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INTRODUCCION

La variabilidad en la respuesta a los tratamientos superovulatorios y el tiempo y esfuerzo necesarios para la
administracion de los mismos han sido los principales factores que afectan la aplicacion de la transferencia de
embriones en programas de mejoramiento genético™.

Si bien los avances en el conocimiento de los Gltimos afios no han podido aumentar significativamente el nu-
mero de embriones transferibles que se producen en promedio por tratamiento superovulatorio, el desarrollo de
protocolos que controlan la emergencia de la onda folicular™ *° y la ovulacion **® han permitido la superovulacion
de grupos de donantes, independientemente del momento del ciclo estral en que se encontraban y la inseminacion
artificial a tiempo fijo (IATF) de ellas, sin la necesidad de detectar celos. Estos tratamientos han tenido un impac-
to positivo en la aplicacion comercial de programas de transferencias embrionarias, porque han facilitado la pro-
gramacion de los protocolos de trabajo, sin ser tan dependientes del conocimiento y la habilidad del personal en la
deteccién de celos. Sin embargo, todavia existen problemas que se presentan y que potencialmente pueden dar
lugar a errores que resulten en una disminucion de la respuesta superovulatoria, 0 peor adn, en una ausencia total
de respuesta. En ese sentido, la necesidad de aplicaciones de FSH cada 12 h es un factor de preocupacién que
deberia ser solucionado y simplificado™. Ademas, el método méas cominmente utilizado para la sincronizacion de
la emergencia de la onda folicular para la superovulacion consiste en la aplicacién de dispositivos con progestero-
na y estradiol®. Estos tratamientos no pueden ser usados en muchos paises del mundo por preocupaciones de los
efectos que pudieran producir los estrogenos en la cadena alimenticia™.

La intencidn de este trabajo es presentar avances realizados en el desarrollo de tratamientos alternativos que
no necesitan el uso de estradiol para sincronizar el desarrollo folicular, la simplificacion de los tratamientos super-
estimulatorios mediante la aplicacion de una Unica dosis de FSH y por Gltimo la utilizacion de eCG al final del
tratamiento superestimulatorio para tratar de aumentar la cantidad de embriones transferibles obtenidos por colec-
ta.

MANIPULACION DE LA ONDA FOLICULAR PARA LA SUPEROVULACION

Tradicionalmente los protocolos de superovulacion eran comenzados en la fase luteal media, aproximada-
mente entre el dia 9y 11 después del celo*” % Esto se debe a que en la mayoria de las vacas la segunda onda foli-
cular comienza en promedio entre los dias 9 y 10 del ciclo'® *. Sin embargo, trabajos posteriores han demostrado
que la respuesta superovulatoria es mayor cuando los tratamientos con gonadotropinas son iniciados en el momen-
to exacto de la emergencia de la onda folicular, en vez de 1 0 2 dias més tarde L% por o tanto, el tratamiento
convencional tiene dos inconvenientes: 1) requiere tener personal entrenado y dedicado a la deteccion de los celos
y una respuesta 100 % efectiva a la pre-sincronizacion de todas las donantes para tener el Illamado "celo base" y 2)
desde el punto de vista practico, es imposible tener a todas las donantes al inicio de una onda folicular el dia que
elegimos comenzar con la aplicacion de la gonadotrofina.

En la década del 90 se desarrollaron tratamientos con progestagenos y ésteres de estradiol, que inducen la
atresia de todos los foliculos y el comienzo de una nueva onda folicular 4 dias después'® ** ', Este tratamiento es
utilizado por muchos profesionales alrededor del mundo® ®*® >3 pero su uso ha sido restringido recientemente en
paises como EE.UU., Nueva Zelandia y los de la Union Europea, lo cual deja a muchos profesionales que realizan
transferencia de embriones en un serio dilema.

Esto cred la necesidad de desarrollar tratamientos que sincronicen el comienzo de una nueva onda folicular
gue no utilicen ésteres de estradiol. Un método alternativo ya descripto hace tiempo consiste en eliminar, por pun-
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cion guiada por ultrasonografia, todos los foliculos 5 mm y de esta manera, inducir una nueva onda folicular,
aproximadamente 1,5 dias después®. De esta manera se puede comenzar la superovulacion uno o dos dias después
de la ablacion del foliculo dominante® #* ** o de todos los foliculos presentes en el ovario® *. El inconveniente que
tiene este método es que hay que contar con un equipo de ultrasonografia y personal capacitado para realizar di-
cho trabajo, lo que hace que esta tecnologia se adapte méas a centros de produccion de embriones, donde todas la
donantes se encuentran concentradas en un solo lugar, que a la superovulacién a campo, en establecimientos de
distintos productores.

