen mas embriones transferibles de buena calidad después del tratamiento con
FSH (Selk, 2013).

Los preparados comerciales disponibles cominmente contienen FSH. Esta es inyectada dos
veces al dia durante 4 dias, 8 a 14 dias después del estro, con un cuerpo liteo funcional en uno de
los ovarios. Al tercer dia del tratamiento se aplica una inyeccion de PGF,,, la cual causara la
regresion del cuerpo luteo, con la consiguiente entrada en celo entre las 48 a 60 horas después
(Selk, 2013). En este momento, la vaca suele producir 7-20 0 mas ovocitos viables con un promedio

de 5-15 o0 mas que son transferibles (Rincker, 2013).

2.1 Objetivos de la técnica de superovulacion

El objetivo principal de los tratamientos de superovulacion en vacas es producir un gran nimero
de foliculos ovulatérios, que van a generar un mayor numero de oocitos, para obtener el maximo

ntmero de embriones transferibles o trasplantables (Adams, 1992).

Esta técnica permite la produccion de varios embriones en el mismo ciclo estral, difiriendo de la

produccién unitaria que alcanza una hembra bovina en cada ciclo (Ereno, 2002). La eficiente
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respuesta al tratamiento superovulatorio es la condicion fundamental para que un programa de
transferencia de embriones tenga éxito. Las vacas o novillas que son apropiadamente tratadas
pueden liberar 10 o més ovocitos viables durante el estro. Aproximadamente el 85% de las hembras
responderd al tratamiento superovulatorio con un promedio de 5 embriones transferibles (Machado
etal., 2003).

Segun Demetrio et al., (2007) la transferencia de embriones frescos es una herramienta
importante para aumentar la probabilidad de concepcién en vacas lecheras de la raza Holstein ya
gue puede suprimir los efectos negativos de la produccion de leche y la baja concentracion de
progesterona (P4) en el embrién temprano. La superioridad de la TE vs. IA es mas evidente en

vacas de alta produccion.

En general, la superovulaciéon seguida de la IA, puede ser usada para obtener numerosos
embriones de donantes seleccionadas. Esta técnica, asociada a la TE, representan herramientas
poderosas para diseminar genotipos superiores. Sin embargo, existe una necesidad de simplificar los
protocolos de superovulacion y de TE, especificamente reduciendo la manipulacion animal, sin

comprometer la produccion de embriones y las tasas de prefiez (Cordoba-Salinas, 2011).

2.2 Factores que afectan la superovulacion en bovinos

La respuesta superovulatoria es una de las variables de mayor importancia en el éxito de un
programa de TE. Muchos factores pueden influir en las respuestas de las hembras donantes a la
superovulacion y en la generacion de un alto nimero de embriones fertilizados de buena a excelente
calidad. Ademas de la genética, la nutricion es probablemente el factor aislado mas importante que
influye en la respuesta superovulatoria de la hembra donante. Es importante asegurar que las vacas
se mantengan en un plan de nutricion positivo y sean alimentadas con una dieta que asegure el

mantenimiento de los requerimientos (Velazquez, 2011).

Entre otros factores que afectan tanto la respuesta superovulatoria como la produccion de
embriones, hay que considerar la raza, la edad, el estado nutricional, la sanidad, el estado
reproductivo, etc. Igualmente, se deben considerar aquellos factores relacionados con el propio
tratamiento de superovulacion, como son el tipo y dosis de hormonas, superovulaciones repetidas y
sus respuestas (Mogollon-Waltero & Burla-Dias, 2013).
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La variabilidad en la respuesta de las donadoras de embriones a tratamientos superestimulatorios
con gonadotrofinas continta siendo uno de los mayores problemas en los programas comerciales de
transferencia de embriones (Barros et. al, 2001). Esto se debe al estrés provocado por las multiples
inyecciones diarias. Una hormona como la eCG requiere una sola aplicacion, pero con resultados
poco consistentes. Utilizando una hormona que presenta mejores resultados, pero requiere maltiples
aplicaciones como la FSH, se aumentan los problemas de estrés. Siendo asi, la situacion ideal seria
utilizar FSH en una dosis Unica que permita garantizar su lenta liberacién durante el tiempo
apropiado para la estimulacion del crecimiento folicular maltiple (Mogollon-Walero & Burla-Dias,
2013).

El estrés es responsable de diversas alteraciones fisiologicas en los animales, incluyendo la
subfertilidad. La interferencia del estrés en el rendimiento reproductivo de los bovinos muestra
mayor importancia cuando se emplea manejo intensivo. Ademas, tanto el cortisol (principal
hormona indicadora de estrés) como la progesterona son liberados por la glandula adrenal en
condiciones de estrés. En los bovinos, se considera como valor basal de cortisol 10 ng/ml, y ha sido
demostrado que los manejos en corral elevan los niveles plasmaticos de esa hormona por encima de

ese valor (Maziero et al., 2007).

Adicionalmente al estrés por manejo, en las regiones tropicales debe considerarse el estrés
producido por altas temperaturas, que, en algunos casos, es capaz de producir largos periodos de
aciclicidad (niveles de progesterona <1 ng/ml), o la ocurrencia de ciclos irregulares y, sobre todo,
ciclos de corta duracién (Waltero, 2013; Wolfenson et al., 1995). Segin Demetrio y col., (2007) la
alta temperatura corporal medida el dia 7 tuvo un efecto negativo sobre la tasa de concepcion y
retencion de embriones. Siendo asi, se concluye que el estrés calérico afecta negativamente la

dindmica ovarica (Torres-Junior, et al., 2007).

Segundo Monnlaux et al., 1983, el estrés por transporte de animales causa disminucion del
nimero de cuerpos lateos en las novillas superovuladas con incremento en las concentraciones

plasmaticas de cortisol.

De acuerdo a Mapletoftet al., (2002) la mayor fuente de variabilidad en la respuesta
superovulatoria en el ganado es el estado de los foliculos ovaricos al inicio del tratamiento con
gonadotropinas. En ese momento, la existencia del foliculo dominante (determinado por medio de
ultrasonografia) inhibe el desarrollo del resto de foliculos y disminuye la respuesta superovulatoria
(Grasso et al., 1989; Guibault et al., 1991; Huhtinen et al., 1992; Bo et al., 1996). Sin embargo, las

precauciones recomendadas Yy los tratamientos para eliminar su efecto y provocar asi un incremento
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del nimero de embriones transferibles no aumentaron la produccion de embriones in vivo (Adams
etal., 1994; Nasser et al., 1993, Hasler, 2000).

Las altas tasas de ovocitos sin fecundar es otro de los factores negativos asociados a los
tratamientos superovulatorios. Ello fue atribuido a alteraciones de la maduracion como
consecuencia del desorden bioquimico y motriz existentes en el oviducto y el Gtero. Estos factores
provocan una gran variabilidad de la respuesta superovulatoria que afecta negativamente el éxito y
con ello el costo de la técnica (Palma, 2001). Sin embargo, los mayores inconvenientes que se
presentan en los programas de seleccién es la necesidad de comenzar la superestimulacién en un
momento determinado del ciclo estral y la poca consistencia en la produccion de embriones viables
por las donantes, sobre todo cuando se considera que entre un 20 y 30 % de las donantes no produce
ningun embrion transferible. Esta variabilidad puede estar influenciada por factores relacionados
con el tratamiento superestimulatorio o en mayor medida por factores individuales asociados a las

caracteristicas de la dindmica folicular ovérica (B6 & Mapletoft, 1999).

Las diferencias entre especies también deben ser consideradas cuando se planean programas de
superovulacion y de transferencia de embriones. Por ejemplo, Bos taurus y Bos indicus tienen
varias diferencias en su fisiologia reproductiva. Especificamente, B.indicus tiene una gran
sensibilidad a las gonadotropinas, una menor duracion del estro, y mas cominmente expresa celo
durante la noche. El B.indicus en comparacion con B. taurus tienen un mayor reclutamiento
folicular por onda folicular (30 a 60 vs 15 a 33 respectivamente), un menor diametro del foliculo
dominante (FD) (6 mm vs 8.5mm) y una adquisicion de la capacidad ovulatoria después de la
induccién con LH (7 a 8.4 mm vs. 10 mm). Ademas, un menor diametro maximo del FD (10 a 12
mm Bos indicus vs 14 a 20 mm del Bos taurus), esto ha sido asociado a un menor cuerpo luteo (CL)

(17 a 21 mm para B. indicus vs 20 a 30 mm para B. Taurus (Kaiser et al., 2015).

Los programas tradicionales de superovulacion aun presentan algunas limitaciones como:
manejo para deteccion de celo; la necesidad de iniciar el tratamiento superestimulatorio en
momento especifico del ciclo estral; la necesidad de deteccion del celo para inseminacion de las
hembras superestimuladas y baja repetitividad en la produccion de embriones viables por donante,

dado que cerca del 20 a 30% de las donantes no responden al tratamiento (Baruseli et al., 2008).

Teniendo en cuenta que se practica hace aproximadamente 35 afios, fueron pocos los progresos
cualitativos y cuantitativos que se lograron en los ultimos 20. Posiblemente ello se deba a la

complejidad de factores que afecta la respuesta hormonal (Hasler, 1992; Palma et al., 1995).
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2.3 Seleccion de hembras donantes

El primer paso en la transferencia de embriones es la seleccion de la hembra donante. La hembra
donante de embriones ha sido uno de los puntos mas estudiados en los programas de TE. Debido a
esto, se han realizado gran nimero de investigaciones lograndose importantes avances en materia de
seleccion de este tipo de animales, asi como en la sincronizacion del ciclo estral, técnicas de
multiovulacion, inseminacion artificial a tiempo fijo (IATF), para obtener mejores resultados en la
colecta de embriones bovinos, ya que este es el producto final que se obtiene de la hembra donante
(Diuca et al., 2007)

De acuerdo con la FAO (2010), existen dos amplios criterios para la seleccion de las donantes en

la mayoria de los programas de transferencia, los cuales son:

a) superioridad genética, de aquellos animales que contribuyen a los objetivos

genéticos programados, y
b) la probabilidad de producir un gran nimero de embriones utilizables.

