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ABSTRACT

Despite the fact that research efforts in recent years have led to little or no increase in the
number of transferable embryos after superovulation, the protocols that control the
emergence of the follicular wave (Bo et al, 1995; 2002 ) and the time of ovulation
(Baruselli et al., 2006; BS et al., 2006) have allowed the treatment of groups of donors,
whatever the stage of the estrous cycle in which they were and has allowed artificial
insemination and the transfer of fixed-time embryos (FTAI and FTET, respectively), without
the need to detect estrus. The purpose of this work is to review the attempts made for
alternative treatments that improve the super-stimulatory response and the simplification of
the superovulation protocols in cattle.
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RESUMEN

A pesar de que los esfuerzos de investigacién en los Ultimos afios han dado lugar a poco
o ningin aumento en el nimero de embriones transferibles después de la superovulacién,
los protocolos que controlan la emergencia de la onda folicular (Bo et al., 1995; 2002) y
el momento de la ovulacién (Baruselli et al., 2006; B6 et al., 2006) han permitido el
tratamiento de grupos de donantes, sea cual fuere la etapa del ciclo estral en que se
encontraban y ha permitido la inseminacién artificial y la transferencia de embriones a
tiempo fijo (IATF y TETF, respectivamente), sin necesidad de detectar celo. El propésito de
este trabajo es revisar los intentos realizados alternativas de tratamientos que mejoren la
respuesta superestimulatoria y la simplificacién de los protocolos de superovulacién en
bovinos.
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INTRODUCCION

Tratamientos de superovulacién para la producciéon de
embriones in vivo

Tradicionalmente, los tratamientos de gonadotrofina se
iniciaban durante la fase luteal media, de aproximadamente
9 a 11 dias después del celo (revisado en B6 et al., 1995;
Mapletoft et al., 2002), cercano al tiempo de emergencia de
la segunda onda folicular (Ginther et al., 1989). Sin embargo,
se produjo una mayor respuesta superovulatoria cuando se
iniciaron los tratamientos en el dia de la emergencia de la
onda folicular, en contraposicién a 1 dia antes, 6 1 6 2 dias
después de la emergencia de la onda (Nasser et al.,, 1993).
Por lo tanto, los protocolos de superovulaciéon tradicionales
tienen dos inconvenientes: 1) el requisito de disponer de
personal capacitado dedicado a la deteccién de celo, y 2) la
necesidad de tener todos los donantes en estro al mismo tiempo
con el fin de iniciar los tratamientos en los grupos de animales.
Recientemente  hemos resumido los protocolos de
superovulacién actuales para el ganado bovino (B6 vy
Mapletoft, 2014; Bé et al., 2018).

Sincronizacién de la emergencia de la onda folicular para
inducir la superovulacién

En la década de 1990, se informd acerca de la sincronizacién
de la emergencia de la onda folicular, en promedio 4 dias
después del tratamiento con progesterona y estradiol (B et
al., 1995). Este tratamiento ha sido utilizado por los
profesionales de todo el mundo para la superovulacién del
ganado bovino, pero su uso ahora ha sido restringido en varios
paises. Esta restriccién hace que muchos profesionales de
transferencia de embriones se enfrenten a un serio dilema y ha
creado la necesidad de desarrollar tratamientos sin el uso de
estradiol. Una alternativa es eliminar el efecto supresor del
foliculo dominante por aspiracién del foliculo guiada por
ecografia e iniciar tratamientos superestimulatorios 1 o 2 dias
mads tarde (Bergfelt et al.,, 1997). La desventaja de la
aspiracién folicular guiada por ecografia es que requiere un
equipo de ultrasonido y personal capacitado, por lo que
Unicamente es apropiada cuando las donantes se encuentran
en instalaciones de produccién de embriones, es muy dificil de
aplicar en el campo. Sin embargo, permitiria utilizar la
aspiracién folicular para la produccién in vitro de embriones y
luego comenzar la superovulacién para la produccién in vivo
de embriones dos dias después.

Otra alternativa es el uso de la GnRH para inducir la ovulacién
del foliculo dominante que seria seguido por emergencia de la
onda folicular 1 a 2 dias més tarde (Martinez et al., 1999). Sin
embargo, la aparicién de una nueva onda folicular se
sincronizé solamente cuando el tratamiento causé la ovulacién,
y sin pre-sincronizacién, la primera aplicacion de GnRH
provoca la ovulacién en menos del 60% de los animales
(Martinez et al., 1999; Small et al., 2009). No es sorprendente
que el tratamiento con GnRH en momentos al azar del ciclo
estral, antes de iniciar tratamientos superestimulatorios, dio
lugar a respuestas superovulatorias mds bajas que los
tratamientos iniciados después de la aspiracién folicular o
tratamiento con estradiol (Deyo et al., 2001). Sin embargo, en
un andlisis retrospectivo de los datos comerciales, Hinshaw
(comunicacién personal; AETA 2007) no encontré diferencias en
el nimero de embriones ftransferibles de donantes
superestimuladas 4 dias después del tratamiento con estradiol
y progesterona y las superestimuladas 2 dias después del
tratamiento con GnRH. En otro estudio (Wock et al., 2008),
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tomé vacas lecheras tratadas con progesterona y fueron
superestimuladas 4 dias después de recibir estradiol 6 2 dias
después de GnRH; nuevamente no hubo diferencias
significativas en el nimero de embriones transferibles entre los
grupos. En otro andlisis retrospectivo de datos comerciales
(Steel 'y Hasler, 2009), vacas lecheras donantes
superestimuladas 60 horas después de la administracién de
GnRH produjeron un nimero similar de embriones transferibles
que aquéllas superestimuladas 4 dias después de recibir
estradiol. A su vez las vacas tratadas con estradiol produjeron
mads embriones que las vacas superestimuladas entre los dias 8
y 12 del ciclo estral, sin ningin tratamiento de sincronizacién
de onda.

