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RESUMEN

El objetivo de esta tesis fue evaluar la respuesta superovulatoria en donantes de embriones
tratadas con aplicaciones reducidas de FSH diluida en una formulacion de liberacion lenta
a base de acido hialurénico (AH). En el experimento 1, se evalud la via de administracion
de la FSH diluida en AH en una sola aplicacion. No hubo diferencias en el nimero de
embriones transferibles entre las vacas del grupo Control (8 aplicaciones de FSH diluida en
solucidn fisioldgica cada 12 h y por 4 dias; 10,3 £ 3,4) y las tratadas con FSH diluida en
HA y administrada por via intramuscular (i.m.; 5,0 £ 1,7); pero el numero de embriones
fue menor (1,3 = 1,1; P<0,05) con la administracién subcutanea. En el experimento 2, se
compararon dos concentraciones distintas de AH (10 o 20 mg/mL) por via i.m. en una sola
aplicacion. La FSH diluida en la solucién mas concentrada de AH resultdé en un mayor
numero de embriones transferibles (6,8 + 0,8 y 2,9 + 0,7 respectivamente, P<0,05). En el
experimento 3 se compard un tratamiento de una sola aplicacién i.m. de FSH diluida en
una solucién 20 mg/mL de AH con la de un protocolo superestimulatorio Control (8
aplicaciones de FSH cada 12 h por 4 dias). No se encontraron diferencias (P>0,05) entre
los dos protocolos en el numero de embriones transferibles obtenidos (7,1 + 1,3y 53 £
0,8; respectivamente). El experimento 4 tuvo como objetivo evaluar la respuesta
superovulatoria de donantes Angus, Brangus y Bonsmara tratadas con distintas dosis de
FSH diluida en AH (20 mg/mL) y administrada en una Unica inyeccion por via i.m. o de
FSH diluida en solucion fisiol6gica y administrada en 8 inyecciones cada 12 h y por 4 dias.
Los resultados obtenidos sugieren gque las dosis adecuadas para dichas razas son 300, 260 y
200 mg respectivamente. A pesar de que estos resultados demostraron que una sola
aplicacion de FSH diluida en 20 mg/mL de AH resulta en una satisfactoria respuesta
superovulatoria, la solucion de AH es demasiado viscosa y dificil de mezclar con la FSH.
Para evitar esto se realiz6 el experimento 5 para evaluar concentraciones mas bajas de AH
(10 y 5 mg/mL) pero en dos aplicaciones cada 48 h. No hubo diferencias en el nimero de
embriones transferibles en las vacas tratadas con el tratamiento Control (6,7 £ 1,3) y las
tratadas con dos aplicaciones cada 48 hde FSHen AH (89+14y93+19paral0y5
mg/mL, respectivamente). Por ultimo, el experimento 6 tuvo como objetivo evaluar la
eficacia de la dilucion de FSH en 5 mg/ml AH y administrado en dos aplicaciones i.m.

cada 48 hs, luego de haber sido refrigerada o congelada por dos semanas. No se
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encontraron diferencias entre los distintos métodos de conservacion de la dilucion
(P>0,05). En conclusion la superestimulacion con una o dos aplicaciones de FSH diluida
en AH resulta en una produccién de embriones transferibles similar a la de un tratamiento

tradicional de dos inyecciones i.m. 2 veces al dia durante 4 dias.

Palabras claves: Superovulacion, FSH, &cido hialurénico, intramuscular, dosis.
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ABSTRACT

The aim of this thesis was to evaluate the superovulatory response in donors treated with
reduced applications of FSH diluted in a slow release formulation based on hyaluronic acid
(HA). Experiment 1, was designed to evaluate the route of administration (i.m. or s.c.) of
FSH diluted in AH in a single injection. There were no differences in the number of
transferables embryos between cows in the Control group (8 twice-daily administrations of
FSH diluted in saline for 4 days; 10.3 £ 3.4) and those treated with FSH diluted in HA and
administered intramuscularly (i.m.; 5.0 + 1.7); however, the number of transferable
embryos was lower in those that were treated subcutaneously (1.3 + 1.1; P<0.05)
Experiment 2 was designed to compare two concentrations of HA (20 mg/mL or 10
mg/mL) in a single i.m. injection. The FSH diluted in the more concentrated HA solution
resulted in more (P<0.05) transferable embryos (2.9 £ 0.7 and 6.8 + 0.8, for 10 mg/mL and
20 mg/mL, respectively). Experiment 3 was designed to compare superovulatory response
in donor cows treated with a single i.m. injection of Folltropin-V diluted in 20 mg/ml of
HA with those treated with the Control protocol (8 twice-daily i.m. injections for 4 days).
No difference (P>0.05) in the number of transferable embryos was found between the two
treatments (7.1 = 1.3 and 5.3 = 0.8, respectively. Experiment 4 was designed to compare
superovulatory responses in Angus, Brangus and Bonsmara donor cows following the use
of different dosages of FSH diluted in HA given as a single i.m. administration or by
multiple i.m. injections. Results suggest that the appropriate dosages for each breed are
300, 260 and 200 mg, respectively. Although these results demonstrated that a single
administration of FSH diluted in 20 mg/mL HA results in a satisfactory superovulatory
response, the AH solution was too viscous and difficult to mix with the FSH. Therefore,
Experiment 5 was designed to evaluate superovulatory response in beef cows treated with
two i.m. injections (48 h apart) of FSH diluted in reduced AH concentrations (10 mg/mL
or 5mg/mL). No differences (P=0.32) were found in the number of transferable embryos in
cows in the Control group (6.7 = 1.3) and those treated with FSH diluted in an AH solution
and given in two i.m. injections (8.9 + 1.4 and 9.3 + 1.9 for 10 mg/mL and 5 mg/mL,
respectively). Finally, Experiment 6 was designed to investigate the efficacy of FSH-AH
solution after storage in the freezer or in the refrigerator for two weeks. There were no

significant differences among groups (P>0.05). In conclusion, superstimulation by one or
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two injections of FSH diluted in AH results in similar number of embryos than the
traditional treatment in which FSH is administered in twice-daily i.m. injections for 4 days.

Keywords: Superovulation, FSH, hialuronic acid, intramuscular, doses.
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CAPITULO 1

INTRODUCCION

En los ultimos afios las biotecnologias han progresado considerablemente, sobre
todo en el &rea de la reproduccién y la genética molecular. Entre las tecnologias
reproductivas, la inseminacion artificial, la superovulacién y el trasplante embrionario han
tenido un impacto notable en los programas de mejoramiento del ganado bovino (B6 y
Mapletoft, 2003). Estas tecnologias aceleran el progreso genético, reducen el riesgo de
transmision de enfermedades e incrementan el nimero de animales que pueden criarse a

partir de un progenitor superior.

Para comprender como es la fisiologia reproductiva de la vaca se realizara una

descripcion de su ciclo estral y sus principales caracteristicas.

CICLO ESTRAL BOVINO

La vaca es un animal poliéstrico anual (cicla todo el afio), el ciclo estral se define
como el periodo de tiempo entre la ocurrencia de un estro a otro estro. El ciclo estral esta
formado por ondas de desarrollo folicular y se han descripto ciclos estrales con 2, 3 y hasta
4 ondas de desarrollo folicular (Adams, 1998). Normalmente se dice que el ciclo estral
tiene una duracion de aproximadamente 21 dias con un rango que va de 17 a 24 dias
(Ginther et al., 1989; Adams et al., 1994). De acuerdo a la cantidad de ondas que tenga una

vaca va a ser la duracién del ciclo estral.

El ciclo estral bovino esta regulado por la interaccion entre las hormonas secretadas
principalmente en el hipotalamo, la hipdéfisis, las gonadas (ovarios) y el Utero, y constituyen

lo que se conoce como eje hipotalamico-hipofisiario-gonadal-uterino.