En la mayoria de los programas de transferencia de embriones, la superioridad esta determinada
en la practica por las fuerzas del mercado. Aunque la escasez y la promocién tienden a influir en el
valor, el verdadero valor genético es la habilidad para transmitir rasgos deseables, y esta debe ser la

consideracion a largo plazo mas importante.

Segun Mapletoft (1985) la seleccidén debe ser basada en tres criterios: superioridad genética,
habilidad reproductiva y el valor en el mercado de la progenie. Los criterios de seleccion de los
productores de carne podran diferir entre si en cuanto a lo que consideran una hembra
genéticamente superior. Ya sea en base a registros de performance o a la conformacién, o ambos
criterios, la seleccion sera siempre considerada en base al valor potencial econémico de los terneros.
Dado que el ganado para produccion de leche es seleccionado habitualmente para un rasgo
importante (produccion de leche), las decisiones relativas a las vacas donantes son en realidad algo
menos complicadas que en ganado de carne. Sin embargo, las consideraciones econémicas son

igualmente importantes.

Ademés de la superioridad genética, se deben tener en cuenta en la eleccion de las hembras
donantes factores como ciclos estrales regulares, precocidad reproductiva, dos 0 menos servicios
por concepcidn en los afios anteriores, comportamiento individual superior a la media del grupo en

caracteristicas de importancia productiva (peso al destete, al afio y a los dieciocho meses), que
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produzca crias superiores a la media del rodeo, especialmente comparado con las hermanas de la
hembra (descendientes del mismo toro), ningun problema al parto, ninguna irregularidad
reproductiva, asi como ningun defecto genético o de conformacion detectable (B6, 2002; Duica et
al., 2007). Ademas, deberd mantener un nivel nutricional adecuado a su peso o al nivel de
produccion de leche. Tanto la vaca obesa como la vaca flaca tendrén problemas de fertilidad, por lo
que es importante que la hembra donante tenga una adecuada condicion corporal en el momento de
la transferencia (Selk, 2013).

La lactacion en vacas de carne o en vacas lecheras no disminuye la respuesta superovulatoria
mientras estas estén ciclando o no pierdan de peso. Las vacas extremadamente gordas son pobres
donantes porque no responden bien a la superovulacién, como también porque su tracto
reproductivo es mas dificil de manipular (Hasler et al., 1987). Segiin Gomez (2005), las hembras
donantes deben ser incluidas en un programa de nutricion balanceada antes de efectuar el proceso
de superovulacion, donde se debe procurar administrar forrajes que brinden al animal los nutrientes
necesarios para que se cumplan las funciones reproductivas, ademas de la incorporacion de
productos que proporcionen al animal adecuados niveles energéticos en la dieta, suplementos
vitaminicos y minerales. Todos estos factores acompafiados de un excelente manejo sanitario

garantizaran 6ptimos resultados en el proceso de obtencién de embriones.

Otro aspecto importante es la determinacion del estado sanitario, o determinar qué tipo
enfermedades pueden estar presentes en la hembra, ya que los embriones, ademas de transportar una
valiosa informacién genética, también pueden ser fuente de diseminacion de enfermedades
reproductivas, tales como la rinotraqueitis infecciosa bovina IBR (Virus herpes bovino tipo 1), el
virus de la diarrea viral bovina (DVB), la leucosis enzootica bovina (LEB), agentes bacterianos
como Brucella abortus, Campylobacter foetus subsp venerealis, Leptospira interrogans y de otras
bacterias como Streptococcus agalactiae, Actinomyces pyogenes y E. coli, ya que el agente
infeccioso va a estar presente en las células embrionarias o asociado con la zona pellcida
(Stingfellow, 2000 a; b).

En los mamiferos, la zona peliicida consiste en una matriz extracelular o “cubierta externa” que
rodea a los ovocitos pre y ovulatorios, y a los embriones jovenes hasta la fase de blastocisto cuando
inicia la eclosion, que es cuando se fracciona esta area. Los embriones salen de zona pelucida entre
los ocho y los nueve dias de edad, y son colectados para ser transferidos el dia 7 pos IA (Gordon,
1999; Jiménez, 2005). También se debe verificar que la hembra donante tenga un periodo postparto
minimo de 60 dias, para que se garantice una efectiva involucién uterina y muestre buena ciclicidad

reproductiva (Gonzalez-Stagnaro, 2001).
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Es de extrema importancia que no se encuentre con un ternero, para evitar el estrés de la
lactancia y cuidados propios de un ternero al pie, logrando asi un mayor rendimiento de la madre en

este proceso biotecnoldgico (Palma, 2001).

Gran parte de las investigaciones se han dirigido al estudio de factores como el tipo de
gonadotropina a ser utilizada en el protocolo de apoyo hormonal, evaluando cuél es mas efectivo
para producir ovulaciones mdltiples con ovocitos de buena calidad, que generen un embrién
excelente después de la fecundacién. Para una superovulacion exitosa, es importante el desarrollo y
el numero de los foliculos presentes a nivel ovarico al momento de la evaluacion de la respuesta de
la hembra donadora al tratamiento hormonal, por eso deberan hacerse evaluaciones de los tamarfios

de las estructuras ovaricas a lo largo de las diferentes etapas de la técnica de TE (B, 2003).

Cualquier vaca madura que cicle es capaz de ser incorporada a un programa de transferencia. El
Unico problema que puede impedir una vaca o novilla de ser superovuladas son anormalidades en el

tracto reproductivo o anormalidades secundarias debido a enfermedades o lesiones (Hasler, 1992).

Independientemente del criterio, el valor de los terneros de una donante debe ser alto lo
suficiente para justificar el gasto adicional. Segln Grimes (2008), el criterio de seleccién también
puede ser basado en el rendimiento, fenotipo, relacion con otras hembras destacadas, o alguna
combinacion entre estos factores. Rincker (2013) declar6é que las caracteristicas buscadas en una
donante varian de acuerdo al tipo de ganado. En muchos casos pueden utilizarse medidas de
superioridad genética, por ejemplo, produccion de leche, composicion de la leche, tasa de
crecimiento, facilidad de parto y resistencia a enfermedades. Como la superioridad fenotipica puede
no indicar superioridad genética, suele ser conveniente consultar a alguien capacitado en la cria de
animales para que las mejores donantes sean seleccionadas para cumplir con los objetivos (Hasler,
1991).

2.4 Seleccidn de hembras receptoras

Los resultados positivos de un sistema de TE, se ven afectados por una serie de factores como
los inherentes a la donante, al embrion, a la aplicacion de la técnica y a las hembras receptoras,
quienes reciben un embrién extrafio a nivel uterino, permitiendo su desarrollo gestacional. Existen
una variedad de parametros que deben ser evaluados en la hembra receptora como son: raza, edad,

estado fisiolégico, sanidad, peso, integridad del tracto reproductivo y manejo. Es ademas de gran
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importancia hacer un seguimiento de las estructuras ovaricas presentes durante la sincronizacion del
estro, asi como de las etapas previas y posteriores a trasplantar el embrién. De este modo, un 6ptimo
desarrollo folicular sera determinante para la formacién de un cuerpo liteo que genere
concentraciones plasmaticas de progesterona suficientes para ofrecer un medio ambiente uterino
adecuado y favorecer el 6ptimo desarrollo embrionario. Al tener en cuenta los factores que afectan
la eficiencia de la técnica de trasplante de embriones, se obtendrda un aumento en los resultados
positivos representados en gestaciones y nacimientos de individuos provenientes de animales de

alto valor genético (Duica et al., 2007).

Gran parte de la atencién en la investigacion ha sido enfocado hacia la hembra donante de
embriones en materia de TE, ya que se han aplicado un sin nimero de protocolos de sincronizacion
del estro, técnicas de obtencién, manipulacion y preservacion de los embriones, asi como de
protocolos de multiovulacion en los que se han utilizado varios tipos de hormonas que
desencadenan este efecto en el que se obtienen ovulaciones multiples. Actualmente el criterio de
seleccion de las hembras receptoras es mas estricto por parte de los profesionales que aplican esta
técnica lo cual ha sido comprendido por los productores que utilizan esta biotecnologia en busca de

realizar mejoras en sus explotaciones mediante la aplicacion de TE.

Las hembras receptoras deben ser saludables y reproductivamente sanas (Huertas, 1991). Se
debe verificar la presencia de estructuras que demuestren ciclicidad a nivel ovarico, rechazando
ademas animales con anormalidades (6rganos sexuales juveniles, hermafroditismo, ninfomania,
endometritis, entre otros) comprobando que no presenten alteracion ni deformidad a nivel de cuello
uterino. Por otro lado, deben presentar un chequeo seroldgico negativo a las enfermedades
infectocontagiosas que afecten las caracteristicas reproductivas. Si se utilizan hembras en periodo
de postparto, estas deben presentar un utero libre de infecciones, debe haber pasado por lo menos
tres meses de haber ocurrido su Ultimo parto y no estar en etapa de amamantamiento a la cria. Las
hembras receptoras deben tener un comportamiento estral ciclico y no presentar sobrepeso (Hafez,
2000), ya que estos, son factores que afectan directamente el desempefio; estas hembras ciclando no
deben ser expuestas a la presencia de toros y se debe contar en el plantel en donde se practique TE
un sistema de identificacion simple, efectivo y permanente. Asi mismo debe llevarse a cabo un
excelente programa de deteccion de celos, contar con un personal capacitado para el manejo de los
animales y contar con unas buenas instalaciones para realizar un manejo adecuado de las hembras
(Gbémez, 2005).