En el afio 2008 al 2010 se llevaron a cabo una serie de
experimentos con el objetivo general de desarrollar un
protocolo de superovulacién después de la ovulacién inducida
por GnRH con el uso de dispositivos de progesterona (Bé et al.,
2008; 2010). Esto se basd, en parte, en un informe anterior
que indicaba que la respuesta ovulatoria a la GnRH puede ser
aumentada por la administracién de PGF para regresar el CL
en el momento de la insercién de un dispositivo con
progesterona que se mantuvo colocado durante 7 a 10 dias
(Small et al, 2009). En ese estudio, la ovulacién y la
emergencia de la onda se dieron consistentemente 1 a 2 dias
después de la administracion de GnRH, lo que indica que este
abordaije podria ser utilizado en grupos de donantes con ciclos
al azar. El protocolo recomendado iniciado en etapas al azar
del ciclo estral consiste en la administraciéon de PGF en el
momento de la insercién de un dispositivo con progesterona
para inducir la regresién del cuerpo liteo y provocar el
desarrollo de un foliculo persistente. Siete dias mds tarde (con
el dispositivo con progesterona ain colocado), se administra
GnRH para inducir la ovulacién y la emergencia de la onda
folicular, y se inician tratamientos con FSH 36 horas después.

Aunque este protocolo se disefid para 4 dias de FSH, un
protocolo con 5 dias de superovulaciéon se puede lograr
simplemente retrasando la administraciéon de la segunda dosis
de PGF y la retirada del dispositivo con progesterona en un
dia. Aparentemente la alternativa de FSH por 5 dias seria mas
aplicable a vacas lecheras. En general, en esta serie de
experimentos, mas de 95% de los animales ovularon con la
primera administracién de GnRH (con la emergencia esperada
de la onda folicular) y la respuesta superovulatoria y los
nimeros de évulos/embriones y su calidad fueron similares a
los obtenidos cuando la onda folicular se sincronizaba con
estradiol. En un trabajo reciente se comparé este tratamiento
con el que se administra GnRH 48 h después de la insercién de
un dispositivo con progesterona y se comienza la
superovulacion 48 h después (Hinshaw et al., 2015). A pesar,
que el tratamiento donde la GnRH se coloca 7 dias después
de la insercién del dispositivo con progesterona produjo 2
embriones mds en promedio (14.8+1.5 vs. 12.7%+1.5), las
diferencias no fueron significativas.

Superovulacién durante la primera onda folicular

Otra alternativa es inducir la ovulacién e iniciar tratamientos
superestimulatorios en el momento de emergencia de la
primera onda folicular. La emergencia de la onda folicular es
siempre en el momento de la ovulacién (Ginther et al., 1989),
y experimentos llevados a cabo en ganado bovino (Nasser et
al., 1993) y ovejas (Menchaca et al., 2002) han demostrado
que es posible inducir la superovulacién de foliculos en la
primera onda folicular. Adams et al. (1994) también informé
que no habia diferencias en la respuesta a la superovulacién
cuando se iniciaron los tratamientos con FSH en el momento de
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aparicién de la primera o la segunda onda folicular. Sin
embargo, el éxito tras el inicio de los tratamientos
superestimulatorios en el momento de aparicién de la primera
onda folicular se basa en la determinacién del momento de la
ovulacién o la deteccién precisa del celo, ya que se espera que
la ovulacién ocurra 1 dia después.

Para evitar la necesidad de detectar celo y ovulacién en
donantes Nelore (Bos indicus), Nasser et al. (2011) indujeron la
ovulacién sincronizada con un protocolo disefiado para IATF.
Se iniciaron tratamientos con FSH en el momento esperado de
la ovulacién (y la aparicién de la primera onda folicular). Las
respuestas a la superovulacién no fueron distintas a las de un
grupo contempordneo superestimulado 4 dias después del
tratamiento con estradiol. Sin embargo, el nimero de
embriones transferibles dependié del uso concomitante de un
dispositivo de progesterona durante la superovulacién ya que
en el grupo donde no se utilizé un dispositivo se obtuvieron solo
ovocitos infertilizados.

Tratamientos prolongados

Durante una onda folicular normal, los foliculos subordinados
regresan debido a la disminucién de las concentraciones de
FSH circulantes, causadas por las secreciones (estradiol e
inhibina) de la cohorte y especialmente del foliculo dominante
(Adams et al., 1992). Los foliculos pequefios requieren FSH
para continuar su crecimiento, y la evidencia sugiere que los
foliculos de tamafio tan reducido como de 1 mm de didmetro
comenzardn su crecimiento bajo la influencia de FSH (revisado
por Adams et al., 2008). Quizds todo lo que se requiere para
reclutar los foliculos para la superovulacién es hacer que estos
foliculos muy pequefios crezcan a un didmetro de 3 6 4 mm,
momento en el cual se puede iniciar el protocolo de tratamiento
superestimulatorio comin de 4 6 5 dias. Si se supone una tasa
de crecimiento de 1 a 2 mm por dia, esto deberia llevar de 2
a 3 dias, es decir, afiadir 2 a 3 dias al protocolo de
tratamiento de superovulacién.