Eje hipotalamico-hipofisiario-gonadal-uterino

Se ha demostrado que la hormona liberadora de gonadotrofina (GnRH) induce la
liberacion de LH y FSH tanto in vivo como in vitro (Stevenson, 1994). La GnRH es un
decapéptido producido en las porciones medio-basal y anterior del hipotadlamo
(particularmente en el ndcleo arcuato) y es secretada en los vasos portales hipofisiarios para
alcanzar las células secretoras de gonadotrofinas de la adenohipofisis.

Las interrelaciones del hipotadlamo, pituitaria anterior, ovario y Gtero son complejas.
La actividad neural del sistema nervioso central (SNC; hipotadlamo) provoca pulsos de
liberacion de GnRH de neuronas neurosecretoras especializadas. Cada pulso de GnRH
libera un pulso de hormona luteinizante y de hormona foliculo estimulante (LH y FSH
respectivamente) y a su vez cada pulso de LH produce un pulso de secrecion de estradiol
folicular. Estos pequefios pulsos de estradiol inducen una retroalimentacion negativa al
hipotalamo, especialmente ante la presencia de progesterona durante la fase luteal,
inhibiendo la liberacion de GnRH y por lo tanto, la liberacion de LH/FSH y regulando la

secrecion de estradiol.

Este mecanismo de retroalimentacion negativa cambia substancialmente cuando las
concentraciones de progesterona disminuyen durante la lutedlisis. En este momento, la
retroalimentacion negativa de progesterona sobre la GnRH cesa y se elevan las
concentraciones de LH en plasma como resultado del aumento de la frecuencia de los
pulsos de GnRH y LH. El aumento en la frecuencia de los pulsos de LH estimula la
produccién de estradiol por parte del foliculo dominante preovulatorio en desarrollo, el cual
alcanza un pico con niveles suficientes para accionar las descargas preovulatorias de LH y
FSH a través de un mecanismo de retroalimentacion positiva, actuando sobre el hipotdlamo
y la hipofisis (Butler et al., 1983; Schallenberger et al., 1984; Ireland, 1987; Adams et al.,
1992).

En resumen, las hormonas sintetizadas por los componentes del eje hipotalamico-

hipofisiario-gonadal-uterino ejercen un control a través de un delicado sistema de



regulaciéon mediante el cual una hormona puede inhibir la liberacién de otra hormona
(retroalimentacion negativa), o por el contrario estimular la sintesis y liberacion de una
mayor cantidad de hormona, Ilamado retroalimentacion positiva (Butler et al., 1983;
Schallenberger et al., 1984; Ireland, 1987; Adams et al., 1992).

Foliculogénesis

La foliculogénesis es el proceso por el cual un foliculo primordial se desarrolla
hasta foliculo pre-ovulatorio acompariando el crecimiento y la diferenciacion del ovocito y
de las capas de células de la granulosa que lo rodean (Senger, 1997; Rajesh, 2007). Este
fendmeno de crecimiento y diferenciacion folicular es continuo pero a su vez es
irreversible. Los foliculos pueden ser clasificados en primarios, secundarios, terciarios o
antrales y de Graff o preovulatorios, de acuerdo al nimero de capas de células de la
granulosa que rodean al ovocito, diametro del ovocito, presencia o ausencia del antro
(Lundy et al., 1999; Rajesh, 2007).

Muy pocos foliculos llegan a la ovulacion, debido a que cuando un foliculo entra en
el grupo de crecimiento la gran mayoria se degenera por atresia (99% o mas de los
foliculos). EIl tiempo necesario para que un foliculo primario llegue a ser un foliculo
preovulatorio en la vaca es de 60 dias (Lussier et al., 1987). Los foliculos antrales crecen en
ondas (Ginther et al., 1989) debido al estimulo de la FSH (Adams et al., 1992, 1994;
Evans, 2003). EI nimero de foliculos >3 mm de diametro reclutado en cada onda se puede
contar (cantidad de foliculos antrales, CFA) en diferentes dias del ciclo estral en vacas y
vaquillonas para carne y leche (Singh et al., 2004; Evans et al., 2010; Ireland et al., 2011).
La cantidad de foliculos antrales es altamente variable entre animales pero es muy repetible
(0,85 a 0,95) en un mismo animal (Mossa et al., 2010). Ireland et al., 2008 demostraron que
animales con baja cantidad de foliculos antrales tienen ovarios mas pequefios comparados
con vacas de la misma edad y con alta cantidad de foliculos antrales. Ademas, vacas con
baja cantidad de foliculos antrales tienen menor respuesta superovulatoria (Singh et al.,

2004; Ireland et al., 2007) y reducidas concentraciones de progesterona circulante por ciclo



estral (Jimenez-Krassel et al., 2009) comparados con vacas de la misma edad y con alta

cantidad de foliculos antrales.

Un foliculo pasa de ser primordial a primario cuando la capa de células de la
granulosa se transforma de planas a cuboides y la teca interna comienza su diferenciacion.
Su crecimiento al siguiente estadio, que es el de foliculo secundario, se completa por la
proliferacion de las células de la granulosa (van den Hurk y Zhao, 2005; Rajesh, 2007). Un
foliculo con mas de 6 capas de células y la formacion de un antro lleno de liquido, se
denomina terciario, también conocido como foliculo antral (Lussier et al., 1987; Rajesh,
2007). El diametro de un foliculo primordial es de aproximadamente 0,04 mm y el didmetro
del foliculo antral mas pequefio es 0,25 mm (Lussier et al., 1987). Por otro lado, los
foliculos de Graff o preovulatorios pueden llegar a > 15 mm de diametro y se convierten en

el foliculo ovulatorio (van den Hurk y Zhao, 2005).

Fases del ciclo estral

El ciclo estral se puede dividir en cuatro fases: proestro, estro, metaestro y diestro
(Rathbone et al., 2001). Proestro es el periodo que precede al estro y se caracteriza por la
regresion del cuerpo luteo (CL) del ciclo estral anterior (duracion media, 2 dias; Rathbone
et al., 2001). El estro es el periodo en que la hembra es receptiva al apareamiento, tiene una
duracion de entre 6 y 18 horas. La ovulacién tiene lugar aproximadamente 28 horas
después del inicio del estro, y es seguido por desarrollo de un CL en el lugar donde se
produjo la ovulacion (Rathbone et al., 2001). Metaestro se inicia inmediatamente después
de la interrupcion del celo y se caracteriza por el desarrollo temprano del CL (media, 3
dias; Adams et al., 2008). Diestro es el periodo en que el CL estd completamente
desarrollado y activo (Adams et al., 2008), que puede durar hasta 15-17 dias en ausencia de
prefiez, o el CL se puede mantener hasta el parto si la hembra queda prefiada (Adams et al.,
2008). Las concentraciones plasmaticas de progesterona aumentan entre el dia 4 al dia 12
del ciclo para permanecer constantes hasta el momento de la lutedlisis. A través de la

utilizacion de la ultrasonografia aplicada a la reproduccién, se puede detectar el momento



de la ovulacion (Pierson y Ginther, 1988). A partir de esto, el concepto del ciclo estral se

puede definir como el periodo de tiempo entre dos ovulaciones o intervalo inter-ovulatorio.

Hay 2 fases basicas del ciclo estral que se basan en las estructuras del ovario:

folicular y luteal.

Fase folicular

La fase folicular comienza con la luteolisis, en la cual las concentraciones de
progesterona en sangre decaen abruptamente a niveles menores a 1 ng/ml. La caida de las
concentraciones de progesterona elimina la retroalimentacion negativa sobre la secrecion de
gonadotrofinas, por lo que aumenta la frecuencia de los pulsos de LH y, en menor grado, la
de FSH (Schams, 1987).