En la evaluacion de las estructuras ovéaricas en las hembras receptoras de embriones por medio

de ultrasonografia transrectal, se ha podido determinar que el foliculo preovulatorio afecta de

19



manera directa el subsecuente tamafio del cuerpo luteo, observando que un foliculo preovulatorio de
1,3 cm da paso a un cuerpo liteo que el dia siete mide 5mm y produce niveles de progesterona
plasmaticos de 1,22 ng/ml y el dia 14 el cuerpo luteo mide 6 mm y genera concentraciones
plasmaéticas de progesterona de 2,48 ng/ml. Asi mismo, un foliculo preovulatorio de mayor tamafio
(1,6 cm) da paso a un cuerpo luteo que el dia siete mide 6 mm y produce unos niveles de
progesterona plasmaticos de 1,61 ng/ml y el dia 14 el mismo cuerpo liteo mide 9 mm, generando
unas concentraciones plasméticas de 3,05 ng/ml. Asi, al haber una mayor produccion de
progesterona plasmatica se espera generar condiciones uterinas mas favorables para el desarrollo
embrionario temprano. Por eso es importante determinar el tamafio de las estructuras ovaricas antes
de realizar el trasplante del embrion a la hembra receptora, mejorando los resultados después de la

aplicacion de la técnica de TE (Vasconcelos, 2001).

Segun un trabajo de Baruselli, et al., (2001) al realizar el seguimiento de las estructuras ovaricas
por medio de ultrasonografia a un grupo de 140 animales, los cuerpos luteos de méas de 2 cm de
diametro produjeron niveles de progesterona circulantes de 2,44 ng/ml y una tasa de concepcion del
58% en hembras a las que se le transfirio un embrién el dia siete postcelo. Las hembras a las cuales
se encontraron cuerpos luteos de 1,5 cm de didmetro tenian niveles de progesterona circulantes de
1,75 ng/ml y una tasa de concepcion del 41%. Las hembras a las que se les encontraron cuerpos
luteos menores de 1,5 cm de diametro presentaron niveles de progesterona circulantes de 1,19
ng/ml, y una tasa de concepciéon del 31%. Mientras que al encontrar un cuerpo liteo de 2,36
centimetros de didametro se detectd una concentracion plasmatica de progesterona equivalente a 4,2
ng/ml y una tasa de prefiez del 70%, en hembras receptoras de embriones a las que se les fue

transferido el embrion el dia siete postcelo (Spell, 2001).

2.5 Superovulacion de la hembra donante

Antes de iniciar el tratamiento para la SOV, las siguientes condiciones deben ser cumplidas para
tener éxito en la produccion de muchos embriones de buena calidad. Debera comprobarse la
normalidad del ciclo estral, para ello deben observarse por lo menos 2 ciclos estrales. La donadora
debe mostrar el celo y el intervalo debe ser normal, es decir, entre 18 y 24 dias (Gong et al. 1991).
Se debe confirmar que no presente ninguna inflamacion uterina como endometritis. La endometritis
subclinica a veces es dificil de detectar por lo tanto debe realizarse una palpacion del Gtero en la

fase lGtea, a veces es necesaria la inspeccion del moco uterino durante el celo. La superovulacion
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puede iniciarse entre los dias 9 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 tratamiento,
debido a que el ovario presenta menor numero de vesiculas foliculares que son los que responden al
tratamiento superovulatorio (Gong et al., 1991).

Experimentos y pruebas de campo realizados durante la década del 80, Ilevaron a la conclusion
general que los tratamientos superestimulatorios comenzados durante los dias 9 o 10 después de
detectarse el celo resultan en una mejor respuesta superovulatoria que aquellos iniciados antes (dias
2 a 6) o después (dia 12 0 13). Esto es debido a que durante el ciclo estral bovino hay 2 0 3 (a veces
4 en el cebl) ondas de desarrollo folicular y en la mayoria de las vacas la segunda onda folicular
comienza, en promedio, entre los dias 9 y 10 (Becaluba, 2007). No obstante, hay una gran variacion

individual y la segunda onda puede comenzar mas temprano (dia 6) o mas tarde (dia 12).

Estudios realizados durante los ultimos 5 afios han demostrado claramente que los tratamientos
superovulatorios deben iniciarse al comienzo de una onda de desarrollo folicular, antes de la
seleccidon del foliculo dominante, para obtener la mejor respuesta posible (Bé y Mapletoft, 1999).
Segun B6 y Mapletoft (1999) 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
0 segunda onda) que los tratamientos iniciados 1 o 2 dias después. Si se tienen en cuenta estos
resultados, la probabilidad que el comienzo de la superestimulacién coincida con el inicio de la
onda folicular es menor al 20 % (1 de 5 o 7 dias) y significa que el 80-90 % de las veces no inician
los tratamientos superovulatérios en el periodo 6ptimo. Ademas, la necesidad de sincronizar el celo
previo (o "base™) en grupos de donantes para comenzar los tratamientos 8 a 12 dias después, implica
mayor trabajo del personal, mas demora en la programacion y el riesgo de una dispersion de celos
gue obligue a colectar embriones en distintos dias (Garzon et al., 2007).

Otra alternativa viable para lograr una mejor respuesta superovulatoria y obviar los problemas
logisticos de programacion, es controlar la dindmica folicular y comenzar los tratamientos en el
momento méas oportuno (que el veterinario disponga, no la vaca). En este sentido, alternativas para
controlar la emergencia de la onda folicular en un estado aleatorio del ciclo estral, sin necesidad de
detectar el celo para establecerlo como base, podria facilitar el manejo de las donantes B. indicus y
posibilitaria un aumento en la eficiencia de los programas de transferencia de embriones en vacas
Cebu (Garzon, et al., 2007).

La dinamica folicular bovina se puede controlar por varios métodos. La mayoria de los

tratamientos estudiados han sido orientados hacia la eliminacion del efecto del foliculo dominante
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(por métodos fisicos u hormonales) y de esta manera permitir el comienzo de una nueva onda
folicular en un determinado periodo conocido. Un método mecanico es la aspiracion de todos los
foliculos mediante ultrasonografia transvaginal (también llamado ablacion folicular) que resulta en
el comienzo sincrénico de una onda folicular 1,5 dias después. Dentro de los métodos hormonales
se ha reportado la utilizacion estrogenos y progestdgenos que inducen la supresion de los foliculos
antrales presentes (B6 y Mapletoft, 1999). Este método fue desarrollado en la década del 90
(progestagenos y esteres de estradiol) para inducir la atresia de todos los foliculos y el comienzo de
una nueva onda folicular 4 dias después (B et al, 1994b; 1995; 1996). Sin embargo, este
tratamiento, ha sido restringido recientemente en algunos paises como USA, Nueva Zelanda y los

de la Unién Europea (Lane et al., 2008).

La variabilidad en la respuesta superovulatoria, el tiempo y el esfuerzo necesario para el
tratamiento y la deteccion del celo, han sido los principales factores limitantes que afectan al éxito
de la tecnologia de transferencia de embriones en los programas de mejoramiento genético. Aungque
el reciente desarrollo de protocolos que permiten el control de la emergencia de la onda folicular y
la ovulacién no han eliminado la variabilidad a la respuesta superovulatoria, estos tratamientos han
tenido un impacto positivo en la aplicacion comercial, en el campo de la transferencia de
embriones, ya que permite el inicio del tratamiento en el momento que nosotros lo proponemos (B6
et al., 2002; 2006; Mapletoft et al., 2002). Ademas, los protocolos que sincronizan la ovulacion han
permitido la inseminacion artificial de la donante a tiempo fijo, evitando asi la necesidad de la
deteccidn de celo durante el protocolo de superestimulacion (Baruselli et al, 2006, B6 et al, 2006).
De esta manera, los tratamientos son ahora mas sencillos y faciles de aplicar por el personal de un
establecimiento, y no depende de la eficiencia de la deteccidon del celo. Sin embargo, el método mas
comunmente utilizado para la sincronizacion de la emergencia de la onda folicular para la
superestimulacion (es decir, el tratamiento con estradiol), no puede ser utilizado en muchos paises
del mundo debido a las preocupaciones sobre los efectos de sustancias estrogénicas en la cadena

alimentaria (Lane et al., 2008).

2.5.1 Sincronizacién del inicio de la onda folicular

2.5.1.1 Estrogenos y Progestagenos

La capacidad de inducir la emergencia de la onda folicular permite el inicio de tratamientos

superestimulatorios sin tener en cuenta el momento del ciclo estral y elimina la necesidad de la
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deteccion de celos o de esperar de 8 a 12 dias para iniciar los tratamientos con gonadotrofinas
(Mapletoft et al., 2009).

En Sudamérica son comercialmente aprovechables diferentes ésteres de estradiol, incluyendo el
benzoato de estradiol (EB), el valerato de estradiol (EV) y el cipionato de estradiol (ECP). Todos
han demostrado induccion de la regresion folicular cuando son administrados en presencia de altas
concentraciones de progesterona (P4) en plasma (Eckery et al., 1994). EI EV posee una vida media
mas larga, lo que resulta en un intervalo mas variable para la emergencia de onda folicular que el
EB que posee una vida media mas corta (Colazo et al., 2005); Ejemplo de la utilizacién de ECP y
de EB pueden verse en Aguilar et al., 2011 y Veiga et al., 2011.

Como anteriormente mencionado, en los afios 90, se iniciaron tratamientos para inducir la
sincronizacion de la emergencia de una nueva onda folicular mediante la utilizacion de
progestagenos y estradiol (B0 et al, 1994b; 1995; 1996). Este método para la superovulacion en
bovinos ha sido ampliamente descripto por varios autores (B6 et al., 2002; Mapletoft et al., 2002;
2007). El tratamiento hormonal mas comun es aquel que usa estradiol 17p (E-178) o BE combinado
con P4, inyectados en el mismo momento de la insercion de un dispositivo intravaginal de
liberacion de P4. Esto ha sido utilizado por los profesionales de todo el mundo, y ha sido
incorporado en los protocolos que permiten la IATF de las donantes (B et al., 2006; Baruselli et
al., 2006).

La posibilidad del uso de estrégenos y progestagenos para controlar el desarrollo folicular se
basa en el potente efecto supresor de la combinacién de estos esteroides sobre las gonadotrofinas.
Los primeros estudios tuvieron como objetivo determinar la eficacia del tratamiento con
progestageno y estradiol-170 (E-170) para suprimir el desarrollo del foliculo dominante y de esta

manera sincronizar el desarrollo de una nueva onda folicular (Becaluba, 2007).