Otra alternativa es la utilizacién de GnRH o pLH para inducir la ovulacién del foliculo dominante® y asi te-
ner el inicio de una nueva onda folicular 1,5 a 2 dias después®; pero el comienzo de la onda es sincronizado sola-
mente cuando el tratamiento resulta en ovulacion del foliculo dominante®. En vacas lecheras, los primeros traba-
jos con esta temética reportaron tasas de ovulacion del foliculo dominante del 85 % después de la administracion
de GnRH®, pero otros méas recientes® reportaron un promedio de ovulacion de 62,4 % después de la administra-
cién de LH porcina y un 44,3 % cuando se trataron con GnRH (P < 0,01). Otro estudio mostré un promedio de
ovulacion de 78 % y 56 % en vaquillonas tratadas con LH porcina o GnRH, respectivamente . La incidencia de
ovulacién en respuesta a la GhnRH o LH en vacas de carne parece ser similar a la de vaquillonas (aproxima-
damente 60 %°°). Por esta razon, los tratamientos con GnRH antes de la superestimulacion han resultado en meno-
res respuestas superovulatorias que los tratamientos iniciados luego de la aspiracion folicular®?. No obstante, en un
analisis retrospectivo de superovulaciones comerciales (Hinshaw, comunicacién personal), no encontraron dife-
rencias en el nimero de embriones transferibles entre donantes con CIDR y superestimuladas 4 dias después del
tratamiento con estradiol 17P y 100 mg de progesterona (7,8 embriones transferibles, n=1136) y aquellas superes-
timuladas 48 h después de una inyeccién de GnRH (7,7 embriones transferibles, n=56). En otro estudio mas re-
ciente™, vacas lecheras (n=411) fueron superovuladas seguido del uso de GnRH o estradiol para sincronizar la
emergencia de la onda folicular.

Los animales tratados con GnRH recibieron un CIDR en dias aleatorios del ciclo estral (Dia 0), la GnRH fue
inyectada el Dia 3 y la superestimulacion fue iniciada 48 h mas tarde. Las otras donantes fueron superestimuladas
4 dias después de la insercion de un CIDR y la administracion 4 mg de 17P-estradiol.

El andlisis de los datos no mostré diferencias significativas (P>0,05) entre los grupos tratados con estradiol o
GnRH en el nimero de ovocitos/embriones recuperados (9,8+0,6 vs. 9,7 £ 0,7), ni en los grados 1y 2 (4,7+0,4 vs.
4,5 £0,4). Finalmente, en otro analisis retrospectivo de superovulaciones comerciales en vacas lecheras, hubo un
grupo de donantes (n=245) que recibiéo GnRH 1,5 dias después de la insercién de un CIDR y 60 h antes del inicio
del tratamiento con FSH que tuvieron una respuesta (5,6 £ 6,0 embriones transferibles) que no difirié de la de
donantes tratadas con 17P-estradiol (n=691; 6,1+6,2 embriones transferibles). Sin embargo, las donantes con 17P-
estradiol tuvieron un respuesta mayor (P<0,05) que las de vacas iniciadas entre los dias 7 a 14 del ciclo estral
(n=614; 5,3+5,5 embriones transferibles). Por lo tanto, estudios experimentales apropiadamente desarrollados y
controlados deben ser realizados para confirmar estos resultados.

SUPEROVULACION DURANTE LA PRIMERA ONDA FOLICULAR

Los tratamientos superestimulatorios también pueden ser comenzados en el momento de emergencia de la
primera onda folicular en vacas™ y ovejas®™. Adams y col.* reportaron ademas similares respuestas superovulato-
rias entre tratamientos iniciados en el momento de la emergencia de la primera o segunda onda folicular. El punto
es determinar el momento de la ovulacidn con ultrasonografia o iniciar los tratamientos un dia después del co-
mienzo del celo.

Para evitar la necesidad de observar la expresion de celo de las donantes, Nasser y col.*® indujeron una ovula-
cién sincrénica en vacas Nelore (Bos indicus) utilizando un protocolo de CIDR y benzoato de estradiol (BE), con
la administracion de pLH (Lutropin-V, Bioniche Animal Health, Canadd) 24 h después de retirado el CIDR. Los
tratamientos superestimulatorios se iniciaron 24 h después de la pLH (en el momento esperado de la ovulacion y
consecuentemente la emergencia de la primera onda folicular). No hubo diferencias en el nimero de embriones
transferibles en las vacas tratadas con CIDR cuando los tratamientos superestimulatorios fueron iniciados en el
momento de emergencia de la primera onda folicular (8,0 + 1,8) 0 4 dias después de la inyeccion de 2,5 mg de BE
y 50 mg de progesterona (Grupo control: 6,6 + 2,0); pero el nimero de embriones fue menor cuando las vacas
fueron superestimuladas durante la primera onda pero sin la colocacion de un CIDR durante el tratamiento (0,2 +
0,2; P <0,05). Los resultados de este Gltimo grupo, sugieren que se requiere tener progesterona circulante para que
los ovocitos tengan la capacidad de ser fertilizados y los embriones desarrollarse (Nasser, comunicacion personal).