Por tanto, utilizando con éxito este abordaje, superestimulamos
donantes en etapas al azar del ciclo estral, sin tener en cuenta
la presencia de un foliculo dominante (Bé et al.,, 2008). Se
administraron pequefias dosis de FSH dos veces al dia durante
2 dias y después se inicié el protocolo de tratamiento con FSH
normal sin un aumento de la cantidad total de FSH
administrada. Como una alternativa, los 2 dias de pre-
tratamiento con FSH podian ser reemplazados por una sola
inyeccién de eCG. En un estudio, la administracién de 500 Ul
de eCG 2 dias antes de iniciar tratamientos con FSH aumenté
la respuesta a la superovulacién en donantes de razas de
carne (Caccia et al., 2000). Sobre todo en donantes de razas
de carne que previamente habian producido un nimero de
embriones no satisfactorios (citado en Bé et al., 2008).

Mds recientemente, se ha investigado el efecto de prolongar
el protocolo de tratamiento superestimulatorio tradicional de 4
dias a 7 dias (Garcia Guerra et al., 2012). Alargar el
protocolo de tratamiento de FSH a 7 dias, sin aumentar la
cantidad total de FSH administrada, aumenta el nimero de
ovulaciones y la sincronia de las ovulaciones, y tendié a
aumentar el nimero medio total de évulos/embriones, évulos
fertilizados y embriones transferibles. En otras palabras, el
protocolo de tratamiento superestimulatorio prolongado
resulté en que mds foliculos llegaran a un tamafio ovulatorio y
adquirieran la capacidad de ovular con un mayor nimero de
ovulaciones, y sin disminucion de la calidad de los
ovocitos/embriones. Se concluyé que los protocolos de
tratamiento prolongados con FSH pueden ser una estrategia
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eficaz para reclutar pequefios foliculos en la cohorte folicular
disponible para superovulacién, mientras que proporcionan el
tiempo adicional necesario para que estos foliculos lleguen a
un tamaiio ovulatorio y adquieran la capacidad de ovular.
Ademds, estos resultados sugieren que los protocolos de
tratamiento superestimulatorio tradicionales de 4 dias pueden
no proporcionar un tiempo adecuado para que todos los
foliculos dentro de la cohorte adquieran la capacidad de
ovular.

Reduccién del nomero de tratamientos con FSH

Debido a que la vida media de la FSH hipofisaria se ha
demostrado que es de 5 horas en la vaca (Laster, 1972), los
protocolos tradicionales de tratamiento superestimulatorio
consisten en aplicar dos inyecciones diarias de FSH hipofisiaria,
durante 4 6 5 dias (Mapletoft y B6, 2012). Esto requiere
atencién frecuente por parte del personal de la granja y
aumenta la posibilidad de errores debido a la falta de
cumplimiento. Ademds, los tratamientos dos veces al dia
pueden causar un estrés no deseado en las vacas donantes con
una disminucién de la respuesta superovulatoria, y /o alteracién
del pico preovulatorio de LH (Stoebel y Moberg, 1982). Por lo
tanto, cabe esperar que los protocolos simplificados reduzcan
la manipulacién de las donantes y mejoren su respuesta, sobre
todo en animales menos daciles.

Protocolos de administracion Unica de FSH

Hace varios afios, se informé que una Unica inyeccién de un
extracto crudo de hipéfisis diluido en un vehiculo gelatina-
salino, indujo una respuesta superovulatoria similar a la de un
protocolo de tratamiento de 5 dias, dos veces al dia (Hill et al.,
1985). Sin embargo, el nimero de embriones transferibles
obtenidos con este tratamiento fue bastante bajo. Dado que se
trataba de un extracto de hipéfisis crudo que contenia grandes
cantidades de LH, la mala calidad de los embriones obtenidos
con este tratamiento puede haber sido debido a la gran
cantidad de LH. Se ha demostrado que una alta actividad
especifica de LH, tal como se encuentra en extractos de
hipéfisis en bruto o eCG, es perjudicial para las respuestas
superovulatorias  y la calidad de ovocitos/embriones
(Alkemade et al., 1993; Murphy et al., 1984).

Administracion Unica subcutanea de FSH

Se ha demostrado que la via de administracién de extractos
de hipdfisis afecta a la respuesta superovulatoria. Se
disefiaron dos experimentos para investigar la eficacia de un
extracto hipofisario parcialmente purificado (Folltropin-V,
Vetoquinol Inc.) por inyeccién intramuscular (im) o subcutdnea
(sc) en bovinos (Bé et al., 1994). La administracién de FSH por
inyecciones im dos veces al dia dio como resultado una
respuesta superovulatoria significativamente mayor que las
inyecciones sc dos veces al dia. La respuesta superovulatoria
inferior después de la inyeccién sc de FSH se atribuyé a una
absorcién mds lenta. A continuacién, se comenzé la
administracién de FSH en una sola inyeccién sc. En una serie de
experimentos que implican el uso de una Folltropin-V, una
administracion sc Unica de 400 mg de NIH-FSH-P1 en vacas de
carne en condiciones corporales de medio a alto puntaje (>
3.5 en la escala de 1 a 5) dio como resultado una respuesta
superovulatoria equivalente al protocolo tradicional de
tratamiento de 4 dias con inyecciones im dos veces al dig, (B
et al., 1991, 1994). Curiosamente, una sola inyeccién de FSH
fue completamente ineficaz. Hiraizumi et al. (2015) han
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demostrado recientemente que la administracién de una sola
inyeccién sc de una preparacién de gonadotropina diferente
era también altamente eficaz en la induccién de
superovulacién en el ganado negro japonés (Japanese Black).
Bé et al. (1994) informaron que la cantidad de tejido adiposo
subcutdneo y el sitio de inyeccién afectaron la eficacia de la
Unica administracién sc de FSH. Aunque el tejido subcutdneo
en la regién del cuello fue eficaz en animales con buena
condicién corporal (>3,5 en la escala del 1 al 5), una sola
inyeccion sc detrds de la paleta resulté en la respuesta
superovulatoria mds predecible. También se usé una aguja de
0,5 pulgadas para asegurar que la inyeccién se realizaba en
tejido adiposo sc y no en muisculo. Sin embargo, los resultados
no fueron repetibles en las vacas con un menor puntaje de
condicién corporal (<3; Bé et al., 1994) o en vacas Holstein
que presumiblemente tenian menos tejido adiposo sc (Hockley
et al, 1992).