Segin B6 & Mapletoft (1999) el tratamiento con progestdgeno y E-17B, administrado en
cualquier momento del ciclo estral, induce el crecimiento sincrénico de una nueva onda folicular,
aproximadamente 4,3 dias después y el E-173 suprime el desarrollo folicular cuando es
administrado un dia después de la insercion de los implantes de progestdgeno, o cuando es
administrado en el mismo momento de la insercion del implante, pero en combinacion con
progesterona inyectable. De acuerdo con estos resultados, los autores mencionados realizaron una
serie de experimentos para evaluar la respuesta superovulatoria en vacas y vaquillonas previamente

tratadas con progestagenos y E-17p.
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El tratamiento hormonal mas comdn para la sincronizacion de una nueva onda folicular para
superovulacion ha sido la administracion de 5 0 2,5 mg de E-17 0 2,5 mg de BE y 100 o0 50 mg de
progesterona por via intramuscular en el momento de la aplicacion del dispositivo intravaginal (B6
et al., 2002, 2006; Mapletoft et al., 2002). El tratamiento con estradiol provoca la supresion de la
liberacion de FSH y la atresia folicular. Una vez que el estradiol es metabolizado, surge la FSH y
emerge una nueva onda folicular, aproximadamente 4 dias después del tratamiento (B6 et al., 1995).
El esquema siguiente puede resumir un protocolo de este tipo (Figura 4).

Figura 4. Esquema de un protocolo de induccion de superovulacion con estradiol y
progesterona

En una serie de experimentos donde los tiempos de ovulacion fueron monitoreados por
ecografia, B0 et al., (2006) mostraron como la sincronizacion de la emergencia de la onda folicular
con estradiol podria ser incorporado a un protocolo de IATF en donantes, sin necesidad de detectar
celos y sin comprometer los resultados. Esto se logra al retrasar el momento del retiro del
dispositivo de progesterona para prevenir ovulaciones tempranas permitiendo de este modo el
desarrollo de foliculos de menor tamafio, seguido de induccién de la ovulaciéon con GnRH o LH. La
IATF en donantes, ha resultado ideal para los profesionales que utilizan la transferencia embrionaria
(Larkin et al., 2006).
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Entre los tratamientos superovulatérios usados en razas cebuinas se destaca el protocolo P-36,
propuesto por Barros & Nogueira (2001), en el cual la fuente de progesterona CIDR-B o DIB se
mantiene por hasta 36 horas después de la aplicacién de PGF2a, (de alli el nombre P-36) y la
ovulacidn es inducida con LH exdgena, administrada 12 horas después de la remocion de la fuente
de P4 (es decir, 48 horas después de la administracion PGF2a). Como la ovulacion ocurre entre 24
y 36 horas después de la administracion de LH se programa la 1A a tiempo fijo (IATF) 12y 24
horas después de la pLH, evitando la necesidad de detectar celo (Barros et al., 2007), figura 5.
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Benzoato de 3 2 :;: = 24 hs
Estradiol (BE) via 2 -E & ?-]. después
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pas 0| 1| 2| 3| a4|s|e| 7| 8] 9| 10f

Dosis decrecientes f

de FSH,
administradas 2
veces/dia durante 4
dias

AM -LH

AM- PGF2a
AMy PM eCG
intramusc

Figura 5. Protocolo P-36 segun trabajo de Barros et al., 2007

En hembras de la raza Nelore ha sido utilizada una variacion del protocolo P-36, segln el cual el
dispositivo intravaginal es retirado 24 horas después de la PGF2a, que paso, asi, a ser llamado P-24
(Barros & Nogueira 2001). Esta variacion puede tener resultados comparables con los de P-36,
porque la capacidad ovulatoria en Bos taurus indicus es adquirida con diametros inferiores a los
observados en Bos taurus taurus. Sin embargo, la utilizacion del protocolo P-36 en razas europeas
disminuy6 el nimero de embriones viables, comparado con protocolos convencionales con
observacion de celo. Se realizaron asi, ajustes a estos protocolos. Por ejemplo en vacas de las razas
Holstein y Angus, el protocolo P-36 se mostrd mas eficaz cuando el agente inductor de la ovulacion
(LH o GnRH) era aplicado 60 horas después de la administracion de PGF2a (P36/LH60), en vez de
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48 horas (P36/LH48) (Baruselli et al., 2006; Chesta et al., 2007). En la siguiente figura se puede ver
un protocolo P-24 aplicado a vacas Brahman segun Salgado et al., 2010).
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Figura 6. Esquema del protocolo P-24 seguido por Salgado et. al., 2010 en vacas Brahman con

el objetivo de evaluar su eficiencia.

Estudios realizados en Brasil en rodeos de leche de alta produccion indicaron que es preferible
dejar el dispositivo con progesterona 12 horas adicionales antes de removerlo (es decir, el dia 7 por
la tarde) seguido por GnRH, 24 horas mas tarde (es decir, el dia 8 PM) con IATF, 12 y 24 horas
mas tarde (BO et al., 2006).

En razas Bos Indicus, se encontrd preferible la remocion del dispositivo en el dia 7 PM, seguido
de GnRH 12 horas mas tarde (es decir, en el dia 8 por la mafiana). Siendo las donantes inseminadas
dos veces, 12 y 24 horas después de la administracion de GnRH o pLH, es posible utilizar una sola
inseminacion 16 horas después de la pLH (Baruselli et al., 2006). Sin embargo, se debe prestar
especial atencion a la calidad y la cantidad de semen que se utiliza en las donantes
superestimuladas, a fin de evitar una disminucion de la produccién de embriones viables. Cuando se
utiliza semen sexado, se usan dos dosis de semen en cada inseminacion, la cual se realiza 18 y 30
horas después de la administracion de pLH (Baruselli et al., 2008). En la figura 7 se muestra un

esquema de un protocolo de superovulacion después de tratamiento con estradiol y progesterona y
uso de IATF.
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Lewis &Trounson, (1996) realizaron un experimento a campo en la que se utilizaron un total de
58 animales en 6 establecimientos de Victoria (Australia). En este protocolo, los animales
recibieron 2 inyecciones de PGF2a cada 11 dias. Seis dias después de la Gltima PGF2q, las vacas
recibieron un dispositivo intravaginal de progesterona CIDR-B (InterAg, Nueva Zelandia). A los 3
dias de colocado el CIDR-B la mitad de las donantes recibieron una inyeccion intramuscular (IM)
de 5 mg de E-17B mientras que la otra mitad de los animales no recibieron la inyeccioén de E-17B.
Todas las donantes fueron superestimuladas 7 dias después de colocado el CIDR-B (o 4 dias post E-
17B). Los resultados muestran que los animales que recibieron E-17B tuvieron una tendencia
(P=0,061) a producir un nimero mayor de embriones transferibles. Se demostré asi, que el
tratamiento de progestdgeno mas E-17B resulta en el crecimiento sincronico de una nueva onda
folicular, que comienza en promedio 4,3 dias después. Utilizando este tratamiento es posible
sincronizar el desarrollo folicular en un grupo de donantes, sin tener en cuenta el estadio del ciclo
en gue se encuentran. Los tratamientos comenzados en el momento del inicio de la nueva onda
folicular (4 dias pos E-17B) resultan en una respuesta comparable o superior a la de los tratamientos
iniciados de la manera tradicional. Este procedimiento tiene la ventaja de poder elegir el momento
para realizar la coleccion y facilita la programacion de grupos de donantes en un determinado
establecimiento (B6 & Mapletoft, 1999).
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Figura 7. Esquema de un protocolo de superovulacion después de tratamiento con estradiol y

progesterona y uso de IATF
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Los trabajos anteriormente descritos demuestran la efectividad en la utilizacion de tratamientos
con E-17B y progestagenos en programas de superovulacion. Sin embargo, B6 & Mapletoft, (1999)
refieren que el mayor inconveniente es que el E-17B es que no se encuentra disponible como
preparado comercial en el mercado argentino, y hay que prepararlo a partir de la droga pura
estradiol E-8875 de Sigma Chemical Co., USA o de otra fuente comercial de esta droga pura. Como
mencionado anteriormente, el uso de estradiol se encuentra restringido en paises como USA, Nueva
Zelanda y de la Union Europea. Con esta restriccion, se hizo necesario el desarrollo de tratamientos

gue no requieren el uso de ésteres de estradiol (Mapletoft et al., 2009).

2.5.1.2 Ablacién Folicular

Una alternativa al uso del estradiol es eliminar el efecto supresor del foliculo dominante a través
de la aspiracién folicular guiada por ultrasonografia y comenzar el tratamiento superestimulatorio 1
0 2 dias después (Bungartz & Niemann, 1994; Bergfelt et al., 1997). La ablacion del foliculo
dominante es generalmente conseguida usando un equipo de aspiracion folicular guiado por
ultrasonido. Puede realizarse la aspiracion de todos los foliculos mayores de 5 mm de diametro o la
ablacion del foliculo dominante de la primera onda de crecimiento folicular, lo que ocasiona un
descenso prematuro de los estrogenos e indirectamente de la FSH, y sincroniza la emergencia de
una nueva onda de crecimiento. Para mejorar el desarrollo folicular este tratamiento puede ser
acompafiado por inyecciones de somatotropina bovina (Butarini 2000 et al., 2000). Los primeros
trabajos de ablacion folicular realizaban la extraccion de todos los foliculos > 5 mm (Bergfelt et al.,
1997), posteriormente se ha demostrado que solo es necesario la ablacion de los dos foliculos mas
grandes (Baracaldo et al., 2000) para asegurar que el foliculo dominante sea eliminado (Baracaldo
et al., 2000). Los tratamientos superestimulatorios se pueden iniciar 1 a 2 dias mas tarde, en el
momento de la emergencia de una nueva onda folicular. En la figura 8 se presenta un esquema de
un protocolo con ablacién folicular.