Recientemente, realizamos una serie de 5 experimentos con el objetivo general de desarrollar un protocolo de
superovulacion de la primera onda folicular, utilizando dispositivos con progesterona pero sin el uso de estradiol.
Para desarrollar este protocolo nos basamos, ademés de los trabajos en los experimentos que han demostrado que
es posible mejorar la tasa de respuesta ovulatoria a la GnRH mediante la induccion de un foliculo persistente con
el uso de un CIDR por 7 a 10 dias y PGF2a en el momento de insercién del CIDR®.
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En el primer experimento®, donantes de raza Bonsmara (29 vacas y 41 vaquillonas) que se encontraban ci-
clando y en momentos no conocidos del ciclo estral, fueron aleatoriamente asignadas a uno de dos tratamientos.
Las donantes del Grupo 1 (superestimuladas durante la primera onda folicular) recibieron un dispositivo con pro-
gesterona (1,56 g de progesterona, Cue-Mate, Bioniche Animal Health, Belleville, ON, Canada) junto con la ad-
ministracion intramuscular de PGF2a (0,150 mg D (+) cloprostenol, Bioprost-D, Biotay S.A., Argentina). El Cue-
Mate fue retirado 10 dias mas tarde y una segunda administracion de PGF2a. fue realizada en este momento, se-
guida por una inyeccién de GnRH (0,050 mg Lecirelina, Biosin-OV, Biotay S.A.) 36 h después. En base a los
trabajos de superovulacion durante la primera onda folicular realizados con anterioridad * *°, se especulé que la
administracion de GnRH después de la remocion del CIDR resultaria en la ovulacién y emergencia de una nueva
onda folicular 30 a 36 h més tarde. Por lo tanto, a las 36 h después de la GnRH (Dia 0), las donantes recibieron un
nuevo Cue-Mate y se inici6 el tratamiento de superestimulacion con una dosis total de 200 a 260 mg (vaquillonas)
0 320 mg (vacas) NIH-FSH-P1 de Folltropin-V (Bioniche Animal Health) divididas en dosis decrecientes admi-
nistrada cada 12 h y por 5 dias. La PGF2a fue administrada con las dos ultimas dosis de Folltropin-V y el disposi-
tivo Cue-Mate fue removido con la Gltima aplicacion de Folltropin-V. Todas las donantes recibieron 12,5 mg de
pLH, 24 h después del retiro del Cue-Mate y fueron IATF, 12 y 24 h mas tarde.

Los embriones fueron colectados 7 dias después de la aplicacion de pLH y clasificados de acuerdo a las nor-
mas de la IETS".

Las donantes del Grupo 2 (control) recibieron un Cue-Mate y 2 mg de BE (Bioestradiol, Biotay S.A.) y 50
mg de progesterona (P4; Progesterona Rio de Janeiro, Laboratorios Allignani Hnos SRL, Argentina) im. Los tra-
tamientos de superestimulacion fueron iniciados 4 dias mas tarde con la misma dosificacion de Folltropin-V usada
en el Grupo 1. La administracion de la PGF2a, el retiro del Cue-Mate, el tratamiento con pLH, las IATF y la co-
lecta de los embriones fueron realizadas como en el Grupo 1. En este experimento no se encontraron diferencias
significativas (P > 0,20) en la cantidad de ovocitos/embriones colectados (11,0 + 1,4 vs 8,4 £+ 1,4), ovocitos ferti-
lizados (6,3 + 1,1 vs 5,2 + 1,1), ni en los embriones transferibles (5,1 £ 0,9 vs 3,7 + 0,8) entre el Grupo 2 (control)
y el Grupo 1 (superestimuladas durante la primera onda).

A pesar de que este estudio demostro que el protocolo utilizado para la superestimulacién de la primera onda
folicular fue tan eficiente como el protocolo con estradiol, la duracion del tratamiento completo (26 dias) conlleva
un mayor consumo de tiempo vy dificultad para su implementacion. Por lo tanto, los experimentos subsiguientes
tuvieron el objetivo de simplificar el protocolo descripto anteriormente.

Consiguientemente, en el segundo experimento se tratd de reducir el pre-tratamiento de induccion del foliculo
persistente con Cue-Mate, de 10 dias a 5 dias (26). En este trabajo 11 vacas y vaquillonas Brangus fueron coloca-
das aleatoriamente en cuatro grupos de tratamiento en un disefio cross-over, en donde todas las donantes fueron
superovuladas en todos los grupos de tratamiento y todos los grupos estuvieron representados en las cuatro fechas
de colecta. Las donantes del primer grupo (Cue-Mate 10 dias) fueron tratadas de la misma manera que el Grupo 1
(i.e primera onda) del experimento 1. Las donantes del segundo y tercer grupo de tratamiento recibieron PGF2a y
tuvieron durante 5 dias un Cue-Mate con dos "pods" impregnados con 0,78 g de progesterona c/u, (Grupo Cue-
Mate 5 dias 2 pods) o un Cue-Mate en el que uno de los "pods" fue sustituido por un "pod" sin progesterona (Gru-
po Cue-Mate 5 dias 1 pod). En los tres grupos de tratamiento se administré PGF2a junto con la remocion del dis-
positivo (Dia -3), seguida por GnRH 36 h mas tarde. En el Dia 0 (36 h después de la GnRH) las donantes de los
tres grupos recibieron un Cue-Mate nuevo y la superestimulacion con una dosis total de 260 mg (vacas) o0 200 mg
(vaquillonas) de Folltropin-V, en dos dosis diarias durante 5 dias. La administracion de la PGF2a, el retiro del
Cue-Mate, el tratamiento con pLH, la inseminacion artificial y la colecta de los embriones fueron realizadas al
igual que en el experimento 1.