Administracién subcutdnea de FSH en dos inyecciones

Debido a la baja eficacia de una inyeccién sc Unica de FSH en
vacas Holstein, se disefié un experimento para determinar la
respuesta superovulatoria cuando la dosis total de FSH se
dividié en dos, con el 75% de la dosis administrada detrds de
la paleta por via sc en el primer dia de tratamiento, y el 25%
restante se administra 48 h después, cuando la prostaglandina
F2a (PGF) se administra normalmente (Lovie et al., 1995). En
este estudio, la respuesta superovulatoria fue
significativamente mayor en las vacas que reciben dos
tratamientos im por dia, que con un protocolo con una Unica
inyeccion sc, pero la respuesta superovulatoria con el protocolo
de dos inyecciones sc fue intermedia.

En otro experimento con bovinos Bos indicus (B6 et al., 1991),
una sola inyeccién de Folltropin-V se comparé con dos
inyecciones al dia durante 4 dias por administracién im o sc. El
nimero de ovulaciones fue significativamente mayor en el
grupo que recibié una sola inyeccién sc que en todos los otros
grupos, lo que sugiere que el estrés del manejo de los animales
puede haber afectado adversamente la respuesta
superovulatoria  en animales que recibieron multiples
inyecciones, mientras que la inyeccién Unica im casi no tuvo
eficacia  confirmando nuestros resultados anteriores. En
conjunto, los datos sugieren que una sola inyeccién sc de FSH
detrds de la paleta es altamente eficaz en ganado con un
puntaje de condicién corporal de medio a alto, pero no es tan
eficaz como las inyecciones im moltiples en la induccién de la
superovulacién en Holstein o ganado de carne con puntajes de
condicién corporal mdés bajos. Sin embargo, la divisiéon de la
dosis de FSH en dos inyecciones sc con 48 h de diferencia
mejoré la respuesta superovulatoria  en Holstein, vy
presumiblemente en ganado de carne en condicién corporal
inferior. Como el uso de una inyeccién sc sola de FSH era
condicién corporal-dependiente y usuario-dependiente, se
considerd necesaria la creacién de un método mds eficiente y
"amigable” método de superovulacién con una sola
administracion de FSH. En este sentido, se considerd importante
desarrollar un protocolo que involucraba una inyeccién im para
disminuir la variabilidad introducida por el estado corporal.

El uso de polimeros en protocolos de administracién Unica

Un medio alternativo de prolongar la liberacién de FSH
después de una sola administracién im seria combinarla con
agentes que hacen que las hormonas se liberen lentamente del
sitio de inyeccién durante varios dias. Estos agentes se conocen
comiunmente como polimeros, son biodegradables y no
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reactivos en el tejido corporal, lo que facilita su uso en animales
(Sutherland, 1991). Yamamoto et al. (1994) informaron que la
FSH en una solucién al 30% de polivinilpirrolidona (PVP)
administrada como una sola inyeccién im dio como resultado
una respuesta superovulatoria comparable a un protocolo con
tratamientos dos veces al dia. Takedomi et al. (1997) y
Chasombat et al. (2013) también informaron que la FSH en
PVP inducia superovulacién en la vaca. Sin embargo, Callejas
et al. (2002) y Bé y Mapletoft (observaciones no publicadas)
no pudieron inducir una respuesta superovulatoria satisfactoria
con una sola inyeccién de FSH en PVP. En otro estudio, la FSH
disuelta en polietilenglicol (PEG) se informé que induce una
respuesta superovulatoria satisfactoria (Choi et al., 2002).
Kimura et al. (2007) informé que una sola inyeccién de FSH en
gel de hidréxido de aluminio fue eficaz en la induccién de
superovulacién en el ganado, pero el hidréxido de aluminio se
utiliza cominmente como un coadyuvante de vacunas (Baylor,
2002), que puede impedir su uso para la superovulacién. La
preocupacién de que la superovulacién con este tipo de
sustancias puede dar lugar al desarrollo de anticuerpos contra
la FSH ha dado lugar a que no se utilicen.