El aumento de la pulsatilidad de LH estimula el desarrollo del foliculo dominante,
que secreta cantidades crecientes de estradiol. EI grado de desarrollo folicular al momento
de la lutedlisis determina el tiempo que transcurre hasta que un foliculo completa su
crecimiento y es capaz de producir cantidades suficientes de estradiol como para iniciar el
celo y la descarga preovulatoria de LH (Ireland, 1987).

Fase luteal

Como se menciond anteriormente, luego de la ovulacién comienza a formarse el CL
gracias a la invasion por parte de células que proliferan de la capa de la granulosa y de la
teca (Rathbone et al., 2001). Las células de la teca se convierten en células de menor
didmetro, conocidas como células luteales pequefias. Las células de la granulosa se
convierten en células luteales de mayor tamafio también Ilamadas células luteales grandes.
Las células luteales pequefias contribuyen con aproximadamente el 15% de la progesterona
secretada por el CL, mientras que el resto es derivado de las células luteales grandes. Sin
embargo, las células grandes poseen casi todos los receptores para PGE:y PGFz (Braden et
al., 1988).



A su vez, las concentraciones de progesterona comienzan a elevarse en los dias 3 0
4, alcanzando un pico entre los dias 8 y 12, y luego disminuyen hasta concentraciones
basales antes del proximo estro, como respuesta a la secrecion uterina de PGFx y en

ausencia de un embrion viable en el Utero (Adams et al., 2008).
Endocrinologia y dinamica folicular

El desarrollo de técnicas para la medicion de concentraciones hormonales y la
ultrasonografia, permitieron un mayor entendimiento del control fisiologico del crecimiento
folicular. Hace varios afios atras, Rajakoski (1960) report6 que durante el ciclo estral
bovino ocurrian dos ondas de crecimiento folicular. Segun un estudio que él realizé
evaluando cortes histolégicos de ovarios obtenidos de vacas sacrificadas en dias conocidos
del ciclo estral, Rajakoski concluy6é que ocurrian dos ondas de crecimiento de foliculos
antrales (>5 mm) durante el ciclo estral, una entre los dias 3 y 4, y otra entre los dias 12 y
14 (Savio et al., 1988). Diferentes autores quisieron corroborar los datos publicados por
Rajakoski, pero al no obtener los mismos resultados, refutaron la teoria de las ondas y
apoyaron la nocion de que el crecimiento folicular era continuo e independiente de las fases
del ciclo estral (Choudary et al., 1968; Donaldson y Hansel, 1968; Marion et al., 1968).
Donaldson y Hansel (1968) informaron que el crecimiento y la atresia de los foliculos eran
un proceso continuo. Luego, Matton et al. (1981) indic6 que el crecimiento y el recambio
de los foliculos grandes era mas rapido al final que al comienzo del ciclo estral. No
obstante, fue propuesta la existencia de tres ondas de crecimiento folicular basados en la
presencia de un foliculo estrogénicamente activo durante tres periodos del ciclo estral
(Ireland y Roche, 1983) y en aumento de los niveles sanguineos de estradiol (Ireland y
Roche, 1987).

Posteriormente, gracias a la utilizacion de la ultrasonografia transrectal en tiempo
real (Pierson y Ginther 1984) en estudios de poblaciones foliculares (Pierson y Ginther
1988) o por el seguimiento de foliculos individuales (Savio et al., 1988; Sirois y Fortune,
1988; Knopf et al., 1989) se pudo documentar convincentemente que el desarrollo folicular
tiene un patrén de crecimiento en ondas (Savio et al., 1990; Martinez et al., 2003). Este

patron de crecimiento folicular se mantiene en los distintos estados de la hembra bovina,
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como en el periodo pre puber, gestacion y posparto (Savio et al., 1990; Adams et al., 1994;
Evans et al., 1994; Ginther et al., 1996).

Los ciclos estrales en su gran mayoria (>95%) son de 2 o 3 ondas foliculares
(Adams, 1998). Una onda de crecimiento folicular ovarico en la hembra bovina implica el
desarrollo sincrénico de un grupo de foliculos, en donde un foliculo se convertira en
dominante y el resto en subordinados (Savio et al., 1988; Sirois y Fortune, 1988; Knopf et
al., 1989). En otras palabras, todos los foliculos crecen durante 2 o 3 dias aproximadamente
y uno de ellos es seleccionado, continda creciendo y se convierte en foliculo dominante,
mientras que el resto de los foliculos, llamados subordinados, se atresian (Ginther et al.,
1989). En vacas con 2 ondas, la aparicion de la primera onda ocurre en el Dia 0 (dia de la
ovulacion) y la segunda onda emerge en el Dia 10, mientras que en vacas de 3 ondas las

emergencias de las ondas son en los dias 0, 9 y 16 (Ginther et al., 1989).

La hormona foliculo-estimulante (FSH) juega un papel importante en el control del
crecimiento folicular en el ganado bovino ya que se ha demostrado que hay incrementos de
la concentracion de FSH antes de la emergencia de cada onda (Adams et al., 1992). Esta
descarga de FSH es aparentemente responsable del reclutamiento de los foliculos de una
onda folicular y comienza dos dias antes de la emergencia de una onda folicular, para llegar
al pico maximo un dia antes o el dia de comienzo de la onda. De manera que se observan 2
picos de FSH en los ciclos de 2 ondas y 3 picos de FSH en los ciclos de 3 ondas (Adams et
al., 1992). Los niveles de FSH maés bajos se encuentran alrededor del Dia 3 (desviacion
folicular), es decir, cuando el foliculo dominante alcanzé los 8,5 mm y el subordinado mide
7,2 mm aproximadamente (Ginther et al., 1996). El foliculo dominante produce grandes
cantidades de inhibina y estradiol-178, ambas hormonas actlan sistémicamente para
suprimir los niveles circulantes de FSH (Martin et al., 1991; Findlay et al., 1992;
Sunderland et al., 1996). A raiz de esto, los foliculos subordinados se atresian debido a que
los niveles de FSH circulantes estan por debajo de los niveles necesarios para poder crecer,
mientras que el foliculo dominante posee los medios necesarios para seguir creciendo con
bajos niveles de FSH (Ginther et al., 2000).



Segun Ginther et al. (1996) el foliculo dominante puede crecer con bajos niveles de
FSH debido a que éste posee receptores de LH en las células de la granulosa. Todos los
foliculos tienen receptores de LH en las células de la teca y receptores de FSH en las
células de la granulosa (Ireland, 1987) pero solo el foliculo dominante adquiere receptores
de LH en las celllas de la granulosa. La LH al unirse a los receptores ubicados en las
células de la granulosa estimula la produccion de estradiol permitiendo al foliculo seguir
creciendo a pesar de que los niveles de FSH circulante disminuyen, es por eso, que el
foliculo dominante es LH dependiente (Ginther et al., 2001).

En vacas de 2 ondas, el foliculo dominante de la primera onda sera anovulatorio, ya
que dicho foliculo se desarrolla bajo altos niveles de progesterona. Estos elevados niveles
de progesterona no suprimen la liberacion de FSH (Adams et al., 1992) pero como se
menciono recientemente afecta adversamente la frecuencia de los pulsos de LH (Stock y
Fortune, 1993). Consecuentemente, al verse afectada la liberacion de LH, el foliculo
dominante comienza a regresar, lo que a su vez, cesa la secrecion de estradiol e inhibina
generando un aumento en las concentraciones de FSH circulante, dando origen a una nueva
onda de desarrollo folicular. Hacia el final del ciclo estral, los niveles circulantes de
progesterona disminuyen al ocurrir la lute6lisis, lo que permite el incremento en los pulsos
de LH. Esto va a generar un mayor crecimiento del foliculo dominante, estimulando mayor
produccién de estradiol circulante, induciendo los signos caracteristicos de celo

(inmovilizacién a la monta) y el pico preovulatorio de LH.