Las donantes del cuarto grupo (Grupo control) fueron tratadas de la misma manera que el Grupo Control del
experimento anterior, 4 dias después de la administracion de BE + P4 y la insercion de un Cue-Mate. Todas las
donantes en este experimento fueron examinadas por ultrasonografia (Pie Medical, Falco 100 Vet, Holanda) desde
el dia de la remocion del primer Cue-Mate hasta la ovulacion, para evaluar la respuesta ovulatoria al pre-
tratamiento. No hubo diferencias significativas (P >0,17) en la tasa de ovulacion (8/11; 81,8 % vs 8/11, 72,7 % vs
11/11, 100 %), ni en el intervalo a la ovulacion (32,0 + 2,8 h vs 30,0 £ 3,2 h vs 36,0 £ 0,0 h) en los grupos Cue--
Mate 10 dias, Cue-Mate 5 dias 1 pod y Cue-Mate 5 dias 2 pods, respectivamente. Asimismo, no se encontraron
diferencias significativas (P >0,94) en el nimero y calidad de embriones colectados (Tabla 1). Por lo tanto se con-
cluy6 que era posible acortar el pre-tratamiento con Cue-Mate de 10 dias a 5 dias, sin afectar la respuesta supero-
vulatoria. Ademas, concluimos que no era necesario sacarle un pod al Cue-Mate para mejorar la respuesta ovula-
toria a la GnRH.
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Un tercer experimento (27) fue realizado con el fin de evaluar si era necesario remover el Cue-Mate después
del pre-tratamiento y reinsertar uno nuevo cuando se inicia la superovulacién, o se podia simplemente dejar el
Cue-Mate por la duracidn total del protocolo. Para este trabajo se utilizaron 37 donantes de embriones Angus (27
vacas y 10 vaquillonas), que fueron colocadas en forma aleatoria en dos grupos de tratamiento en un disefio cross-
over como el del experimento 2. Cada donante recibié 360 mg de Folltropin-V en dosis decrecientes cada 12 h 'y
durante 5 dias. Las donantes de Grupo 1, fueron tratadas de la misma manera que el grupo pre-tratado por 5 dias
con Cue-Mate con 2 pods del experimento anterior. Las donantes del Grupo 2, se trataron de forma similar al
Grupo 1, con la unica diferencia de que el Cue-Mate no fue removido y se mantuvo hasta la dltima inyeccion de
FolltropinV. La tasa de ovulacion en respuesta a la administracion de GnRH fue igual en los dos grupos (32/37,
86,5 % en cada grupo) y tampoco hubo diferencias (P >0,47) en el intervalo desde la GnRH hasta la ovulacion
(356 1,6 hy 37,5+ 0,7 h para el Grupo 1y 2, respectivamente). Asimismo, no hubo diferencias significativas
(P>0,14) en el numero y calidad de los embriones obtenidos en los dos grupos (Tabla 2).

Concluimos que no era necesario remover el Cue-Mate para hacer ovular el foliculo previo a la superestimu-
lacion.

Continuando con esta linea de experimentos, el cuarto estudio®’ fue realizado con el fin de evaluar si era po-
sible acortar el tratamiento de Folltropin-V de 5 dias a 4 dias, como lo usa la mayoria de los técnicos. Para este
estudio fueron utilizadas 24 vacas donantes de embriones (18 Simmental y 6 Angus), que se colocaron en forma
aleatoria en dos grupos de tratamiento en un disefio cross-over como en los experimentos anteriores. Todas las
donantes recibieron Cue-Mate por todo el protocolo de superovulacion, PGF2a. y GnRH como en el experimento
anterior. Ademas, todas recibieron 400 mg de Folltropin-V totales, con la diferencia que en el Grupo 1 el Folltro-
pin-V fue administrado en 10 dosis cada 12 h'y por 5 dias (como en todos los experimentos anteriores), mientras
gue las donantes del Grupo 2 recibieron 8 aplicaciones de Folltropin-V cada 12 h durante 4 dias. Las inyecciones
PGF20, pLH, inseminaciones y colecta de los embriones fueron realizadas como en los experimentos anteriores.
De esta manera la duracion total del protocolo fue de 21 dias para las donantes del Grupo 1y de 20 dias para las
del Grupo 2. Los resultados de este experimento se muestran en la Tabla 3, donde se puede observar que no hubo
diferencias significativas (P>0,49) en ninguno de los parametros evaluados.
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Por altimo, se realizd un quinto trabajo para evaluar si era posible simplificar aun mas el protocolo y evaluar
si eran necesarias dos dosis de PGF2a durante el pre-tratamiento. Un segundo objetivo fue reconfirmar la efecti-
vidad de este nuevo protocolo mediante la comparacion con el protocolo que utiliza P4 y BE para sincronizar el
desarrollo de una onda folicular. Se utilizaron 14 vacas donantes de la raza Simmental, que fueron colocadas en
forma aleatoria en tres grupos de tratamiento en un disefio cross-over. Las donantes de los Grupos 1y 2 recibieron
Cue-Mate por 5 dias y la diferencia entre ellos fue que las del Grupo 1 recibieron PGF2a en el momento de la
insercion del Cue-Mate y 5 dias después, mientras que las Grupo 2 recibieron PGF2a s6lo en el momento de la
insercion del Cue-Mate. Como en los experimentos anteriores, las vacas de los Grupos 1y 2 recibieron GnRH a
los 7 dias de la insercion del Cue-Mate y se iniciaron los tratamientos con Folltropin-V a las 36 h de la GhnRH
(Dia 0). Las donantes del Grupo 3 (BE +P4) recibieron 2,5 mg de BE, 50 mg de progesterona im y un Cue-Mate,
4 dias antes del inicio de los tratamientos con Folltropin-V. Las donantes de los 3 grupos recibieron 400 mg de
Folltropin-V en 8 dosis decrecientes cada 12 h y por 4 dias. Asimismo, las posteriores aplicaciones de PGF2aq,
remocion del Cue-Mate, pLH, inseminaciones y colecta de los embriones, fueron realizadas de la misma manera
gue en los experimentos anteriores. No hubo diferencias significativas (P>0,54) en ninguna de las variables anali-
zadas (Tabla 4).