Recientemente hemos completado una serie de experimentos
en los que la FSH (Folltropin-V) dilvida en una solucién de dcido
hialurénico al 2% se administré como una Unica inyeccién im,
para evitar los efectos de la condicién corporal. En general, el
protocolo de inyeccién Unica dio como resultado un nimero
similar de ovocitos/embriones que el protocolo tradicional de
Folltropin-V dos veces al dia (Tribulo et al, 2011). Sin
embargo, el acido hialurénico al 2% es muy viscoso y dificil de
mezclar con el polvo liofilizado, especialmente en el campo.
Especulamos que, aunque las preparaciones mds dilvidas de
4cido  hialurénico fueran menos eficaces que una Unica
inyeccién, su uso podria mejorarse al dividirlas en dos
inyecciones con 48 horas de diferencia, como habiamos
mostrado previamente con inyecciones sc de FSH. El protocolo
dividido de tratamiento intramuscular consistié en diluir
Folltropin-V en polvo liofilizado con 10 ml de una solucién de
4cido hialurénico (MAP-5, Vetoquinol) y administrar dos tercios
de la dosis total de FSH en el primer dia, seguido de una
segunda inyeccidén con el tercio restante de la dosis total de
FSH 48 horas mds tarde, momento en que normalmente se
administra PGF.

Se disefié un experimento para comparar la eficacia del
protocolo de inyeccién intramuscular dividida de FSH en dos
concentraciones diferentes de dcido hialurénico, 1% y 0,5%,
(MAP-5, Vetoquinol) con el protocolo de inyeccién
intramuscular dos veces al dia durante 4 dias en el ganado
bovino (Tribulo et al., 2012). En general, el nimero de
embriones transferibles no difiri6 entre los grupos de
tratamiento (control: 4,0 £ 0,8; écido hialurénico 1%: 5,0 £
0,9; dcido hialurénico 0,5%: 6.11+1.3). Se concluyé que, en el
ganado bovino, la divisién de la dosis de FSH diluida en dcido
hialurénico en dos inyecciones im con 48 horas de separacién
resulta en una respuesta superovulatoria comparable al
protocolo de 8 inyecciones intramusculares dos veces al dia.
Por otra parte, las soluciones menos concentradas de dcido
hialurénico no son dificiles de mezclar con FSH, incluso bajo
condiciones de campo. Estudios similares fueron realizados en
ganado Brahman en Colombia (Mayor, Tesis de Maestria,
IRAC, revisado en B6 et al., 2018) y mds recientemente en
Argentina (Barajas et al., 2018, datos sin publicar) y en Italia
(Biancucci et al., 2016).



DOI. 10.18548/aspe,/0006.14

Bé GA, Vera Cedefio A, Barajas Merchdan JL, TibuloA, Mapletoft RJ. SPERMOVA. 2018; 8(2): 147-156

eCG en reemplazo de las cuatro Gltimas aplicaciones de FSH

En busca de posibles mejoras al tratamiento superestimulatorio,
Price et al. (1999) demostraron que después del tratamiento
superestimulatorio con FSH, los pulsos de LH disminuyen poco
después de la primera aplicacién de FSH y se acentGan
durante las Gltimas aplicaciones y el periodo preovulatorio.
Esto ocurre debido a un aumento en las concentraciones de
estradiol y progesterona por la alta actividad esteroidogénica
de las vacas superovuladas (Price et al., 1999). Como se sabe,
la LH es esencial para el crecimiento final de los foliculos y
para la maduracién completa de los ovocitos (Rosa, 2010). Es
asi como una manera de suplir la deficiencia endégena de los
pulsos de LH, serian administraciones frecuentes de GnRH (Price
et al, 1999) o recientemente el uso de eCG junto con FSH
(Barros et al., 2008). La Gonadotrofina Coriénica Equina es
una glicoproteina compleja que tiene actividad FSH y LH
(Murphy y Martinuk 1991). Es producida por las copas
endometriales de la yegua prefiada entre los 40 y 120 dias
de gestacidn (Combarnous, 1992), y sintetizada como el cldsico
heterodimero de cadenas a y B (Moore y Ward, 1980). En los
bovinos esta gonadotrofina tiene un prolongado tiempo de
accién, variando de 50 a 100 horas, debido a la proporcién
de écido sidlico (10 a 15%) presente en su molécula (Schams
et al., 1978). Es asi como debido a su prolongada vida media,
la eCG persiste por hasta 10 dias en la circulaciéon de las
hembras bovinas (Dieleman et al., 1993).

Una caracteristica notable de la eCG que ha sido
aprovechada en mdltiples contextos experimentales vy
comerciales, es su capacidad para expresar actividad FSH en
especies no équidas (Murphy, 2012). Pese a ello la compresién
de este fenédmeno continda sin entenderse. Sin embargo se ha
encontrado en humanos, que el receptor de FSH contiene un
sitio de unién oculto capaz de unirse a la hCG (Lin et al., 2007).
Es asi como naturalmente ocurren mutaciones en el receptor de
la FSH que hacen posible la unién a la hCG (Vassart y
Costagliola, 2011). Se cree que el mecanismo por el cual las
mutaciones inducen promiscuidad en los receptores estd
relacionada con su capacidad para aumentar la actividad
constitutiva del receptor (Vassart y Costagliola, 2011), y de
esta forma permitir que la hormona LH puedan interactuar con
los sitios ocultos y producir sefiales a través del receptor de
FSH (Murphy, 2012). De tal manera que la promiscuidad en la
unién al receptor, en particular el receptor de la FSH, es la
base para la actividad dual de la eCG, ya que su estructura
primaria le permite interactuar con este receptor y ademds
este efecto se ve reforzada por su larga vida media (Murphy,
2012).