SUPEROVULACION

El objetivo principal de los tratamientos de superovulacion es producir un alto
ndmero de ovulaciones y obtener el maximo numero de embriones transferibles que
resulten en una alta probabilidad de prefiez (B6 et al., 2002). Sin embargo, la respuesta a
estos tratamientos es variable, lo cual se transforma en una falta de previsibilidad y

constituye uno de los factores limitantes de la técnica (Looney, 1986; Hahn, 1992).



Historia

En los ultimos afios, se ha incrementado considerablemente la transferencia de
embriones bovinos tanto con animales de cria como en rodeos de leche. La mayor parte de
la tecnologia de transferencia embrionaria se desarrollo en los afios 1970 y 1980, sin

embargo, la historia del concepto se remonta mucho tiempo atrés.

La transferencia de embriones la realizo por primera vez Walter Heape en 1890 en
Cambridge, Inglaterra, cuando realizd una transferencia de embriones en conejos. Luego,
en la década del 30 se comenzaron a realizar trabajos de transferencia de embriones en
animales productores de alimentos, en donde se utilizaron ovejas y cabras. Si bien durante
los afios 30 y 40 se investigd bastante sobre la coleccidn y trasplante de embriones bovinos,
recién en 1951 naci6 el primer ternero como consecuencia de la transferencia de un

embrién en Wisconsin.

A partir de la década de los 90, a raiz de la combinacién de la disponibilidad de
medicamentos en el mercado y nuevos conocimientos (por ejemplo, la ultrasonografia) la
transferencia de embriones continu6 difundiéndose y adoptadndose tanto por profesionales
como por productores (B6 y Mapletoft, 2009).

FACTORES QUE AFECTAN LA RESPUESTA SUPEROVULATORIA

Como se mencion0 anteriormente, la técnica de superovulacion y transferencia de
embriones se ha utilizado en todas partes del mundo, su principal limitaciéon es la gran
variabilidad de la respuesta superovulatoria (Thibier, 2003). Si bien los factores que afectan
la respuesta superovulatoria son diversos, la variacion individual es un factor determinante
en esta técnica. Looney (1986) y Hahn (1992) han reportado datos de una gran cantidad de
superovulaciones y se puede ver como un pequefio porcentaje de donantes de embriones

produce la mayoria de los embriones viables.

Los factores que afectan la respuesta superovulatoria se pueden clasificar en

factores intrinsecos y en factores extrinsecos (Mapletoft et al., 2000). Dentro de la primera
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clasificacion se encuentran: estatus nutricional, historia reproductiva, edad, raza y estatus
ovarico de la donante. Mientras que, la pureza y dosis de la hormona utilizada, via y lugar
de aplicacion, frecuencia y época del afio, corresponden a factores extrinsecos. Dentro de
esta tesis se va a hacer mayor incapié en los factores extrinsecos como son: via de
aplicacion, frecuencia y dosis de hormona superestimulatoria, como asi también las

diferentes razas.

A continuacion se hara una breve descripcion de algunos factores que afectan la

respuesta superovulatoria.

Estatus nutricional

La nutricion inadecuada afecta la funcion reproductiva en la mayoria de los
mamiferos. Murphy et al. (1991) demostraron que el consumo de una dieta baja en energia

reduce el diametro del foliculo dominante y acorta su persistencia en el ovario.

Afos mas tarde, algunos trabajos detectaron efectos positivos de la alta ingesta de
alimentos en la poblaciéon folicular y nimeros de ovulaciones, otros no detectaron efectos y
otros detectaron un efecto negativo (Sartori et al., 2007). Cuando las vacas estan en pobre
condicion corporal una mejora en el valor nutritivo de la dieta puede mejorar la respuesta.
Sin embargo, si las vacas estan en buena condicion corporal o son obesas, un aumento del
nivel energético de la dieta afecta negativamente el nimero de foliculos presentes cuando
se inicia el tratamiento con FSH, la respuesta superovulatoria y sobre todo la calidad de los

embriones (Sartori et al., 2007).

Edad

Segun Hasler (1992), la edad no es un factor determinante en la respuesta a la
superovulacién. En general, s6lo encontré pequefias diferencias en las respuestas de las
vacas de entre dos y catorce afios. Donaldson (1984) también observo que no hubo efecto

de la edad sobre el nimero total de embriones recuperados hasta los nueve afios de edad.
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Luego de los nueve afios de edad se produjo una disminucion en la respuesta medida en la
cantidad de embriones transferibles. La disminucion de la respuesta superovulatoria tal vez
fue debida a una reduccion en el niamero de foliculos (Lerner et al., 1986). Sin embargo,
Malhi et al. (2005) encontré que las células de los ovocitos y la cantidad de embriones

transferibles es menor en vacas viejas que en vacas jovenes.

Raza

Se sabe que existen diferencias en la fisiologia reproductiva de bovinos de las razas
Bos taurus y Bos indicus. Se ha reportado que las razas Bos indicus tienen un mayor
numero de foliculos por cada onda folicular (Carvalho et al, 2008) y a su vez se ha obtenido
un mayor numero de ovocitos después de una aspiracion folicular (3 a 4 veces mayor;
Martins et al., 2007). Ademas, se ha demostrado que las razas Bos indicus tienen una mayor

sensibilidad a las gonadotropinas exdgenas que las razas Bos taurus (Baruselli et al., 2006).

A su vez, dentro de razas Bos taurus algunas requieren mayor cantidad de FSH que
otras. Por ejemplo, Chupin et al. (1985) sugirieron que las vacas Holstein requieren una

dosis mayor de FSH que vacas de la raza Charolais.

Estatus ovarico de la donante

Como mencionamos anteriormente una de las principales problematicas que tiene la
transferencia de embriones es la alta variabilidad en la respuesta superovulatoria. Sin
embargo, la respuesta de una vaca es bastante repetible luego de los distintos tratamientos
superovulatorios. Moor et al. (1984) demostraron que tanto la tasa ovulatoria como el
namero de embriones viables producidos son caracteres relativamente inherentes a cada
donante. Los animales que tienen una baja respuesta a un tratamiento superovulatorio,
probablemente continuaran de la misma forma en los siguientes tratamientos y los animales
que responden bien continuaran haciéndolo en esa forma. Es importante tratar de identificar
a los animales con una buena respuesta superovulatoria para que la técnica sea mas

eficiente, como por ejemplo medir las concentraciones plasmaticas de la hormona
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antimuleriana (AMH), que esta correlacionada con el niumero de foliculos que tienen las

vacas en el ovario (Monniaux et al., 2013)

Singh et al. (2004) postulé que la respuesta superovulatoria esta relacionada de
manera intrinseca con el namero de foliculos reclutados en la onda folicular. Por lo tanto,
vacas con mayor cantidad de foliculos por onda producen mayor cantidad de embriones.
Recientemente se han llevado a cabo diferentes estudios con el fin de determinar las causas
de la variabilidad en cuanto a la cantidad de foliculos (ovocitos), encontrandose gran
variabilidad entre individuos pero una alta repetitividad por individuo (Burns et al. 2005;
Ireland et al., 2007; Ireland et al., 2008; Jiménez-Krassel et al., 2009; Mossa et al. 2010).
Estos estudios se basan en el recuento de foliculos antrales (RFA foliculos > 3 mm de
diametro), los animales con bajos RFA tienen mayores concentraciones séricas de FSH y
LH, pero menores concentraciones de hormona anti-mulleriana, progesterona y androgenos
que los animales con un alto RFA (Burns et al. 2005, Ireland et al. 2007, Mossa et al.
2010). En este mismo trabajo se evaluo el efecto del ambiente materno durante la gestacion
sobre el RFA de sus crias al restringir la nutricion materna durante el primer tercio de
gestacion, encontrandose que los terneros nacidos de las madres restringidas
nutricionalmente tenian un 60% menos de RFA en comparacion con los terneros nacidos de

madres sin restriccion (Mossa et al., 2010).