Estos datos demuestran que la superestimulacion de la primera onda folicular puede ser empleada en grupos
de donantes, independientemente del momento del ciclo estral en que se encuentren y sin afectar la respuesta su-
perovulatoria, sin la necesidad del uso de estradiol para sincronizar la emergencia de la onda folicular. El trata-
miento recomendado esta esquematizado en la Figura 1.
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SUPEROVULACION SIN LA INDUCCION DE ATRESIA U OVULACION DEL FOLICULO
DOMINANTE PARA SINCRONIZAR EL DESARROLLO FOLICULAR

La mayoria de los protocolos de superestimulacion actuales tratan de sincronizar la emergencia de la onda fo-
licular causando la atresia folicular'® *®. De esta manera hay un aumento de la FSH que recluta los foliculos de una
nueva onda y alli se inician los tratamientos con gonadotropinas. Sin embargo esto puede no ser necesario para el
éxito de un tratamiento superovulatorio. Un concepto interesante que ha surgido es el de la estimulacién de los
foliculos subordinados.

Durante una onda folicular normal, los foliculos subordinados regresan debido a las concentraciones decre-
cientes de FSH causadas principalmente por las secreciones de estradiol e inhibina'® .

Los foliculos pequefios requieren FSH para continuar su crecimiento y se ha evidenciado que foliculos tan
pequefios como de 1 mm de didmetro comienzan a crecer bajo la influencia de la FSH*!. Quiza todo lo que se
necesite para la superestimulacion es la presencia de foliculos de 3 a 4 mm de diametro en el momento que sea
iniciado el protocolo tradicional de superestimulacion durante 4 o 5 dias. Asumiendo una tasa de crecimiento de 1
a 2 mm por dia, esto deberia tomar 2-3 dias, 0 sea, sumar 2-3 dias al protocolo de superestimulacion. 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.
Caccia y col.?? han demostrado que la administracion de 500 Ul de gonadotrofina coriénica equina (eCG) 2 dias
antes de iniciar los tratamientos con FSH tiende a incrementar la respuesta superovulatoria, posiblemente por el
reclutamiento de mayor cantidad de foliculos que ingresen dentro del pool de foliculos de 3 a 5 mm de la onda.
Este trabajo fue repetido recientemente por Carballo Guerrero y col.?* donde la aplicacion de 500 Ul de eCG au-
menté la produccién de embriones en vacas con historia de baja respuesta superovulatoria (<3 embriones transfe-
ribles por tratamiento). Cuando se incluy6 eCG en el tratamiento, las vacas produjeron 3,6 + 0,6 embriones trans-
feribles contra 1,0 + 0,2 embriones transferibles cuando no se utiliz6 eCG (P <0,01). El mecanismo involucrado
podria ser el que se describi6 anteriormente. Otra alternativa podria involucrar la insercion de un dispositivo con
progesterona en cualquier estado del ciclo y la iniciacion del tratamiento con FSH 2 a 3 dias més tarde (una vez
que los niveles de progesterona se hayan estabilizado). La FSH podria ser administrada durante 6 a 7 dias, sin
diferir la dltima parte del protocolo tradicional. La dosis total de FSH puede no tener que ser incrementada; es
decir, la dosis total de la FSH puede ser dividida en mas aplicaciones, comenzando con las dosis bajas en las apli-
caciones tempranas de manera de reclutar los foliculos muy pequefios.

En un estudio preliminar realizado con vacas cruzas de carne utilizadas en programas de capacitacion de co-
lecta de embriones se evalud un protocolo de superestimulacién con FSH por 6 dias de FSH™. La respuesta su-
perovulatoria fue similar a la de donantes iniciadas 4 dias después de la aplicacion de BE + P4. Las vacas del
Grupo FSH-6 dias, recibieron un dispositivo intravaginal liberador de progesterona (0,75 g de progesterona, Pro-
Ciclar, Zoovet, Argentina) en el Dia 0. En el Dia 2, se inicio la superestimulacién con una dosis total de 320 mg
NIH-FSH-P1 de Folltropin-V durante 6 dias (10 mg AM y PM, 20 mg AM y PM, 60 mg AM y PM, 40 mg AM y
PM, 20 mg AM y PM y 10 mg AM y PM). La PGF2o fue administrada en la mafiana y en la tarde del Dia 6 y el
dispositivo fue removido en la mafiana del Dia 7, la GnRH fue administrada en la mafiana del Dia 8 y se realizé la
IATF 12 y 24 horas después de la aplicacion de la GnRH. Los embriones fueron colectados 7 dias después de la

Pégina 6 de 12



Sitio Argentino de Produccién Animal

GnRH. Las vacas del Grupo Control recibieron 2,5 mg BE y 50 mg de progesterona im junto con la insercion de
un Pro-Ciclar en el Dia 0. En el Dia 4 se inicio la superestimulacién con un total de 320 mg de Folltropin-V, pero
en este caso con administraciones cada 12 h de forma decreciente durante 4 dias (70 mg AM y PM, 50 mg AM y
PM, 30 mg AMy PMy 10 mg AM y PM). La aplicacion de PGF2a, el retiro del dispositivo, la GnRH, la IATF y
la colecta de los embriones fue realizada de la misma manera que en el Grupo FSH-6 dias. No hubo diferencias
significativas (P>0,2) en los ovocitos/embriones colectados (4,7 + 0,8 vs 7,5 + 1,4), ni en los embriones trans-
feribles (2,3 £ 0,5 vs 3,5 + 0,9) en los grupos FSH6 dias (n=25) y Control (n=25), respectivamente.