En los inicios de la transferencia de embriones, la eCG fue
empleada para inducir superovulacion en hembras donantes
(Murphy, 2012). Sin embargo, pese a que su larga vida media
confiere la ventaja de superovular por medio de una Unica
inyeccidn, esta caracteristica también limita su utilidad, ya que
tiene la tendencia a estimular en exceso el ovario, resultando
en multiples foliculos anovulatorios y un rendimiento de
embriones viables altamente variable (Bevers et al., 1989).
Recientemente también se demostré que hay una disminucién
en la respuesta superovulatoria después de la tercera
aplicacién consecutiva de 2000 U. de eCG, debido
probablemente a la produccién de anticuerpos anti-eCG
(Baruselli et al., 2008). Sin embargo, en los Ultimos afios, y en
relacién con lo planteado por Price et al., (1999), las dos
Ultimas dosis de FSH fueron sustituidas por diferentes dosis de
eCG. Es asi como en algunos estudios se han encontraron
efectos benéficos de la asociacién de FSH+eCG, (Barros et al.,
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2008; Reano et al., 2009; Mattos et al., 2011), mientras que
en otros estudios no tuvo ningun efecto (Sartori et al., 2009;
Davis et al., 2012). Debido a que en la mayoria de los trabajos
referenciados, se ha comprobado el efecto benéfico de la
adicién de eCG en el 0ltimo dia de la superovulacién, en la
siguiente serie de experimentos se buscé generar informacién
sobre los beneficios de utilizar diferentes dosis de eCG en el
momento que se coloca la primera PGF (Dia 6), de un protocolo
de superovulacién con progesterona, estradiol y FSH. Los dos
primeros experimentos fueron realizados utilizando vacas
cruza de razas de carne que se superovularon para las
prdacticas de los estudiantes de la Especializaciéon en
Reproduccién Bovina del IRAC y la UNC y los dos Gltimos
experimentos fueron realizados utilizando donantes puras de
pedigree de la raza Bonsmara que fueron colectadas por
técnicos experimentados.

Experimento 1

El objetivo del presente estudio fue evaluar el efecto de la
adicién de 400 v 800 Ul de eCG en la produccién de
embriones. Para este experimento, se utilizaron 47 vacas
cruzas de razas para carne con una condicién corporal entre 2
y 4 (Escala 1-5). Las donantes fueron asignadas al azar para
conformar 3 grupos de tratamientos. En el Dia O, todas las
donantes recibieron un dispositivo intravaginal con 1.2 gr de
progesterona (Diprogest 1200®, Zoovet, Argentina), junto con
50 mg de progesterona por via intramuscular (i.m.,
Progestar®, Syntex, Argentina) y 2 mg de Benzoato de
Estradiol (BE, Gonadiol®, Syntex, Argentina) i.m. El Dia 4 en la
mafiana, se iniciaron los tratamientos superestimulatorios
utilizando de 200 a 260 mg de Folltropin-V (Vetoquinol,
Canadd), de acuerdo al grupo tratamiento. Las donantes del
Grupo FSH (Control) recibieron 8 aplicaciones de Folltropin-V
i.m. (dosis total: 260 mg) en forma decreciente cada 12 horas
y por 4 dias. El Dia 6 en la mafiana y en la tarde recibieron
500 pg de Cloprostenol Sédico (PGF, Ciclase DL®, Syntex,
Argentina). El Dia 7 en la tarde se retiré el dispositivo
infravaginal y el Dia 8 en la mafiana, recibieron 100 pg de
Gonadorelina Acetato (Gonasyn Gdr®, Syntex, Argentina). El
Dia 8 a la tarde y el Dia 9 en la mafiana fueron inseminadas,
usando un toro de reconocida fertilidad. El Grupo FSH+400
eCG recibié solo las primeras 4 aplicaciones de Folltropin-V
(dosis total: 200 mg) y en la mafiana del Dia 6, recibieron 400
Ul de Gonadotrofina Coriénica Equina (eCG, Novormén®,
Syntex, Argentina) en una Unica dosis. El Grupo FSH+800 eCG
recibié también las primeras 4 aplicaciones de Folltropin-V
(dosis total: 200 mg) y en la mafiana del Dia 6, recibieron
800 Ul de eCG en una Unica dosis. En estos Ultimos dos grupos,
la administraciéon de PGF, remocién del dispositivo, GnRH e
inseminaciones fueron realizadas al igual que en el Grupo FSH.
El Dia 15 se colectaron los embriones y fueron evaluados segin
las normas de la [ETS (Stringfellow y Givens, 2010). Los datos
fueron transformados por raiz cuadrada y analizados por
ANOVA. Cuando las diferencias fueron significativas, se
compararon las medias entre los grupos por el Test LSD de
Fisher (P<0,05; Di Rienzo et al 2015). No se encontraron
diferencias en la cantidad de CL, foliculos anovulatorios,
ovocitos/embriones colectados y ovocitos fertilizados entre los
grupos tratamiento (Tabla 1). Sin embargo, hubo un ndmero
mayor de embriones transferibles en el Grupo FSH+800 eCG
que en el Grupo FSH+400 eCG (Tabla 1).
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Tabla 1. Respuesta superovulatoria (mediatEE) en donantes de embriones tratadas con FSH o con FSH+eCG.