Epoca del afio

Los estudios realizados teniendo en cuenta el efecto de la época del afio sobre la
respuesta a la superovulacién, han arrojado resultados contradictorios. Mientras que
algunos investigadores (Church y Shea, 1977; Hasler et al, 1983) han informado de una
influencia de la temporada en la respuesta a la superovulacién, otros (Critser et al., 1980;
Massey y Oden, 1984; Shea et al., 1984) no encontraron un efecto consistente de la época

del afo en la respuesta superovulatoria.

En un trabajo mas reciente, donde se analizaron datos de manera retrospectiva para

comparar la influencia de la estacion sobre la produccion de embriones en el centro IRAC-
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BIOGEN en Cordoba, Argentina, se encontrd que las estaciones de invierno y primavera
fueron las més favorables para producir un mayor numero de embriones transferibles
(Ochoa et al., 2009). Ademaés, durante los meses de verano, se produce un estrés térmico en

las vacas Holstein afectando la calidad de los embriones (Sartori et al., 2002).

Pureza de la hormona utilizada

Se ha reportado que cuando se utilizan extractos de pituitaria purificados, con baja
contaminacion de LH, mejora la respuesta superovulatoria en el ganado bovino (Mapletoft
et al., 2002). Sin embargo, se piensa que cierta cantidad de LH es necesaria para lograr una
buena respuesta superovulatoria. No obstante se ha sugerido que los elevados niveles de LH
durante la superestimulacién afectan la calidad de los embriones, debido a una prematura
activacion del ovocito previo a la ovulacion (Moor et al., 1984). Otros trabajos han logrado
inducir una muy alta respuesta con FSH bovina recombinante (que no contiene LH), con un
porcentaje de fertilizacidn superior al 95% y de embriones viables de mas del 85% (Looney
et al., 1988; Wilson et al., 1989).

Dosis de la hormona utilizada

A la hora de elegir una dosis de gonadotrofina, es importante tener en cuenta la raza,
la edad y la historia reproductiva de la donante. Como mencionamos anteriormente, las
razas Bos indicus son més sensibles a las dosis de gonadotrofinas para realizar una
superestimulacion, por lo tanto las dosis utilizadas en estas razas son méas bajas que para

razas Bos taurus (Baruselli et al., 2006).

Trabajos realizados hace ya algunos afios, indicaron que la dosis recomendada para
superovular vacas Bos taurus era de 400 mg NIH-FSH-P1 de Folltropin-V (Gonzalez et al.,
1990; BO et al., 1994). En la actualidad esa dosificacién es recomendada para vacas
Holstein en lactancia, pero trabajos de campo con animales de carne indican que se pueden
obtener respuestas satisfactorias con dosis totales de 260 a 320 mg en vacas y 200 a 260 mg

en vaquillonas (Bo y Mapletoft, 2014).
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GONADOTROFINAS Y SUPEROVULACION

Tres diferentes tipos de gonadotrofinas han sido utilizadas para inducir una
respuesta superovulatoria en vacas donantes: extractos de pituitaria semi purificados o
purificados de FSH, gonadotropina coridnica equina (eCG) purificada del plasma de yeguas
prefiadas y la gonadotropina menopausica humana (hMG; Alkemade et al., 1993; Mapletoft
etal., 2002).

Los tratamientos superovulatorios utilizados tradicionalmente constan de una
aplicacion de gonadotropina coridnica equina (eCG) por via intramuscular o aplicaciones
cada 12 horas durante 4 dias de un extracto pituitario con FSH (Mapletoft et al., 1991). Por
otro lado, la hMG no se la utiliza en veterinaria por su alto costo sino que es utilizada
principalmente en humanos. La hMG tiene la misma cantidad de FSH que de LH vy los
tratamientos consisten en aplicaciones cada 12 h en dosis decrecientes por 4 o0 5 dias
(McGowan et al., 1985).

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 practico dado que una sola aplicacion
es suficiente para provocar una apropiada estimulacién ovarica (Schams et al., 1977; Wang
et al., 1988; Murphy y Martinuk, 1991). Sin embargo, una prolongada estimulacién con
eCG provoca un incremento en la cantidad de foliculos anovulatorios en el momento de la
colecta de embriones (Gonzélez et al., 1994a; 1994b). Contrariamente, la vida media de la
FSH en la vaca es de 5 h (Laster, 1972; Demoustier et al., 1988) resultando en aplicaciones
mas frecuentes para inducir una adecuada respuesta superovulatoria (Bellows et al., 1969;
Monniaux et al., 1983). El tratamiento consiste en 8 dosis decrecientes por via
intramuscular durante 4 dias con un intervalo de 12 horas entre cada aplicacion.
Tratamientos con dos aplicaciones diarias de FSH han resultado en una mayor respuesta
superovulatoria que tratamientos con una sola aplicacion diaria (Looney et al., 1981; Walsh
etal., 1993; Kelly et al., 1995).
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MANIPULACION DEL DESARROLLO FOLICULAR Y LA OVULACION

Tradicionalmente, los programas de superovulacién en el ganado bovino son
comenzados durante la fase luteal media, preferentemente entre los dias 8 a 12 después de
observado el celo, ya que se obtienen mejores respuestas superovulatorias que aquellos
iniciados antes (dias 2 a 6) o después (dias 12 a 13; Lindsell et al., 1986; Mapletoft y
Pierson, 1993; Mapletoft et al., 2000). Esto se debe a que en el ciclo estral bovino hay 2 0 3
(a veces 4 en el cebu) ondas de desarrollo folicular y en la mayoria de las vacas la segunda
onda folicular comienza, en promedio, entre los dias 9 y 10 (Ginther et al., 1989; B0 et al.,
2003).

También, se ha demostrado que los tratamientos superovulatorios deben iniciarse al
comienzo de una onda de desarrollo folicular para obtener la mejor respuesta posible
(Adams et al., 1994; B0 et al., 1995; Bungarts y Niemann, 1994; Nasser et al., 1993;). La
necesidad de tener que esperar a que las vacas lleguen a la mitad del ciclo estral para
comenzar con el tratamiento requiere un monitoreo del celo (con todos los riesgos que esto
implica), ademas, al depender del momento del estro de cada donante no se puede organizar
grupos de donantes para optimizar nuestro trabajo. Una alternativa para evitar estos
problemas es la sincronizacion de la emergencia de la onda folicular. Basicamente existen
tres métodos para la sincronizacion de la emergencia de la onda folicular para la

superovulacién que se describen a continuacion.

Ablacion folicular

Es un método mecénico, en donde se realiza la aspiracién de todos los foliculos
mediante ultrasonografia transvaginal, lo que resulta en el comienzo sincronico de una
nueva onda folicular 1,5 dias mas tarde (Bergfelt et al., 1994). La ablacién folicular es un
método eficaz para sincronizar la onda folicular y se comienza el tratamiento
superovulatorio 1,5 a 2 dias después (Bergfelt et al., 1997), pero tiene como desventaja que
se requiere de un equipo sofisticado (ecégrafo con transductor micro convexo, bomba de
vacio, etc.) y ademas de una persona con los conocimientos necesarios para llevar adelante

la técnica.

15



GnRH 6 pLH

Otro método para la sincronizacion de la emergencia de una nueva onda folicular es
el uso de GnRH 6 LH para inducir la ovulacion del foliculo dominante seguido por la
emergencia de una nueva onda folicular 1,5 a 2 dias después (Macmillan y Thatcher, 1991;
Pursley et al., 1995; Martinez et al., 1999). Sin embargo, la administracion de GnRH 6 LH
no siempre induce la ovulacion y si la ovulacion no sucede la emergencia de una nueva
onda folicular no se sincroniza (Martinez et al., 1999). En un estudio en donde incluyeron
tres experimentos diferentes (Deyo et al., 2001), los resultados fueron consistentes en
donde los tratamientos con GnRH & LH tuvieron menor nimero de embriones que cuando
la onda fue sincronizada con el método de la ablaciéon folicular o el de estradiol y

progesterona.