B6 & Mapletoft (1999) realizaron una serie de experimentos en base a estos resultados
preliminares para evaluar la respuesta superovulatoria de la onda folicular sincronizada mediante la
ablacion. Las vaquillonas del grupo control (esquema tradicional) recibieron una dosis de PGF2a
(500 mcg cloprostenol) y fueron superestimuladas entre los dias 8 a 12 después del celo. A las
vaquillonas del grupo ablacion se le realizo aspiracion de todos los foliculos > 5 mm presentes en el
ovario y al mismo tiempo se coloc6 un implante de Norgestomet para controlar la fase luteal,

iniciandose la superestimulacion un dia después.
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Figura 8. Esquema de un protocolo de superestimulacion luego de ablacion folicular

Estos animales recibieron una sola inyeccién subcutanea (SC) detras de la paleta de Folltropin-V
(400 mg NIH-FSH-PI), y se administr6 PGF a las 48 y 60 h de la inyeccion de Folltropin-V y se
inseminaron (IA) 60 y 72 h después de la primera aplicacion de PGF. Los embriones fueron
colectados 7 dias después de la primera IA. Los resultados mostraron que no hubo diferencias
significativas entre los grupos, pero que las respuestas de las vaquillonas en el grupo ablacion
fueron significativamente menos variables que las del grupo control. Se debe mencionar que la
ablacion folicular fue realizada en cualquier momento del ciclo, por lo tanto, utilizando este
procedimiento no es necesario sincronizar a las donantes antes de empezar un programa de

superovulacion, lo que representa una ventaja en relacion a protocolos anteriores.

La aspiracion folicular también ha sido realizada en otros laboratorios con esquemas mas rigidos
en relacidn al ciclo estral. Como ejemplo se puede mencionar un estudio en donde la aspiracion del
foliculo dominante se realiz6 el dia 6, o 7 u 8 del ciclo (2 dias antes de comenzar la
superestimulacion). En este caso se obtuvo en una respuesta significativamente mayor que la de
vacas superestimuladas en el mismo periodo del ciclo estral, pero que conservaban el foliculo
dominante (B6 & Mapletoft, 1999). Aunque el tratamiento de ablacion folicular ha resultado ser
muy eficaz, su desventaja reside en el hecho de ser siempre necesario contar con un equipo de

ultrasonido y personal capacitado, estos dos aspectos se consiguen facilmente en centros de
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produccion de embriones, pero que resultan dificiles de conseguir y aplicar a campo, (B¢ et al.,
2006).

2.5.1.3 GnRH o pLH

Segun Macmillan & Thatcher (1991) la GnRH induce ovulacion o luteinizacion del foliculo méas
grande en el momento del tratamiento, con emergencia de una nueva onda folicular
aproximadamente 2 dias después. Por otro lado, se demostr6 que la emergencia de la onda folicular
s6lo ocurre cuando el tratamiento resulté en ovulacién (Martinez et al., 1999) y los porcentajes de
ovulacion después del tratamiento con GnRH en cualquier momento del ciclo estral varia entre
44,3% (Colazo et al., 2009) y 85% (Pursley et al., 1995). Por lo tanto, el intervalo desde el
tratamiento con GnRH y la emergencia de la onda no es consistente como se requiere para la
superestimulacion. De hecho, Deyo et al. (2001) mostraron en sus trabajos una produccién de
embriones insatisfactoria después de la sincronizacion de la emergencia de la onda folicular para la
superestimulacién con GnRH. Resultados mas recientes relacionados con trabajos comerciales
(Steel & Hasler, 2009) y otro de investigacion con 411 donantes lecheras (Wock et al., 2008) han
tenido datos prometedores, sin diferencias significativas en produccién de embriones
comparativamente con el uso de un protocolo con estradiol. Basicamente el método consiste en la
aplicacién de un dispositivo con progesterona en cualquier momento del ciclo estral, se administra
GnRH 2 o 3 dias mas tarde y se comienza el tratamiento superestimulatorio 1,5 a 2,5 dias después
(Carballo Guerrero et al., 2009).

Aunque se deben programar estudios experimentales controlados y apropiados para confirmar
los resultados prometedores con el uso de GnRH, los profesionales han tenido éxito con el uso de
esta hormona para sincronizar la emergencia de la onda folicular antes de la superovulacién. Un
esquema de un protocolo de la emergencia de la onda folicular con GnRH 6 pLH, se presenta en la

figura 9.

Otro protocolo eficaz (Figura 10) consiste en la aplicacion de un dispositivo con progesterona y
la administracion de una dosis de PGF2a en cualquier momento del ciclo estral (dia 0). El
dispositivo con progesterona no es removido y permanece hasta el momento en que finalizan los
tratamientos con gonadotrofinas. La GnRH es administrada en el dia 6, y los tratamientos con
gonadotrofinas se inician 36 horas después (es decir, el dia 8) en el momento esperado de la
ovulacion (Serrano, 2012, Small et al., 2009).
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Mediante la adicion de una segunda dosis de GnRH 24 horas después del retiro del dispositivo
con progesterona (inicio esperado del estro), es posible realizar 1A a tiempo fijo con este protocolo.
En conjunto, los datos sugieren que los protocolos de superovulacion en la primera onda folicular
después de sincronizar la ovulacién pueden ser utilizados sin la necesidad de detectar celos en

grupos de donantes y sin disminuir la produccién de embriones.

2.5.2 Induccidn de la superovulacién

2.5.2.1 Gonadotropinas

En vacas se han usado tres tipos diferentes de gonadotropinas para inducir superovulacion: la
hormona foliculo estimulante (FSH), que puede ser oriunda del extracto de pituitaria de porcinos,
ovinos y equinos, o incluso la FSH recombinante bovina y la somatotropina bovina (bST), la
gonadotropina corionica equina (eCG) y la gonadotropina menopausica humana (hMG) (Machado
et al., 2003; Marquez et al., 2008).

Cuando se iniciaron los protocolos de transferencia de embriones en bovinos, el tratamiento con
eCG se hacia coincidir con la regresién natural del cuerpo lateo (CL), es decir, el dia 16 del ciclo
(Serrano, 2012). Con la introduccion de la prostaglandina F2a en la década del 70, fue posible
iniciar los tratamientos con gonadotrofinas en otros momentos del ciclo estral. Asi muchos
profesionales veterinarios e investigadores modificaron el inicio de los tratamientos con
gonadotrofinas a la mitad del ciclo (es decir, 8 a 12 dias después del celo) (B6 et al., 1995;
Mapletoft et al., 2002). Actualmente se sabe que en ese momento se inicia la emergencia de la
segunda onda folicular en los bovinos que muestran dos o tres ondas por ciclo (Pierson and Ginther,
1987; Ginther et al., 1989).

Mas tarde, se demostr6 que la respuesta superovulatoria era mayor cuando los tratamientos con
gonadotrofinas se iniciaban en el preciso momento de la emergencia de la onda, en lugar de 1 0 2
dias después (Nasser et al., 1993) siendo sin embargo necesario sincronizar el momento de

emergencia de la onda folicular en grupos de animales.

Los tratamientos superovulatérios tradicionales, consistian en una sola administracion de
gonadotrofina coridnica equina (eCG o PMSG). La eCG es una glicoproteina compleja con
actividad semejante a las hormonas foliculo estimulante y luteinizante (FSH y LH,

respectivamente).
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La eCG es secretada por 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 s6lo 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 una sola dosis a
diferencia de la FSH cuya vida media es extremadamente corta y requiere aplicaciones multiples
(Sintex, 2005). Asi, y de acuerdo con este articulo de Sintex la utilizacién de la eCG en veterinaria
gueda, pues, ampliamente fundamentada desde el punto de vista endocrinolégico, justificandose su
uso en todas aquellas situaciones donde se requiera la terapia con gonadotrofinas exdgenas,
particularmente cuando se requiere un efecto FSH, es decir el estimulo de la foliculogénesis en

ovarios con actividad reducida o nula.

Segun Murphy & Martinuk (1991) la eCG tiene una vida media de aproximadamente 2 dias en la
vaca y persiste por mas de 10 dias en la circulacién sanguinea. En equinos, la eCG causa ovulacién
0 la luteinizacion de los foliculos durante la gestacién, con el consecuente aumento de la
progesterona circulante (Murphy y Martinuk, 1991). La eCG induce una respuesta inmunoldgica,
produciendo anticuerpos anti-eCG, lo cual hace que su administracion sea acompafiada de suero
anti-PMSG. Por otro lado, requiere el aumento de la dosis en aplicaciones subsecuentes para
obtener el mismo efecto en los tratamientos posteriores. También es de referir que la estimulacién
prolongada con eCG provoca un aumento en el nimero de foliculos anovulatorios al momento de la
coleccién de embriones, afectando de esta forma la eficiencia de la colecta y la calidad de los

embriones (Gonzalez et al., 1994).

La eCG por un lado, permite obtener una respuesta superovulatoria con apenas una dosis, entre
los dias 8 y 12 del ciclo estral (recuérdese que posee una vida media en la sangre de mas de diez
dias), prolongando la estimulacion del crecimiento folicular, pero provocando un crecimiento
disperso con altos niveles de estrogenos, lo que afectan tanto las tasas de fertilizacion como la
calidad embrionaria, asi como un aumento del tamafio de los ovarios y la formacion de quistes lo
que significa una desventaja en la aplicacién de la misma (Goulding et al., 1996). A pesar del hecho
de que la eCG tiene un menor costo en el mercado, su uso no esta muy difundido, posiblemente por
la asociacion de estos efectos negativos descriptos arriba. En el punto 2.6.2.2 se describe un

protocolo que utiliza esta hormona en las etapas finales de un tratamiento superovulatorio.
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En la actualidad la mayoria de los tratamientos son efectuados con FSH debido a los mejores
resultados obtenidos en la tasa de ovulacion como en la calidad de los embriones que utilizando
eCG. La inyeccion de FSH dos veces al dia, en dosis decrecientes, promueve una mejor respuesta
superovulatoria en ganado bovino que la eCG, aunque las maltiples inyecciones no llevan sélo a
inconvenientes técnicos para el veterinario, sino que a su vez causan excesivo estrés en las hembras
(Takedomi et al., 1995). Este tratamiento se realiza con la aplicacion de dos dosis diarias, durante
cuatro dias, comenzando entre los dias 8 y 12 del ciclo estral o dos administraciones diarias de
extractos de pituitaria conteniendo FSH durante 4 o 5 dias (Mapletoft et al., 2002).