Grupos n ClL Foliculos Ovocitos/ Ovocitos Embriones
anovulatorios Embriones Fertilizados Transferibles
FSH 16 13,1£1,1 4,8%1,3 8,1+1,2 5,2+1,2 2,510,6¢
FSH+400 eCG 15 13,2%1,4 2,310,7 7,3%11,4 4,310,9 2,210,5¢
FSH + 800 eCG 16 15,4%1,3 3,811,6 9,3+1,4 7,8%1,4 5,8+£1,3b
Valor P 0,3986 0,2795 0,5840 0,0952 0,0090

ab Medias con distintos superindices indican diferencias significativas.

Experimento 2

El objetivo del Experimento 2 fue confirmar los resultados del
Experimento 1. Para este experimento, se utilizaron 32 vacas
cruzas de razas para carne con una condicién corporal entre 2
y 4 (Escala 1-5). Las donantes fueron asignadas al azar para
conformar 2 grupos de tratamientos, el Grupo Control y el
Grupo con 800 Ul de eCG en el Dia 6 del Experimento 1. En
el Dia 0O, todas las donantes recibieron un dispositivo
intravaginal con 1.2 gr de progesterona, junto con 50 mg de
progesterona i.m, y 2 mg de BE i.m. El Dia 4 en la mafiana, se
iniciaron los tratamientos utilizando de 200 a 260 mg de
Folltropin-V, de acuerdo al grupo tratamiento. Las donantes
del Grupo FSH (Control) recibieron 8 aplicaciones de
Folltropin-V i.m. (dosis total: 260 mg) en forma decreciente
cada 12 horas y por 4 dias. El Dia 6 en la mafiana y en la
tarde recibieron PGF. El Dia 7 en la tarde se retiré el
dispositivo intravaginal y el Dia 8 en la mafiana, recibieron
GnRH. El Dia 8 a la tarde y el Dia 9 en la mafiana fueron

inseminadas, usando toros de reconocida fertilidad. El Grupo
FSH+800 eCG recibié solo las primeras 4 aplicaciones de
Folltropin-V (dosis total: 200 mg) y en la mafiana del Dia 6,
recibieron 800 Ul de eCG en una Unica dosis. En este Gltimo
grupo, la administracién de PGF, remocién del dispositivo,
GnRH e inseminaciones fueron realizadas al igual que en el
Grupo FSH. El Dia 15 se colectaron los embriones y fueron
evaluados segin las normas de la [ETS. Los datos fueron
analizados como en el Experimento 1. No se encontraron
diferencias en la cantidad de CL, foliculos anovulatorios,
ovocitos/embriones  colectados, ovocitos  fertilizados y
embriones transferibles entre los grupos (Tabla 2). En base a
los resultados preliminares de los dos experimentos se concluyd
que la adicién de 800 Ul de eCG en el Dia 6 puede ser una
alternativa viable para superestimular vacas para carne y se
decidié abordar otros dos trabajos utilizando donantes
comerciales que  fueron  colectadas por  técnicos
experimentados.

Tabla 2. Respuesta superovulatoria (media£EE) en donantes de embriones tratadas con FSH o con FSH+eCG.

Grupos n CL Foliculos Ovocitos/ Ovocitos Embriones Transferibles
anovulatorios Embriones Fertilizados
FSH 15 15,1%1,3 2,7%£0,5 75111 5,510,9 2,710,5
FSH+800 eCG 17 13,211 1,810,3 7,0+0,8 5,510,7 3,210,6
Valor P 0,3410 0,3806 0,7673 0,9223 0,7737

ab Medias con distintos superindices indican diferencias significativas.

Experimento 3

El objetivo del Experimento 3 fue confirmar los resultados de
los experimentos anteriores utilizando donantes comerciales
que fueron colectadas por técnicos experimentados. Para este
experimento, se utilizaron 12 vacas de la raza Bonsmara con
una condicién corporal entre 2 y 4 (Escala 1-5), que fueron
divididas al azar para ser superestimuladas dos veces con 35
dias de intervalo, con dos tratamientos en un disefio cruzado.
En el Dia O, todas las donantes recibieron un dispositivo
intravaginal con 1.2 gr de progesterong, junto con 50 mg de
progesterona i.m. y 5 mg de Estradiol-17p i.m. El Dia 4 en la
mafiana, se iniciaron los tratamientos superestimulatorios
utilizando un total de 220 y 300 mg de Folltropin-V, de
acverdo al grupo. Las donantes del Grupo FSH (Control)
recibieron 8 aplicaciones de Folltropin-V i.m. (dosis total: 300
mg) en forma decreciente cada 12 horas y por 4 dias. El Dia
6 en la mafiana y en la tarde recibieron PGF. El Dia 7 de
mafiana se retird el dispositivo intravaginal y el Dia 8 en la
mafiana, recibieron GnRH. El Dia 8 a la tarde y el Dia 9 en la
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mafiana fueron inseminadas, usando dos toros de reconocida
fertilidad. El Grupo FSH+800 eCG recibié solo las primeras 4
aplicaciones de Folltropin-V (dosis total: 220 mg) y en la
mafiana del Dia 6, 800 Ul de eCG en una Unica dosis. La
administracion de PGF, remocién del dispositivo, GnRH e
inseminaciones fueron realizadas al igual que en el Grupo FSH.
El Dia 15 se colectaron los embriones y fueron evaluados segin
las normas de la IETS. Los datos fueron analizados como en el
Experimento 3. No se encontraron diferencias en la cantidad
de CL, foliculos anovulatorios, ovocitos/embriones y embriones
transferibles entre los grupos tratamiento (Tabla 3). Sin
embargo, el nimero de ovocitos fertilizados fue mayor en el
Grupo FSH que en el Grupo FSH+800 eCG.
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Tabla 3. Respuesta superovulatoria (mediastEE) en donantes de embriones tratadas con FSH o con FSH+eCG.