Por ser estos resultados provenientes de vacas utilizadas en cursos y por lo tanto no tener la seguridad que
siempre se colecten todos los embriones posibles, deben ser considerados solamente como informacion preliminar
y deben ser evaluados con cautela. Por esto se procedid a realizar un nuevo experimento, en el cual se utilizaron
21 vacas donantes de embriones de raza Angus que fueron superestimuladas por los dos tratamientos evaluados en
el experimento anterior, en un disefio crossover.

En este caso no hubo diferencias significativas (P > 0,05) en los ovocitos/embriones colectados (8,2 £ 1,3 vs
10,0 £ 1,7), ni en los embriones transferibles (4,9 £ 1,0 vs 5,8 £ 1,3) en los grupos FSH-6 dias y Control, respecti-
vamente. Si bien estos resultados fueron alentadores, todavia hay que continuar evaluando este protocolo, ya que
si uno hace la sumatoria de los dos experimentos y los compara estadisticamente (n=46 colectas por tratamiento),
hay una tendencia (P=0,79) a un menor nimero de ovocitos/embriones colectados en el Grupo FSH-6 dias (6,3
+0,7) que en el Grupo Control (8,6+ 1,1); aunque esta diferencia es solo numérica (P>0,26) en el nimero de em-
briones transferibles (3,5 + 0,6 vs 4,6 + 0,8 en el Grupo FSH-6 dias y Control, respectivamente). Por lo tanto, se
deben realizar méas trabajos de investigacion antes de dar una recomendacion sobre este protocolo alternativo.

SUPEROVULACION DE VACAS DONANTES UTILIZANDO UNA UNICA DOSIS DE FSH

Los tratamientos superestimulatorios tradicionales constan de una aplicacién i.m. de eCG o dos aplicaciones
diarias cada 12 h durante 4 dias de extractos pituitarios que contienen FSH*. La eCG es una glicoproteina que
tiene una prolongada vida media (mas de 40 h), lo que representa una ventaja desde el punto de vista préctico,
dado que una sola aplicacién es suficiente para provocar una apropiada estimulacién ovarica® . Sin embargo,
una prolongada estimulacion con eCG provoca un incremento en la cantidad de foliculos anovulatorios en el mo-
mento de la colecta de embriones®” *, Contrariamente, la vida media de la FSH en la vaca es de 5 h® * y por eso
se necesitan aplicaciones frecuentes para inducir una adecuada respuesta superovulatoria” *’. Tratamientos con
dos aplicaciones diarias de FSH han demostrado mayor respuesta superovulatoria que tratamientos con una sola
aplicacion diaria® °" ™,

La necesidad de inyectar dos veces por dia hace que el tratamiento requiera maxima atencion y resulta a ve-
ces muy dificultoso de aplicar en algunos establecimientos, reduciendo aun mas la posibilidad de que esta técnica
sea utilizada masivamente. Ademas, cuando el tratamiento es aplicado incorrectamente las vacas no responden, o
si se las trata bruscamente puede causar estrés en algunas donantes, con la consiguiente disminucion de la respues-
ta superovulatoria™®. Se ha reportado que el estrés por transporte disminuye la respuesta superovulatoria en vaqui-
llonas®. Ademas, el estrés agudo repetido puede alterar el pico preovulatorio de LH™ y el uso de inyecciones de
ACTH exdgena, disminuyd significativamente la pulsatilidad de la LH®. Estos informes sugieren que en el gana-
do bovino, el estrés puede influir en la eficiencia de los tratamientos superovulatorios en animales inddciles o no
tan acostumbrado a pasar frecuentemente por la manga. El desarrollo de un tratamiento superovulatorio con una
sola aplicacion de FSH no sélo ahorra tiempo y mano de obra, sino también podria disminuir el estrés en las do-
nantes de embriones, ademas de aumentar la precision de los tratamientos en las explotaciones que carecen de
personal capacitado.

En un estudio realizado hace mas de 10 afios, una sola dosis subcutanea de 400 mg NIH-FSHP1 de Folltro-
pin-V en vacas de carne con una buena condicion corporal (>3 en una escala del 1 al 5), resulté en una respuesta
superovulatoria equivalente al protocolo de tratamiento tradicional de dos aplicaciones al dia durante 4 dias™. Sin
embargo, los resultados no se pudieron repetir en vacas Holstein, que tenfan menos tejido adiposo subcutaneo®.
En otro estudio realizado en vacas Holstein, la inyeccion Gnica se dividié en dos, con un 75 % de la dosis de Foll-
tropin- V administrada por via subcuténea en el primer dia de tratamiento y el 25 % restante fue administrado 48 h
después, cuando normalmente se administra la PGF2a™*. La respuesta superovulatoria a este tratamiento fue in-
termedia entre la obtenida con el protocolo tradicional (la mayor respuesta) y la obtenida con una sola dosis sub-
cutanea (la menor respuesta). En un estudio realizado por Brogliatti y col.? se confirmaron los resultados del ex-
perimento anterior.

Una opcidn alternativa para inducir una respuesta superovulatoria con una unica inyeccion de FSH, seria
combinarla con agentes que resultaran en una liberacion lenta y sostenible de la hormona durante varios dias. Es-
tos agentes, son denominados cominmente polimeros. Existen polimeros de origen bioldgico o sintético con dife-
rentes propiedades utilizados en la liberacidn de drogas. Estos compuestos son biodegradables y no reaccionan en
el tejido, lo que facilita su uso en animales’® ™,
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Uno de los primeros estudios que se realizaron con un agente de liberacion lenta, fue con polivinilpirrolidona
(PVP). La PVP es soluble en agua o en una amplia gama de disolventes organicos. Por otra parte, la PVP es capaz
de formar complejos con varios materiales como pigmentos, yoduro, antibiéticos e insulina y podria ser utilizada
para prolongar el tiempo funcional in vivo de una hormona.