Cordoba-Salinas (2011) explica que la vida media biolégica de la FSH de origen pituitario es de
5 horas 0 menos, por eso debe ser inyectada via intramuscular dos veces al dia para inducir
superovulacion. Leyva et al. (1998) indican que uno de los principales problemas en el tratamiento
superovulatorio con FSH ha sido el nimero de dosis a suministrar, pues la vida media de esta
hormona es de aproximadamente unos 110 minutos (Fry etal., 1987). Por esto, y para obtener
superovulacion, resulta necesario el suministro repetido de la misma, manteniendo asi, un nivel
continuo en la sangre que garantice la accion de esta sobre los foliculos ovéricos. Dos aplicaciones
diarias de FSH han resultado en una mayor respuesta superovulatoria que una sola aplicacion diaria
(Looney et al. 1981; Monniaux et al., 1983, Walsh et al., 1993). El inicio de la superovulacién con
FSH en la fase luteal, generalmente se efectla entre los dias 8 y 14 del ciclo, con resultados
satisfactorios. Algunos autores refieren que el crecimiento folicular puede ser incrementado si en el
dia tres del ciclo se aplica una pequefia dosis de FSH pura, resultando en una mejor receptividad del

ovario que cuando se aplica en la mitad del ciclo estral (Cérdoba-Salinas, 2011).

En el ganado bovino no es posible aumentar el namero de embriones transferibles con el simple
aumento de la dosis de FSH, ya que con esta hormona la respuesta describe una meseta, y en
ocasiones desciende cuando se administran dosis superiores de 32 mg, segin comprobaron
Donaldson & Ward (1986) El protocolo actualmente en uso es de dos veces al dia por 4 0 5 dias en
dosis decrecientes. La PGF2a debe ser inyectada 48 o 72 horas después de iniciado el tratamiento,

para inducir lutedlisis.

Como ya mencionado, el uso de FSH como agente inductor de superovulacion ha sido
extensivamente estudiada. Por ejemplo, Gonzalez et al. (1994); Saunders et al. (1990); Hockley et
al. (1992); Tribulo et al. (1992); Donaldson, (1990, 1995) Braileanu (1998) probaron el uso de
diferentes concentraciones, vias de administracion, eficiencia de productos comerciales y

procedencias, y variaciones en la relacion FSH-LH.
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Segun Barros & Nogueira (2004) han demostrado que concentraciones elevadas de LH en una
preparacion de FSH tiene efectos negativos en la produccion y en la calidad de embriones bovinos.
El nivel maximo de LH debe ser de 15 a 20%. Los resultados inconstantes segln Stock et al. (1996)
citados por el mismo autor han sido asociados con las ovulaciones prematuras durante el
tratamiento con FSH, con la consecuente formacion precoz de cuerpo lGteo, que secreta niveles
subluteales de progesterona en el periodo esperado de estro y, por tanto, la inhibicién del pico pre-
ovulatorio de LH y consecuentemente de ovulaciones (Figura 11).
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Figura 11. Esquema de dos protocolos con utilizacion de la FSH con CL del ciclo y CL mas
dispositivo intravaginal con P4.

2.5.2.2 FSH + eCG: Uso de eCG en las etapas finales del tratamiento
superestimulatorio

Después de la seleccion, el foliculo dominante adquiere receptores de LH y pasa a ser LH
dependiente (Mihm y Evans, 2008), por lo tanto, los foliculos de vacas superestimuladas se pueden
beneficiar con una mayor cantidad de LH al final del tratamiento. La eCG es una gonadotrofina con
actividad FSH y LH (Steward et al., 1976; Litch et al., 1979; Murphy & Martinuk, 1991) que puede
proporcionar un estimulo constante para los receptores de LH de los foliculos en crecimiento cerca
del final de un protocolo de tratamiento superovulatorio convencional de FSH. Barros et al. (2008)
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realizaron un experimento donde evaluaron la respuesta superovulatoria en vacas donantes Nelore
que fueron superestimuladas con Folltropin-V durante los primeros tres dias de tratamiento y a las
cuales se les reemplazé las Gltimas dos inyecciones de FSH (correspondientes al cuarto dia), por dos
inyecciones de 200 Ul de eCG. Las vacas donantes del grupo control, fueron superestimuladas con
el tratamiento convencional de 8 dosis decrecientes de FSH cada 12h, por 4 dias. De acuerdo con
los resultados obtenidos, el tratamiento con eCG aumentd significativamente el nimero de
ovocitos/embriones y aumentd el nimero de embriones transferibles. Sartori et al. 2009, sin
embargo, no encontraron un efecto benéfico de la eCG en vaquillonas Nelore; pero los mismos
autores encontraron mas embriones transferibles en donantes de embriones de la raza Red Sindi
(Bos indicus) (Sartori et al., 2011).

En la raza Brangus, el protocolo P-36/eCG mejoro la cantidad de embriones viables (10,9 £ 1,5)
cuando se comparé con el protocolo P36 (7,1 + 1,4) segin trabajos de Reano et al. (2009).
Resultados positivos fueron también obtenidos con la raza Red Sindi, donde los autores verificaron
que la incorporacién de eCG al protocolo P36 aumentaba el nimero de embriones viables (5,8 + 1,3
vs 2,6 +0,7; p < 0,01, Mattos et al. (2011). En la mayor parte de estos trabajos los tratamientos con
dos dosis de eCG en el dia 7 resultaron en un aumento en el nimero de embriones transferibles. En
la figura 12 se puede ver un esquema de un protocolo de superovulacion en el cual se reemplazan
las inyecciones de FSH con dos inyecciones de 200 Ul de eCG seguida de AITF.
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Figura 12. Esquema de un protocolo de superovulacion reemplazando las dos ultimas
inyecciones de FSH con dos inyecciones de 200 Ul de eCG seguidas de IATF
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2.5.2.3 Superovulacion con una sola inyeccion de FSH subcutanea

Algunos trabajos hacen referencia a la aplicacion Unica, subcutanea, de hormona FSH, diluida en
solucion salina (0,9% NaCl). B6 et al. (1994) y Lovie et al. (1994) observaron que la aplicacion
Unica presenta resultados similares a los de la aplicacion maltiple (ocho inyecciones); mientras que

Takedomi et al., (1995) no obtuvieron respuesta al realizar dicho protocolo.

Otros estudios han mostrado que la inyeccién Unica de FSH por via subcutanea, seria suficiente
para inducir superovulacion en bovinos. Sin embargo, esta inyeccion aumenta las concentraciones
plasmaticas de FSH durante un corto periodo, de forma que una parte de los foliculos estimulados
puede parar su crecimiento en la ausencia de niveles adecuados de FSH en la etapa final de la

maduracion (Martinez et al., 2008).

Kelly et al., 1997, analizaron los efectos de diferentes métodos de administracion de hormona
FSH y los resultados obtenidos por ellos, sugieren que la inyeccion Unica, por via subcutanea, puede
ser tan efectiva como las multiples inyecciones intramusculares. Aunque la inyeccién Unica también
provoca superovulacién en las hembras bovinas, la administracién de maltiples inyecciones de FSH
produce una mayor cantidad de embriones congelables y transferibles comparativamente con la

primera.

La necesidad de inyectar FSH dos veces por dia no solo requiere una constante atencion por
parte del personal de los establecimientos, sino que ademas aumenta las posibilidades de cometer
fallas por el mal manejo y errores en el momento de los tratamientos. También, dos aplicaciones
diarias provocan necesariamente mayor estrés en las vacas donantes, disminuyendo generalmente la
respuesta superovulatoria (Edwards et al., 1987; B0 et al., 1994) o alterando el pico preovulatorio
de LH (Stoebel y Moberg, 1982). Por lo tanto, protocolos de superovulacion simplificados pueden

disminuir el costo de mano de obra y mejorar la respuesta, sobre todo en animales dificiles de tratar.

Una Unica inyeccion subcutanea (SC) de Folltropin-V de dosis equivalente a 400 mg NIH-FSH-
P1 resulta en una respuesta superovulatoria que se asemeja a la de un régimen de tratamiento de dos
aplicaciones diarias durante 4 dias (B0 et al., 1994). Si bien esta respuesta parece estar dependiente
de la condicion corporal; una respuesta superovulatoria consistentemente mas elevada se obtuvo
cuando la inyeccion subcutanea se aplico detras de la escapula, que cuando se inyectd en la region
del cuello. Otros trabajos muestran que la absorcion de FSH ya sea por inyeccion intramuscular o
inyeccion SC en la region del cuello en vacas flacas, no aumenta la respuesta superovulatoria,

manteniendo la misma baja. Los resultados también fueron inconsistentes en vacas Holstein, debido
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a que tienen menor cantidad de grasa subcutanea, pero esto pudo ser ultrapasado por una dosis total
de Folltropin-V dividida. Asi, el 75% de la dosis se administra por via subcutanea detrés de la
escapula al comienzo del tratamiento y el restante 25% se administra en el momento de la
aplicacion de la PGF, 48 horas més tarde (Lovie et al., 1994). Un esquema de un protocolo con una

sola inyeccion de FSH por via subcutanea se puede ver en la figura 13.
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Figura 13. Esquema de un protocolo de superovulacién con una sola inyeccion de FSH

Esta opcion de una Unica inyeccidn subcutanea, ha sido utilizada bajo diferentes circunstancias,
pero resulta especialmente util en animales nerviosos o no ddciles. Esta sola aplicacion también es
eficaz con protocolos de sincronizacion de la emergencia de la onda folicular y el uso de
dispositivos con progesterona. Para asegurar la inyeccion en la grasa subcutinea, es necesario
utilizar agujas de 0,5 pulgadas, fundamentalmente por si el animal se mueve durante la inyeccion.
De todas formas, debe siempre asegurarse que la inyeccion se haga por via subcutanea y en una
almohadilla de grasa. Como resultado de esto, este protocolo no ha sido muy utilizado,

especialmente en animales que presentan poca grasa subcutanea (Serrano, 2012).
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2.5.2.4 Superovulacion utilizando una Unica administracion de FSH en
una formula de liberacion lenta

Una alternativa posible para inducir respuesta superovulatoria con una unica inyeccion de FSH,
es la combinacién de extractos de pituitaria con agentes que liberen lenta y sostenidamente la
hormona durante varios dias. Los agentes usados son polimeros biodegradables que no reaccionan
con el tejido, lo que facilita su uso en animales (Sutherland, 1991). Fueron varios los investigadores
gue usaron una Unica inyeccién de FSH en diferentes polimeros como la polivinilpirrolidona (PVP)
como es el caso de Yamamoto et al. (1992) y Dattena et al. (1994), o el gel de hidroxido de
aluminio (Kimura et al., 2016) y polietileno glicol (PEG) Choi et al. (2002). Sin embargo, existen
en la bibliografia ejemplos de la imposibilidad de inducir una respuesta superovulatoria satisfactoria
con PVP como es el caso de Callejas et al. (2002). Por otro lado, el hidroxido de aluminio es
comunmente utilizado como adyuvante en vacunas lo que puede impedir su uso para inducir

superovulacion (Baylor et al., 2002).