Grupos n CL Foliculos Ovocitos/ Ovocitos Embriones
anovulatorios Embriones Fertilizados Transferibles
FSH 12 15,5£1,8 3,8%1,0 11,7£2,5 10,5£2,3¢ 57%1,4
FSH+800 eCG 12 15,2+1,2 4,9+1,2 9,6x1,5 6,8+1,0° 5,30,7
Valor P 0,8344 0,1641 0,1153 0,0023 0,7246

ab Medias con distintos superindices indican diferencias significativas.

Experimento 4

El objetivo del Experimento 4 fue evaluar el efecto de la
adicién de diferentes dosis de eCG en tratamientos
superestimulatorios con FSH. Para este experimento, se
utilizaron 10 vacas de la raza Bonsmara con una condicién
corporal entre 3 y 4 (Escala 1-5) en un disefio cruzado en dos
replicas. En cada replica las donantes fueron asignadas al
azar para conformar 2 grupos de tratamientos. En el Dia O,
todas las donantes recibieron un dispositivo intravaginal con
1.2 gr de progesterong, junto con 50 mg de progesterona i.m,
y 5 mg de Estradiol-17B (17B Estradiol®, Rio de Janeiro,
Argentina) i.m. El Dia 4 en la mafiana, se iniciaron los
tratamientos superestimulatorios utilizando un total de 200 mg

FSH+800 eCG, recibieron 800 Ul de eCG en una Unica dosis,
mientras que las del grupo FSH+600 eCG recibieron 600 Ul
eCG en el mismo momento. Todas las donantes recibieron la
segunda PGF el Dia 6 en la tarde, los dispositivos fueron
removidos el Dia 7 de mafiana y se aplicé GnRH el Dia 8 de
mafiana. Las donantes fueron inseminadas en el Dia 8 en la
tarde y el Dia 9 en la mafiana usando un toro de reconocida
fertilidad. El Dia 15 se colectaron los embriones y fueron
evaluados segin las normas de la [ETS. Los datos fueron
analizados mediante el procedimiento de Modelos Lineales
Generalizados y Mixtos (MLGM). Cuando las diferencias
fueron significativas, se compararon las medias entre los
grupos por el Test LSD de Fisher (P<0,05; Di Rienzo et al
2107). No se encontraron diferencias en la cantidad de CL,
foliculos anovulatorios, ovocitos/embriones colectados, ovocitos

de Folltropin-V, en cada grupo de tratamiento. Las donantes fertilizados y embriones transferibles entre los grupos
del Grupo FSH+800 eCG (Control) y FSH+600 eCG tratamientos (Tabla 4).
recibieron 4 aplicaciones de Folltropin-V i.m. en forma
decreciente cada 12 horas y por 2 dias. El Dia 6 en la mafiana,
junto con la primera aplicaciéon de PGF, las donantes del grupo
Tabla 4. Respuesta superovulatoria (mediasEE) en donantes de embriones Bonsmara tratadas con FSH+eCG.
Grupos n CL Foliculos Ovocitos/ Ovocitos Embriones
anovulatorios Embriones Fertilizados Transferibles
FSH 19 9,7+£0,8 1,7£0,3 6,7£0,6 5,2+0,8 3,4%0,6
FSH+800 eCG 20 10,0+0,9 2,410,3 6,2%1,1 4,610,9 3,810,7
Valor P 0,8288 0,1405 0,2578 0,1327 0,5921

Las medias no difieren significativamente.

CONCLUSIONES

La adicion de eCG en los protocolos de sincronizacién de
donantes de embriones bovinos en reemplazo de las cuatro
Ultimas inyecciones de FSH del tratamiento convencional es una
alternativa viable que ayuda a simplificar el protocolo de
superovulacién. El uso de protocolos que controlan el desarrollo
folicular y la ovulacién tienen la ventaja de permitir la
aplicacion de técnicas de reproducciéon asistida sin la
necesidad de detectar celo. Estos tfratamientos han demostrado
ser précticos y faciles de realizar por el personal de campo.
En los esquemas de superovulacién, el estradiol es muy eficaz
en la sincronizacién de la emergencia de la onda folicular,
pero no estd disponible en muchos paises. Aunque la
administracién de GnRH para sincronizar la emergencia de la
onda  folicular  produce  resultados  variables, la
presincronizacién con un dispositivo que libera progesterona se
ha demostrado que mejora la respuesta a la GnRH,
permitiendo la superovulacién durante la primera onda
folicular después de la ovulacién. Protocolos simplificados de
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superovulacién pueden realizarse administrando una o dos
dosis sc de FSH detrds de la paleta en vacas de carne o con el
uso de una formulacidn de liberacién lenta con dcido
hialurénico. Si bien en ambos trabajos se ha demostrado que
es posible inducir una respuesta superovulatoria, hay factores
como la dosis total de FSH administrada que deben tenerse en
cuenta para utilizar estos protocolos. Por Gltimo, la adicién de
eCG en reemplazo de las Ultimas dos inyecciones de FSH, es
un tratamiento interesante para aportar mas LH a la fase final
del tratamiento y simplificar el protocolo reemplazando las
UOltimas 4 inyecciones de FSH por una sola administracién de
600 u 800 Ul de eCG.
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