En un trabajo realizado por Yamamoto y col.”’, se demostr6 que al combinar FSH con una solucién de PVP al
30 % y administrada en una sola aplicacién por via intramuscular obtuvieron resultados similares que el trata-
miento tradicional de maltiples dosis durante 4 dias. Sin embargo, Callejas y col.?® y B6 y Mapletoft (datos no
publicados) no obtuvieron una respuesta superovulatoria satisfactoria con este compuesto. Un dato interesante del
trabajo de Callejas y col.?® es que cuando combinaron de FSH con eCG obtuvieron una respuesta superovulatoria
similar a la del tratamiento tradicional.

El gel de hidréxido de aluminio es un adyuvante que puede absorber macromoléculas (como por ejemplo,
proteinas), esto se debe a la fuerza electrostatica que posee. Tiene un punto isoeléctrico de 11,4. En consecuencia,
es de carga positiva y puede ser un buen adsorbente de las proteinas con carga negativa a pH fisioldgico®. En un
estudio realizado por Kimura y col.*, demostraron que una sola aplicacién de FSH en gel de hidréxido de alumi-
nio es efectiva para inducir una respuesta superovulatoria en ganado bovino. Sin embargo, las posibilidades de
que sea aprobado para su uso, son bastante remotas debido a que es un adyuvante utilizado en vacunas®. Por dlti-
mo, Choi y col.?® demostraron que al disolver FSH en Polietilenglicol (PEG) se obtiene una respuesta superovula-
toria similar a la obtenida por un tratamiento de 8 aplicaciones de FSH durante 4 dias.

Nosotros hemos realizado recientemente una serie de experimentos para evaluar la respuesta superovulatoria
en donantes de embriones tratadas con una inyeccion Unica de Folltropin-V asociado con una formulacion de libe-
racion lenta (SRF, Bioniche Animal Health). Estos experimentos fueron realizados en donantes de varias razas de
carne (Angus, Brangus, Bonsmara y Braford) para probar la efectividad de este protocolo.

En el Dia 0, todas las vacas recibieron 5 mg de 17p-estradiol, 50 mg de progesterona y un dispositivo Cue-
Mate. El Dia 4, las vacas fueron superestimuladas con dos tratamientos: las vacas del Grupo Control recibieron
FolltropinV en dosis decrecientes por via im cada 12 h durante 4 dias, mientras que las vacas del Grupo Dosis
Simple recibieron una dosis Gnica de Folltropin-V diluida en 10 ml de SRF que fue aplicada por via im en la tabla
del cuello. En la mafana y la tarde del Dia 6, todas las vacas recibieron PGF2a y se retir6 el Cue-Mate en la tarde
del Dia 6. En la mafiana del Dia 8 las vacas recibieron 12,5 mg de pLH y fueron inseminadas 12 y 24 h mas tarde
(Dia 9). Las vacas que mostraron celo en la tarde del Dia 7, fueron inseminadas en el momento de la pLHy 12 h
mas tarde.

Se colectaron los embriones en el Dia 15 y fueron clasificados siguiendo las normas de la IETS. En el Dia de
la colecta, las donantes recibieron PGF2a, para ser nuevamente tratadas entre 13 y 20 dias después (30 a 40 dias
de intervalo entre colectas). En la Tabla 5 se muestran resumidos los resultados obtenidos de los 7 experimentos
realizados hasta ahora. No se encontraron diferencias significativas en el nimero y calidad de los embriones obte-
nidos.

Como se muestra en la Tabla 5, los resultados son muy alentadores y consistentes y permiten afirmar que este
protocolo es viable y efectivo para superestimular donantes de razas de carne. De las dosis de Folltropin-V eva-
luadas para cada raza, la que mas embriones transferibles produjo en las donantes Angus (n=150) fue 300 mg
(versus 200 y 400 mg); en las Brangus (n=41) no hubo diferencias entre 260 y 300 mg (versus 200 mg) y en la
raza Bonsmara (n=74), no hubo diferencias entre 200 0 300 mg. En la raza Braford sélo se utiliz6 la dosis de 260
mg (n=14).

UTILIZACION DE ECG EN LAS ETAPAS FINALES DEL TRATAMIENTO SUPERESTIMULATORIO

Desde hace un tiempo se ha comenzado a especular sobre la necesidad de la FSH y LH de los foliculos en
crecimiento durante un tratamiento superestimulatorio. Basados en los conocimientos de la fisiologia del desarro-
llo folicular, los foliculos en desarrollo necesitan principalmente FSH durante la fase de reclutamiento hasta llegar
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a un tamafio de 8,5 mm de didmetro en la vaca Bos taurus® y 6,2 mm en la vaca Bos indicus® . Después de ese
tamafio, el foliculo dominante adquiere receptores de LH en las células de la granulosa y se dice que su creci-
miento hasta la ovulacion pasa a ser LH dependiente®.