En los Ultimos afios, se realizaron una serie de experimentos para determinar la respuesta
superovulatoria en donantes tratadas con una Unica administracion intramuscular de FSH diluida en
un polimero de liberacion lenta, el hialuronato. Los resultados de cinco experimentos con 325
colecciones de embriones revelaron que el promedio en el nimero de ovocitos/embriones,
embriones fertilizado y embriones transferibles no difieren entre las vacas tratadas con una Unica
administracion intramuscular de FSH en hialuronato y aquellas vacas tratadas con dos aplicaciones
intramusculares diarias de FSH (Tribulo et al., 2011a). Sin embargo, en esos trabajos se habian
usado 20 mg/ml de hialuronato lo que daba un aspecto viscoso y era dificil de mezclar con el
Folltropin-V, especialmente en el campo. Una reducciéon del 50% en la concentracion del
hialuronato (10 mg/ml) resulto como era esperado en una solucién menos viscosa y mas facil de
mezclar con Folltropin-V, pero su aplicacion en una sola inyeccion intramuscular resultd tener una
menor respuesta superovulatoria, presumiblemente debido a una absorcién mas rapida que la
obtenida con la dosis de hialuronato inicial. EI tamafio medio de los foliculos, en la experiencia
referida, en el grupo 50% hialuronato (10mg/ml) fue idéntica al original de 100% de hialuronato
(20mg/ml) y Folltropin-V en los dias 4, 5y 6, pero visiblemente menor en los dias 7 y 8, y mayor
en los dias 10 y 11, lo que sugiere que varios foliculos no alcanzaron un tamafio ovulatorio y no
ovularon después del estro. Se especuld que una inyeccion adicional de Folltropin-V en la

preparacion 10 mg/ml (50%) 48 horas después de iniciar el tratamiento podria estimular los
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foliculos para continuar su crecimiento a un tamafio ovulatorio, como ocurrié en el grupo 100%

hialuronato.

2.5.2.5 Superovulacién con 2 inyecciones intramusculares de FSH en
concentraciones reducidas de Hialuronato

En un estudio preliminar con 50 vacas de carne, dos inyecciones intramusculares de Folltropin-V
en 50% de hialuronato (10 mg/ml) con 48 horas de diferencia (inyeccion dividida; 75% en el dia 4 y
25% en el dia 6) indujo una respuesta superovulatoria y un ndmero de embriones que no se
diferenciaron de los obtenidos con los tratamientos de 2 inyecciones diarias, durante 4 dias. Por otro
lado, el nimero de foliculos de tamafio ovulatorio en el dia de la inseminacion, no fue diferente
entre los grupos. Con estos resultados, se especuld que una preparacién aun mas diluida de

hialuronato podria ser eficaz en un protocolo de dos inyecciones intramusculares (Serrano, 2013).

Tribulo et al., (2011b) compararon el tratamiento de Folltropin-V diluido a 25% (5 mg/ml) o
50% (10 mg/ml) de hialuronato en solucién salina en dos inyecciones intramusculares diarias,
durante 4 dias. Veintinueve vacas de carne (17 Angus y 12 Simmental) fueron asignadas
aleatoriamente a uno de 3 tratamientos, Control 20 mg/ml (Trat. 1), 5 mg/ml hialuronato (Trat. 2) y
10 mg/ml hialuronato (Trat. 3) para ser superestimuladas 3 veces en un disefio experimental
cruzado. Para las vacas del primer grupo, denominado grupo 1 o control se realiz6 la dilucién de
Folltropin-V con 20 ml de solucién salina de hialuronato (control) o 10 ml de 5 mg/ml de
hialuronato (MAP-5 50 mg, Bioniche Animal Health, Belleville, Canada) y 10 mg/ml de
hialuronato (MAP-5) para las vacas de los grupos 2 y 3, respectivamente. Todas las vacas
recibieron una dosis total de 300 mg Folltropin-V, dividido en inyecciones intramusculares 2 veces
al dia durante 4 dias (control), o como una inyeccidn intramuscular de 200 mg en el dia 4 y 100 mg
de Folltropin- V en el dia 6 en 5 mg/ml (grupo 2) o 10 mg/ml (grupo 3) de hialuronato. El
desarrollo folicular y la respuesta superovulatoria no difirieron entre los grupos, aunque el nimero
de ovocitos/fembriones y embriones fertilizados favorecieron a los grupos de dosis dividida (grupos
2 y 3). El nimero de embriones transferibles no difirié entre los grupos. Los datos recogidos
permitieron verificar que el tratamiento de dosis dividida de Folltropin-V diluido en cualquiera de
las soluciones de MAP-5 (5 mg/ml o 10 mg/ml) resulta en un nimero de embriones transferibles
comparable al protocolo tradicional de 2 inyecciones intramusculares por dia, durante cuatro dias.

La figura 14 muestra un protocolo de este tipo.
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Figura 14. Esquema de un protocolo de superovulacion en dosis divididas de FSH en 10 mg/ml
0 5 mg/ml de hialuronato, seguida de la sincronizacion de la emergencia de la onda folicular y
el uso de IATF.

2.5.2.6 Estimulacioén de los foliculos subordinados

Durante la onda folicular normal, los foliculos subordinados regresan debido a una disminucion
en las concentraciones de FSH, causada por las secreciones de estradiol e inhibina de la poblacion
folicular y especialmente por la secrecion del foliculo dominante (Adams et al., 1992; 1993). Los
foliculos pequefios, requieren FSH para continuar con su crecimiento, y se ha sugerido de acuerdo
con las evidencias que los foliculos tan pequefios como de 1 mm de didmetro comenzarian a crecer
bajo la influencia de la FSH (Adams et al., 2008). Tal vez, todo lo que se necesite para la
superovulacion sea la presencia de foliculos de 3 a 4 mm de diametro en el momento que sea
iniciado el protocolo tradicional de superestimulacion durante 4 6 5 dias. Asumiendo una tasa de
crecimiento de 1 a 2 mm por dia, esto deberia llevar de 2 a 3 dias, 0 sea, sumar 2-3 dias al protocolo
de superestimulacién. Bajo estas circunstancias, la presencia del foliculo dominante puede no tener
ningun efecto en la respuesta superovulatoria, la FSH exdgena reemplaza a aquella que esta siendo
inhibida por las sustancias que secreta el foliculo dominante. De hecho, B6 et al., (2008) superovul6
con éxito donantes en cualquier momento del ciclo estral, sin tener en cuenta la presencia de un

foliculo dominante, utilizando el protocolo de la figura 15.
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Figura 15. Esquema de un protocolo de superestimulacion de los foliculos subordinados

Por otra parte, los 2 dias de pre tratamiento con FSH pueden ser reemplazados con una dosis de
500 Ul de gonadotrofina coridnica equina (eCG) en el dia 2. Caccia et al. (2000) demostraron que la
administracion de 500 Ul de eCG, 2 dias antes de iniciar los tratamientos con FSH, tiende a

aumentar la respuesta superovulatoria.

Carballo Guerrero et al. (2007) han demostrado que el pre tratamiento con 500 Ul de eCG, 2
dias después de la emergencia de la onda folicular (en vacas con pobre respuesta), seguido por los
tratamientos de FSH 2 dias mas tarde, aumenta la respuesta superovulatoria comparativamente con
la respuesta obtenida cuando no se utilizé la eCG. Aunque no se ha estudiado estrictamente, se

plantea con esto la hipdtesis de que la eCG recluta foliculos adicionales dentro de la onda.

Otras hormonas que pueden causar superovulacién, aunque son poco utilizadas, son la EPE
(extracto de pituitaria equina), FSH-o0 (extractos de pituitaria ovina) y HMG (gonadotrofina aislada

de mujeres en menopausia) como lo citado anteriormente.