Progesterona y estradiol

El protocolo méas utilizado en los udltimos afios consiste en la aplicacion de
dispositivos con progesterona o progestdgenos junto con el uso de estradiol (Bo et al.,
2006; Baruselli et al., 2006). Este tratamiento induce la atresia de todos los foliculos y se
inicia una nueva onda folicular aproximadamente 4,3 dias después, por lo tanto, en el Dia 4

se comienza con la administracion de gonadotropina (B0 et al, 1994; 1995; 1996).

Estos tratamientos han tenido un impacto positivo en la aplicacion comercial de
programas de transferencias embrionarias, porque han facilitado la programacion de los
protocolos de trabajo, ya que permite el inicio del tratamiento superovulatorio en un grupo
de donantes y en el momento que nosotros lo proponemos (B0 et al., 2002; 2006; Mapletoft
et al., 2002). Ademas, la sincronizacion de la ovulacion ha permitido la inseminacion
artificial de la donante a tiempo fijo, evitando asi la necesidad de la deteccion de

celo durante el protocolo de superestimulacion (Baruselli et al., 2006; B6 et al., 2006).
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TRATAMIENTOS SUPEROVULATORIOS CON APLICACIONES REDUCIDAS
DE GONADOTROFINAS

La utilizacién de una o dos aplicaciones de FSH seria una alternativa Gtil a los
tratamientos superovulatorios tradicionales. La necesidad de inyectar dos veces por dia
hace que el tratamiento requiera maxima atencion y resulta a veces muy engorroso de
aplicar en algunos establecimientos, dificultando 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 respuesta superovulatoria (B0 et al., 1991). El estrés
agudo repetido puede alterar el pico preovulatorio de LH (Stoebel y Moberg, 1982). Se ha
reportado que el estrés por transporte disminuye el nimero de CL y aumenta los niveles de
cortisol en vaquillonas superovuladas (Edwards et al., 1987). En trabajos mas recientes, se
demostro que el estrés ocasionado por el manejo reduce la capacidad de respuesta de la
hipofisis a la GnRH para estimular la liberacion de LH necesarias para el desarrollo del
foliculo y la ovulacion en diferentes especies (Ciechanowska et al., 2010; Maeda et al.,
2010; Kinsey-Jones et al., 2009). Ademas, el uso de inyecciones de ACTH exdgena,
disminuyd significativamente la pulsatilidad de LH (Ribadu et al., 2000). Estos informes
sugieren que en el ganado bovino, el estrés por la excesiva cantidad de veces que deben
pasar las vacas por la manga para recibir los tratamientos hormonales puede influir en la
eficiencia de los tratamientos superovulatorios. El desarrollo de un tratamiento
superovulatorio con una o dos aplicaciones de FSH, no sélo ahorra tiempo y mano de obra,

sino también podria disminuir el estrés en las donantes de embriones.

En un estudio se administr6 400 mg NIH-FSH-P1 de Folltropin-V (Bioniche
Animal Health Inc., Belleville, ON, Canada) en una sola aplicacién subcutanea en vacas de
carne que tenian una buena condicion corporal (>3 en la escala del 1 al 5). El tratamiento
resultd en una respuesta superovulatoria equivalente al protocolo de tratamiento tradicional
de dos aplicaciones al dia durante 4 dias (B0 et al., 1994). Sin embargo, los resultados no
fueron repetibles en vacas Holstein que tenian menos tejido adiposo subcutaneo (Hockley
etal., 1992).
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En otro estudio realizado en vacas Holstein, la inyeccién Gnica se dividié en dos
(Illamado tratamiento “Split”’), con un 75% de la dosis de Folltropin-V administrada por via
subcutanea en el primer dia de tratamiento y el restante 25% administrada 48 horas después
cuando normalmente se administra la PGF,,. Los resultados fueron intermedios entre el
tratamiento convencional de dos aplicaciones diarias y el protocolo de una sola aplicacion
subcutanea (Lovie et al., 1994). En un estudio realizado por Brogliatti et al. (1996) se

confirmaron los resultados del experimento anterior.

Hasta aqui hemos visto que todos los trabajos relacionados con reducir el niUmero de
aplicaciones de FSH, han elegido la via subcutanea (s.c.) para su aplicacion. Por lo general,
éstas se realizan en la tabla del cuello o detras de la escépula. Recientemente se ha
demostrado que la aplicacion s.c. en la base de la oreja permite el tratamiento con
antibidticos tanto en vacas como asi también en otras especies como ovina, caprina y
porcina (Washburn et al., 2005; Van Donkersgoed et al., 2008). De esta manera los niveles
plasmaéticos del antibiotico se mantienen por siete dias, evitando la aplicacion diaria del
mismo. Esta nueva ruta de administracion, permite ademas la aplicacion de grandes
voliumenes (1-15 mililitros). Permitiendo reducir la cantidad de inyecciones en el

tratamiento superovulatorio.

POLIMEROS DE LIBERACION LENTA

Una opcion alternativa para inducir una respuesta superovulatoria con una o dos
inyecciones de FSH, seria combinarla con agentes que resultan en una liberacion lenta y
sostenible de la hormona durante varios dias. Estos agentes son denominados cominmente
polimeros. Los polimeros se producen por la unién de cientos de miles de moléculas
pequefias denominadas mondmeros (grupos funcionales) que forman enormes cadenas de

las formas maés diversas.

Antecedentes

La utilizacién de los polimeros en medicina se inici6 a principios de los afios 40 casi

tan pronto como se comenzaron a sintetizar hilos de sutura (nylon) de la practica clinica en
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donde se realizaban estudios quirurgicos experimentales. A mediados de la misma década,
comenzaron a aparecer, articulos de revision sobre el uso en cirugia de polimeros tales
como nylon, PMMA, poliésteres de dacron y PVC (Griffith, 2000).

En los ultimos afios, los polimeros han sido utilizados cada vez mas como soporte y
como herramienta para la liberacion controlada de medicamentos o sustancias activas que
se encuentran en una determinada formulacion (Jinhua, 2007). El objetivo principal de la
combinacion de un farmaco con un polimero es la liberacion controlada y con ello,
conseguir la cantidad correcta del agente activo, en el momento adecuado y en el lugar
preciso. Este método de liberacion se usa habitualmente para prolongar el tiempo que la
dosis terapéutica esta presente de forma efectiva utilizando una Unica aplicacion, y para
eliminar o minimizar las concentraciones que exceden los requerimientos terapéuticos. En
un sistema de liberacion controlada, el agente bioactivo es incorporado a un soporte que
generalmente es un material polimérico o una combinacién de varios (Baker, 1987; Fassihi
y Ritschel, 1993). La velocidad de liberacion de la sustancia activa desde dicho sistema al
medio que la rodea viene determinada por las propiedades del propio polimero y, en menor
medida, depende de los factores ambientales, como pueden ser el pH, la temperatura y los
fluidos del organismo (Gehrke y Cussler 1989; Bae et al., 1991). Por ello, los sistemas de
liberacion controlada deben ser capaces de permitir la administracion de sustancias
bioactivas de una forma lenta y continua durante periodos dilatados de tiempo (Kou et al.
1988).

Las principales ventajas de los sistemas poliméricos de liberacion controlada,
considerados desde el punto de vista farmacoldgico son: a) los niveles de farmaco en
plasma se mantienen de forma continua en el intervalo terapéutico deseado, pudiendo
también ampliarse este periodo en el cual la terapia es efectiva para disminuir asi el nimero
de aplicaciones, b) los efectos no deseables, derivados de un metabolismo rapido o de una
dosis excesiva, pueden reducirse e incluso eliminarse mediante una administracién local a
partir de un sistema polimero/farmaco, c) los farmacos que presentan "in vivo" unos
tiempos pequefios de vida media pueden protegerse a la degradacion (Graham, 1990;

Langer et al., 1990). También pueden protegerse los tejidos corporales sensibles a
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determinados medicamentos, haciendo a la administracion del farmaco menos invasiva, y
d) el aprovechamiento del farmaco es més eficaz y, por tanto, con un costo inferior. Se
puede también disminuir la dosis necesaria cuando se trata de un agente activo de alto

precio.