Por lo tanto, los foliculos de vacas superestimuladas podrian beneficiarse con la inclusion de una mayor can-
tidad de LH al final del tratamiento. Price y col.®* trataron de aumentar los pulsos de LH mediante aplicaciones
frecuentes de GnRH. A pesar de conseguir un aumento de la produccion de estradiol por parte de los foliculos en
crecimiento, las donantes no ovularon después de una inyeccion de GnRH al final de la superestimulacion, tal vez
porque el tratamiento frecuente produjo una desensibilizacidn de la hipéfisis a la GnRH. Otra opcién podria ser
utilizar eCG al final de un tratamiento convencional con FSH. La eCG tiene actividad similar a la FSH y LH** >
"y al tener una vida media larga (40 h) podria dar un estimulo constante a los receptores de LH de los foliculos
en crecimiento. Barros y col.® 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 inyecciones de FSH correspondientes al cuarto dia, por dos inyecciones (cada 12 h)
de 200 Ul de eCG cada una. Las donantes del Grupo Control fueron superestimuladas con el tratamiento conven-
cional de 8 dosis decrecientes de FSH cada 12 h y por 4 dias. El tratamiento con eCG increment6 significativa-
mente (P <0,03) el nimero de ovocitos/embriones colectados (10,0 + 1,5 vs 6,7 + 1,2 para las tratadas con eCG y
las del Grupo Control, respectivamente) y solo numéricamente el nimero de embriones transferibles (7,3 + 1,2 vs
5,1 + 1,1 para las tratadas con eCG y las del Grupo Control, respectivamente). Sin embargo, Sartori y col.®® no
encontraron un efecto benéfico de la eCG en vaquillonas Nelore.

Para continuar investigando esta alternativa, realizamos un experimento con vacas y vaquillonas Brangus®.
Se utilizaron para este experimento 38 vacas y 25 vaquillonas Brangus que fueron divididas al azar para confor-
mar tres grupos. En el Dia 0, todas las donantes recibieron un dispositivo Prociclar, junto a 50 mg de progesterona
y 2,5 mg BE im. A la tarde del Dia 4 se iniciaron los tratamientos superestimulatorios. Las donantes del Grupo
Control recibieron 8 aplicaciones de Folltropin-V en forma decreciente cada 12 h'y por 4 dias (dosis total 280, 320
0 400 mg NIH-FSH-P1). En la mafana y tarde del Dia 6 se aplicd PGF2a. y se retiraron los dispositivos en la tarde
del Dia 7. En la mafiana del Dia 8 se aplic6 GnRH y las donantes fueron IATF 12 y 24 h después. Las donantes
del Grupo FSH + eCG Dia 6, recibieron sélo las primeras 4 aplicaciones de Folltropin-V en forma decreciente y
en la mafiana del Dia 6 recibieron una Gnica inyeccion im de 400 Ul de eCG (Novormon, Syntex SA, Argentina).
Estas vacas no recibieron ni FSH ni eCG en el Dia 7. La administracién de PGF2a, remocion del dispositivo,
GnRH e IATF fueron realizadas como en el Grupo Control. Finalmente, las donantes del Grupo FSH+ eCG Dia 7,
recibieron las primeras 6 aplicaciones de Folltropin-V y dos inyecciones (cada 12 h) de 200 Ul de eCG en la ma-
fiana y tarde del Dia 7. La administracion de PGF2a, remocion del dispositivo, GnRH e IATF fueron realizadas
como en el Grupo Control. El Dia 15 se colectaron los embriones y fueron evaluados segin las normas de la
IETS.

Como se puede ver en la Tabla 6, el tratamiento con dos dosis de eCG resulté en un nimero mayor de CL y
embriones transferibles que en los otros dos grupos. Asimismo, no hubo diferencias en la respuesta superovulato-
ria entre las donantes tratadas con Folltropin-V durante los 4 dias (Control) y las que solo recibieron Folltropin
durante los dos primeros dias y luego una dosis de eCG en el Dia 6, cuando se administré la primera PGF2a. Sin
duda estos tratamientos se presentan como una opcién muy interesante que debe ser tenida en cuenta.

COMENTARIOS FINALES Y CONCLUSIONES

La incorporacion de los protocolos que controlan la dindmica folicular y la ovulacion ofrece la ventaja de po-
der programar los tratamientos rapidamente y en momentos predeterminados, sin la necesidad de detectar los ce-
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los de las vacas. Estos tratamientos son practicos y faciles de realizar por el personal de campo, y o mas impor-
tante es que no dependen de la pericia y exactitud en la observacion de celos para realizar las inseminaciones. Sin
embargo, el estradiol, que ha probado ser el méas Gtil para cumplir con los objetivos, esta siendo retirado de mu-
chos laboratorios veterinarios alrededor del mundo. Aungue la administracion de GnRH para sincronizar la emer-
gencia de la onda folicular parece ser demasiado variable para superestimulacion, la pre-sincronizacién mejora las
respuestas y se puede de esta manera superestimular a las donantes en el momento de emergencia de la primera
onda folicular (en el dia de la ovulacion), con resultados similares a los que se obtienen utilizando estradiol. Con
respecto a los tratamientos con FSH, los trabajos mas recientes resumidos en esta revision han demostrado que es
posible superestimular donantes con la administracion de una sola inyeccion im de FSH diluida en una solucion
de liberacion lenta. Por ultimo, el tratamiento superestimulatorio combinando FSH para reclutar los foliculos en la
onda y luego eCG para estimular el crecimiento final de los foliculos reclutados, se presenta como una alternativa
muy interesante para aumentar la respuesta superovulatoria y la calidad de los embriones obtenidos por tratamien-
to.
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