2.5.2.7 Superovulacion de la primera onda folicular
La emergencia de la primera onda folicular surge el mismo dia de la ovulacion (o el dia después

del inicio del estro) en el ganado bovino (Ginther et al., 1989). Segundo Nasser et al. (1993) los

tratamientos superovulatorios pueden ser iniciados en el momento de emergencia de la primera
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onda folicular, y segin Adams et al., los foliculos de la primera onda folicular son tan sensibles
como los de la segunda onda folicular. Sin embargo, un dispositivo con progesterona debe ser
aplicado durante el tratamiento con gonadotrofinas en la primera onda folicular para asegurar una
alta calidad embrionaria (Nasser et al., 2003; 2011). Fig. 16
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Figura 16. Esquema de un protocolo de superovulacién en la primera onda folicular

2.5.2.8 Superovulaciones repetidas

Tradicionalmente la colecta de embriones de las vacas donantes se realizaba a intervalos de 60
dias aproximadamente, pues se creia que estas hembras donantes necesitaban recuperarse de la
superovulacion, o de lo contrario la respuesta a la superovulacién disminuiria. Sin embargo, la
sincronizacion de la emergencia de la onda folicular permite la superovulacion exitosa cada 25 a 35
dias, sin tener en cuenta la expresion del celo (Mapletoft et al., 2002; 2009). Una vez que regresan
los cuerpos luteos (CL) maltiples y ocurre la ovulacion, los patrones normales de la onda folicular
se restablecen y la superovulacion puede ser reprogramada. Esto es bastante facil de realizar cuando
el estradiol o la ablacion folicular (o posiblemente la GnRH) son utilizadas para sincronizar la
emergencia de la onda folicular; asi una vez que las hembras donantes demuestran celo, el protocolo
se reprograma. Pero también, es posible superovular donantes con intervalos de 30 dias utilizando el

protocolo de superestimulacion de los foliculos subordinados. El protocolo de tratamiento de
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superovulaciones repetidas sin la necesidad de sincronizar la emergencia de la onda folicular se
describe en la figura 17.
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Figura 17. Esquema de un protocolo de superovulaciones repetidas sin sincronizacion de la

emergencia de la onda folicular (Serrano, 2012)

La variabilidad en la produccion de embriones viables por la donante sigue siendo el mayor
problema de la transferencia de embriones. No obstante, las respuestas superovulatorias pueden
aumentarse y la variabilidad disminuirse (no eliminarse) si se realizan los tratamientos con
gonadotrofinas al comienzo de la onda folicular, antes de la seleccion del foliculo dominante. Para
comenzar los tratamientos superestimulatorios en el inicio de la onda se pueden realizar
ultrasonografias diarias o utilizar tratamientos que sincronicen el desarrollo folicular. Existen
métodos mecénicos como la aspiracion de todos los foliculos > 5 mm presentes en el ovario (la
superovulacion debe iniciarse 1 o 2 dias después) o tratamientos hormonales con progestagenos méas
estradiol. El intervalo entre el tratamiento y el inicio de la superovulacion es de 4 dias si utilizamos
5 mg de E-17B o 2,5 mg de EB combinados con 50 mg de P4 y de 5 o 6 dias con 3 mg de
norgestomet y 5 mg de EV. Para que el tratamiento con estradiol sea efectivo, se debe esperar un
dia para inyectar el estrégeno después de la colocacién de un dispositivo progestageno (CIDR-B o
SMB) o administrar progesterona o progestageno inyectable junto con el estradiol, en el momento
que se coloca el implante. Ademas del control del desarrollo folicular se podria controlar la

ovulacion mediante la utilizacion del agonista de la GNRH deslorelina y la administracién de LH
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porcina. Tal vez lo més interesante de estos tratamientos es la posibilidad de independizarse del
ciclo estral y poder programar grupos de donantes. Esto sin duda llevara a facilitar la aplicacion de
la técnica de transferencia de embriones y disminuird los costos logisticos, ya que se puede elegir
arbitrariamente el momento de la coleccion y armar circuitos, disminuyendo de esta manera los

costos de movilidad de los profesionales.

2.5.3 Sincronizacion de la ovulacién

2.5.3.1 GnRH o pLH

La sincronia de la ovulacion también es uno de los problemas asociados a una pobre respuesta
superovulatoria. Los tratamientos con analogos a la GnRH, o pLH permiten la utilizaciéon de IATF
sin necesidad de detectar el celo y son beneficiosos cuando se utiliza en vacas que presentan
foliculos anovulatorios. Si bien la IATF de las donantes puede ser realizada con éxito, el intervalo
Optimo entre la retirada del dispositivo y el tratamiento con GnRH difiere también entre razas (B6

& Mapletoft, 1999). Siendo por esto sugerido las siguientes alternativas:

a) para las donantes Bos taurus: remover el dispositivo con progesterona con la peniltima
administracion de FSH; aplicar GnRH o pLH 24 horas después y realizar la Inseminacion artificial

12 a 24 horas después de la administracion de la GnRH.

b) para donantes Bos indicus: remover el dispositivo de progesterona con la Gltima aplicacién de
FSH, aplicar GnRH o pLH 24 horas después e inseminar 12 a 24 horas después de la aplicacion de
la GnRH.

¢) para donantes productoras de leche Bos taurus: remover el dispositivo con progesterona con la
Gltima administracion de FSH, dar GnRH o pLH 24 horas después, e inseminar 12 a 24 horas

después de la administracion de GnRH.

2.5.3.2. Deslorelina

Recientemente se han realizados experimentos tendientes a programar y sincronizar la ovulacion
de vaquillonas superestimuladas utilizando un agonista de la GnRH llamado deslorelina. De
acuerdo con B6 y Mapletoft, 1999 los resultados de experimentos preliminares demostraron que, si
se aplican en vaquillonas Brahman superestimuladas, dos implantes SC de deslorelina que liberan

50 g/dia, se estimula la ovulacién. Se comprob6, ademas, ser posible inducir la ovulacion mediante
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la administracion exdgena de LH porcina (Lutropin-V, Vetrepharm Canada Inc.), que se produjo
entre 24 y 40 h (media 32 h) pos inyeccion de LH.

Para evaluar la posibilidad de utilizacion de este protocolo en la sincronizacion de la ovulacion
de vaquillonas superestimuladas, B6 e Mapletoft, 1999, realizaron la siguiente experiencia. Se
utilizaron 15 vaquillonas Brahman que fueron divididas en dos grupos. En el dia 0 los animales del
grupo control recibieron un implante de Crestar y los del otro grupo recibieron 2 implantes de
deslorelina. A los 7 dias se inicié la superestimulacion, inyectando PGF 48 h después y los Crestar
fueron removidos 12 h més tarde. Los animales con deslorelina recibieron 25 mg de LH a las 60 h
de la PGF y fueron inseminados a tiempo fijo 12 h después. Los animales del grupo control fueron
inseminados en el momento del estro, 12 y 24 h después. Los resultados indican que el protocolo
combinando, aplicando el agonista de GnRH méas LH induce una ovulacién sincrénica en
vaquillonas permitiendo realizar una sola. Este protocolo plantea 2 alternativas practicas
interesantes: 1) la posibilidad de utilizar un tratamiento de este tipo cuando usamos Semen
congelado de muy alto valor y 2) la utilizacion de este protocolo en donantes Bos indicus donde el
estrés podria afectar la respuesta superovulatoria, principalmente debido a alteraciones en la

ovulacion.

2.5.4 Nuevas tecnologias

Los avances de la Biologia Molecular posiblemente nos llevaran al conocimiento de otros
factores que influencian la dinamica de la onda folicular, y la identificacion de genes que tengan
efecto sobre la funcién folicular normal. Esto posiblemente permitira influenciar la expresién
génica o sus productos para aumentar el reclutamiento folicular y disminuir o posponer la atresia

del foliculo.

Finalmente, es de esperar que las gonadotrofinas recombinantes provean a corto plazo de otra
alternativa para la superestimulacion del ganado. Los productos a base de gonadotrofinas
actualmente disponibles para su utilizacion en ganado bovino son todos producidos de la extraccion
y la purificacion de hormonas producto de la funcion del tejido pituitario, de sangre o de orina.
Considerando el riesgo potencial de la transmision de patdégenos derivados del uso de productos de
origen animal como los mencionados, es previsible que las autoridades sanitarias exijan en el futuro
que estos productos estén libres de derivados de animales, haciendo que sean reemplazados por

productos recombinantes sintéticos aplicables a las tecnologias reproductivas. Las gonadotrofinas
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recombinantes posiblemente tengan una accion mas prolongada, facilitando una forma de
administracion Unica. Estas hormonas estdn disponibles para su uso en clinicas de fertilidad
humana; por lo tanto, es razonable esperar que, en un futuro no muy lejano, estas hormonas

recombinantes con accion prolongada se usen en medicina veterinaria.
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CONCLUSION

A lo largo de los ultimos 40 a 50 afios se han realizado innumerables proyectos de investigacién
y desarrollo con el objetivo de mejorar los protocolos de superestimulacién en el ganado bovino.
Los tratamientos han evolucionado desde aquellos primeros que dependian de la lute6lisis natural
hacia los tratamientos que controlan el desarrollo de los foliculos y la ovulacién. Estos avances han
permitido que los tratamientos de superovulacion sean mas faciles de usar, contribuyendo a una
aplicacién generalizada de la tecnologia de la transferencia de embriones en todo el mundo. A pesar
de que los nuevos conocimientos aplicados a los protocolos no han tenido el éxito esperado
atribuido a la enorme variacion individual en la respuesta superovulatoria, estudios mas recientes
han confirmado que la principal fuente de variabilidad es la poblacidn folicular en los ovarios de los
animales donantes. Los tratamientos hormonales son usados preferentemente por la mayoria de los
veterinarios debido a su practicidad y conveniencia. La superestimulacion sincronizada de una
cohorte de foliculos puede ser lograda iniciando los tratamientos 4 dias después de la aplicacion de
estradiol y progesterona, 2 dias después de la ablacion folicular, o0 1.5 a 2 dias después que la GnRH
induzca la ovulacion.

Respecto a los dispositivos con progesterona, en esta revision se observé gque son usados en casi
todos los protocolos para mantener las concentraciones de progesterona superiores a 1ng/ml durante
el tratamiento de superovulacion y para controlar el momento de la ovulacion. Si bien, estos
protocolos han demostrado ser eficaces en la mayoria de razas de ganado bovino, las dosis
recomendadas de FSH varian significativamente desde muy bajas para las razas de Bos indicus, a
muy altas en alta en los donantes Holstein productoras de leche, a intermedias para las razas de Bos

taurus.

Si bien, los conocimientos recientes no han resultado en un mayor nimero de embriones de una
determinada donante, han dado herramientas para que las donantes seleccionadas tengan mayor
probabilidad de responder satisfactoriamente a los tratamientos de superestimulacién y por otro lado
han proporcionado la oportunidad de valorar con mayor precision las dosis de FSH. Estos nuevos
conocimientos permiten ademas estudiar alternativas en aquellas donantes que no responden de
forma satisfactoria a los tratamientos convencionales. Por ejemplo, La adicion de eCG, 2 dias antes
de iniciar el tratamiento superovulatorio con FSH y/o extender el tratamiento de superestimulacion
con FSH a 6 o 7 dias, pueden resultar muy Utiles para aumentar el nimero de embriones

transferibles en las vacas con una pobre respuesta.
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