Sin embargo, estas ventajas deben evaluarse junto con las posibles desventajas que
se pueden presentar en cualquier aplicacién clinica especifica (Lyman y Rowland, 1985;
Dumitriu y Dumitriu-Medvichi, 1994): a) toxicidad o falta de biocompatibilidad del
material polimérico usado, b) formacién de productos secundarios nocivos procedentes del
polimero, si éste no es biodegradable, c) la necesidad que existe en algunos casos de
intervencion quirdrgica para implantar el polimero en una localizacién apropiada, d)
problemas derivados de la presencia del implante y e) alto costo de una determinada
formulacién polimero/farmaco, debido al precio del polimero o de su procedimiento de

obtencion.

Diversos polimeros han sido utilizados en el campo de la medicina veterinaria y mas
especificamente en el area de reproduccién animal, con el objetivo de producir una
liberacion lenta de la hormona FSH. Uno de los polimeros utilizados es la
polivinilpirrolidona (PVP; Yamamoto et al., 1994; Satoh et al., 1996; Callejas et al., 2002).
La PVP, también llamado comunmente polividona o povidona, es un polimero soluble en
agua que se obtiene a partir del mondmero vinilpirrolidona, por polimerizacién vinilica de
radicales libres. La PVP fue inicialmente utilizada como un expansor del plasma sanguineo
y mas tarde en una amplia variedad de aplicaciones en medicina, farmacia, cosmética y
produccién industrial. La PVP constituye un polimero ramificado. Su densidad es 1,2
g/cm3y su punto de fusion es 150-180°C. EI monomero vinilpirrolidona es carcindgeno y
es extremadamente tdxico para la vida acuatica; pero su polimero (la PVP) en estado puro
es completamente inocuo. No sélo es inocuo, sino que, se lo emplea como expansor del

plasma sanguineo en victimas traumatoldgicas desde mediados del siglo XX.

Otro polimero utilizado con el mismo fin es el Polietilenglicol (PEG; Choi et al.,

2002). Los PEG son liquidos o solidos de bajo punto de fusién, en funcion de sus pesos
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moleculares. Los PEG se preparan por polimerizacion de oOxido de etileno y estan
disponibles comercialmente en un amplio intervalo de pesos moleculares de 300 g/mol a
10.000.000 g/mol. Mientras que los PEG con diferentes pesos moleculares encuentran uso
en diferentes aplicaciones y tienen diferentes propiedades fisicas (por ejemplo, viscosidad)
debido a los efectos de longitud de cadena, sus propiedades quimicas son casi idénticas. El
PEG es soluble en agua, metanol, benceno y diclorometano, y es insoluble en éter dietilico
y hexano. Se acopla a moléculas hidr6fobas para producir tensoactivos no ionicos. EI PEG
contienen posibles impurezas toxicas, tales como 6xido de etileno y 1,4- dioxano. El glicol
de polietileno se produce por la interaccion de oxido de etileno con agua, etilenglicol
u oligébmeros de etilenglicol. La reaccion es catalizada por catalizadores &cidos o bésicos.
El etilenglicol y sus oligémeros son preferibles como material de partida en lugar de agua,
debido a que permiten la creacion de polimeros con una baja polidispersidad (distribucion
de peso molecular estrecha). Se utilizan comercialmente en numerosas aplicaciones, tales
como agentes tensoactivos, en los alimentos, en cosmética, en farmacia, en la biomedicina,
como agentes dispersantes, como disolventes, en ungiientos, en bases de supositorios, como

excipientes en tabletas y como laxantes.

El hidroxido de aluminio, a diferencia de los anteriores ejemplos no es un polimero,
sino que es utilizado como adyuvante en vacunas ya que puede absorber macromoléculas
(como por ejemplo, proteinas). Glenny et al., en 1926 fue uno de los primeros trabajos
reportados en donde se utilizé el aluminio como adyuvante en vacunas. El aluminio en
forma de hidréxido de aluminio (Al (OH)3), fosfato de aluminio o alumbre, sigue siendo
utilizado cominmente como un adyuvante en las vacunas (Gupta et al., 1995). Si bien el
hidroxido de aluminio es el Unico adyuvante permitido para la elaboracion de vacunas en
los Estados Unidos, existe una regulacion en la cantidad de aluminio por dosis (Capitulo
21 del Codigo de Regulaciones Federales de EE.UU.). El reglamento fue modificado en
1981 para aumentar la cantidad de aluminio permitido de 0.85 mg/dosis a 1,25 mg en
productos bioldgicos para dictar los reglamentos en consonancia con la Organizacion
Mundial de la Salud normas por dosis humana Unica de un producto. La mayoria de los
estudios clinicos que examinan la eficacia de aluminio de las vacunas con adyuvante se

realizaron en los afios 1930, 1940 y 1950, y los resultados varian dependiendo en los
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antigenos involucrados (Volk y Bunney, 1942). Estos investigadores concluyeron que dos
dosis del precipitado con el aluminio producen una respuesta inmune mas duradera. En
cuanto a la bioseguridad en el uso de vacunas que contienen aluminio se han asociado con
una reaccion local grave como eritema, subcutanea nodulos, hipersensibilidad de contacto y
granulomatosa inflamacion (Gupta et al., 1995). Se ha reportado que el hidroxido de
aluminio atrae eosinofilos al sitio de inyeccion (Walls, 1977), pudiendo aumentar los
niveles de anticuerpos IgE especificos del antigeno y el total de que pueden promover
reacciones alérgicas mediadas por la IgE (Nagel et al., 1977). Por otro lado, adyuvantes de
aluminio se han utilizado durante afios para hiposensibilizacion de los pacientes alérgicos
sin resultados adversos (Gupta et al., 1995). También ha habido informes, especialmente en
pacientes con insuficiencia renal, de acumulacion sistémica de aluminio, que se ha asociado

con nervioso trastornos y enfermedades 6seas.

Si bien es una buena estrategia combinar la FSH con polimeros o adyuvantes como
el hidroxido de aluminio para retardar la accion de la FSH, estas formulaciones no son del
todo seguras para utilizarlas en seres vivos. Esto se debe a que el PVP y PEG pertenecen al
grupo de polimeros sintéticos los cuales al no ser biodegradables dejan residuos en los
tejidos. A su vez, el hidroxido de aluminio al ser utilizado como adyuvante de vacunas se lo
asocia con la produccion de anticuerpos. Por lo tanto, una mejor opcion a las ya propuestas
seria la combinacion de la FSH con polimeros biodegradables ya que no reaccionan en el

tejido, lo que facilita su uso en animales (Swann y Kuo, 1991; Sutherland, 1991).

ACIDO HIALURONICO

Un polimero que es biocompatible y a su vez biodegradable, es el acido hialurénico
(AH) a menudo citado como hialuronato porque se lo encuentra en el mercado como
hialuronato de sodio (por ejemplo MAP-5, Bioniche Animal Health Inc., Belleville, ON,
Canada). Es un polimero natural perteneciente a la clase de los glicosaminoglicanos
(mucopolisacéridos acidos). Es un polisacarido compuesto por unidades repetidas del
disacarido formado por N-acetilglucosamina y glucuronato sédico unidos por enlaces

glucosidicos alternantes. El hialuronato sodico esta presente en diferentes tejidos del
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cuerpo, pero estd en mayor proporcion en el liquido sinovial como “lubricante” de las
articulaciones. Dentro del aparato reproductor, el hialuronato sodico se encuentra en el
liquido folicular, en los fluidos del oviducto y Utero. EI mecanismo de accion y eficacia de

estos productos dependen de las propiedades visco elasticas del hialuronato.

Historia

En 1934, Karl Meyer y su colega John Palmer lograron aislar una sustancia quimica
hasta entonces desconocida a partir del cuerpo vitreo de los ojos de las vacas (Meyer y
Palmer, 1934). Descubrieron que esta sustancia contenia dos moléculas de azlcar, una de
las cuales era el &cido uroénico. EI nombre de &cido hialurénico proviene de "hialoide”, que

significa vitreo y de "acido urdnico".

En 1942, el 4cido hialurénico fue utilizado por primera vez con fines comerciales
cuando Endre Balazs solicitd patentar un proceso de utilizacion de este acido como
sucedaneo de la clara de huevo en los productos de pasteleria. Tras ello, Endre Balazs
utilizé las técnicas de Meyer para sintetizar el acido de las crestas de los gallos (Meyer,
1947).

Distribucion del AH en drganos y tejidos de mamiferos

Las mayores concentraciones de AH se encuentran en los tejidos conectivos tipicos
como cordon umbilical, liquido sinovial, piel y el cuerpo vitreo. Cantidades notables
también estan presentes en pulmon, rifion, cerebro y musculo, pero muy poco en el higado.
Dentro del aparato reproductor, el AH se encuentra en el liquido folicular, en los fluidos del
oviducto y utero. Por otro lado, en el suero sanguineo su concentracion es muy baja. Con el
desarrollo de métodos especificos y sensibles de histoquimica, ahora es posible conocer la

distribucion del AH en tejidos normales y enfermos (Laurent y Fraser, 1986).
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Biosintesis y origenes celulares del AH

El AH se sintetiza en la membrana plasmatica por una proteina unida a la
membrana, cuyo cddigo genético se ha determinado en bacterias de raton y humanos (De
Angelis y Weigel, 1995; Spicer et al., 1996; Watanabe y Yamaguchi, 1996).

Es casi seguro que la mayoria de las clases de vertebrados tienen células que
sintetizan AH en algin momento de su vida. Esta capacidad puede ser reprimida o activada
segun las circunstancias como en el caso de las células del musculo liso. En el organismo
maduro, la sintesis de AH esta fuertemente expresada en las células del mesodermo, a pesar
de que puede permanecer activo en otros, tales como los de la epidermis (Tammi et al.,
1994). Es abundante en los fluidos de las articulaciones sinoviales, fundas de tendones y
bursas. Se encuentra en pequefias cantidades en el liquido de las serosas (pleura, pericardio
y el peritoneo), y en planos de tejido definidos con menor movimiento, tal como las que
existen entre musculo, 6rganos y la piel. Notablemente, persiste entre fibras individuales,
husillos y septos en musculo esquelético y cardiaco, pero desaparece con la maduracién de

las fibras musculares lisas de lento movimiento (como en las paredes del intestino).

Metabolizacion del AH

Como se menciono anteriormente, el AH se encuentra distribuido en gran cantidad
de tejidos, donde se pensaba que ocurria la degradacion del mismo; hasta que se demostro
que los vasos linfaticos transportan considerable cantidades de AH al torrente sanguineo
(Laurent U y Laurent T, 1981). En tejidos densos, tales como el hueso y el cartilago, es
probable que la mayor parte de la degradacion del AH se dé por metabolizacién in situ al
mismo tiempo que con el colageno y proteoglicanos, ya que no hay drenaje linfatico. En la
piel y las articulaciones, alrededor de un 20-30% de la degradacion del AH se produce por
el metabolismo local y el resto se elimina por las vias linfaticas. La vida media del AH en
los tejidos es de 12 horas a 2 o 3 dias, independientemente de su via de eliminacién. Al
llegar al torrente sanguineo, alrededor del 85-90% se elimina en el higado por el

catabolismo de las células endoteliales sinusoidales. Los rifiones eliminan un 10%, pero
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solo el 1-2% es eliminado por orina. En algunas especies, el bazo también tiene una alta
participacién en la eliminacion del AH (Fraser y Laurent, 1989; Laurent and Fraser, 1991).
Recientemente, se ha demostrado que los ganglios linfaticos tienen una capacidad
considerable para la extraccion y el catabolismo del AH (Fraser y Laurent, 1996). Cabe
sefialar que la especificidad del receptor para la metabolizacion del AH en el higado es
compartida con el sulfato de condroitina. Estudios de infusion en el torrente sanguineo y
ganglios linfaticos confirman que ambos comparten la misma via catabélica (Fraser et al.,
1997).

Funciones del AH

La propiedad mas caracteristica del AH es su visco-elasticidad. Tanto la viscosidad
como la elasticidad no son constantes, sino que varian con la temperatura y la tension
cortante que se le aplica. Al comportarse como un fluido no-newtoniano, no tiene un valor
de viscosidad definido y constante, a diferencia de un fluido newtoniano. La viscosidad de
una solucién al 1% de AH con un peso molecular de 3-4 x 10° es de aproximadamente 500
000 veces la del agua a baja velocidad de corte, pero puede caer 1000 veces cuando se ven
obligados a través de una aguja fina (Fraser et al., 1997). EI movimiento rapido reduce la
viscosidad, que refleja la fuerza requerida para superar la friccién interna, y aumenta la
elasticidad, la cual almacena energia y permite la recuperacion de la deformacion. La
viscosidad del AH hace que éste polimero sea un lubricante bioldgico ideal, debido al

menos por la reduccion de la carga de trabajo durante los movimientos rapidos.

USO CLINICO DEL ACIDO HIALURONICO

Cultivo de embriones

Otro uso del AH es en el cultivo de embriones (Furnus et al., 1998; Palasz et al.,
2006). ElI AH tiene la capacidad de elevar la viscosidad de los medios y regular las uniones
y distribucion del agua de la célula (Stojkovic et al., 1999). Se encontraron concentraciones

de AH en células del cumulus en ovocitos en desarrollo y son correlacionados con el
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desarrollo normal del embrion facilitando asi su uso en cultivos (Ball et al., 1982; Tirone et
al., 1997). Cuando se lo utiliz6 como reemplazo de proteinas en medios de cultivo para
producir embriones bovinos in vitro, el desarrollo de blastocistos fue significativamente
mayor que cuando se cultivaron embriones en medios que contienen albimina sérica
bovina (BSA; Furnus et al., 1998; Stojkovic et al., 2002). Ademas, estos embriones cuando
se cultivaron en AH antes de su congelacion mostraron menor dafio celular después de la
descongelacion en comparacién con los embriones cultivados en BSA. Curiosamente,
cuando el AH se combinG con albumina recombinante y citrato durante el cultivo de
embriones bovinos fertilizados in vitro (FIV), las tasas de eclosion post- descongelacion
fueron significativamente mayores que los embriones cultivados en BSA o alcohol
polivinilico respectivamente (60, 36.8, 5 %; Lane et al., 2003).

Asociado a farmacos para su liberacion lenta

El hecho de que el AH es un polimero de origen natural, es decir, biocompatible, lo
hace un candidato ideal para su uso como vehiculo de diferentes drogas. EI AH ha sido
utilizado en combinacion con diferentes farmacos como por ejemplo, taxol (Luo et al.,
2000), superdxido dismutasa (Sakurai et al., 1997), factor de crecimiento similar a la
insulina para uso en humanos (Morimoto et al., 2001) y dexorubicina (Eliaz y Szoka,
2001). Por lo tanto el AH puede ser una alternativa interesante para ser asociado con FSH y

asi ser administrada en una o dos dosis.
HIPOTESIS

El tratamiento superestimulatorio con aplicaciones reducidas de FSH diluida en una
formulacién de liberacién lenta a base de Hialuronato de Sodio (AH) resulta en una

respuesta superovulatoria similar a la de los tratamientos tradicionales que utilizan 8

aplicaciones decrecientes distribuidas en 4 dias.
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OBJETIVO GENERAL

Evaluar la respuesta superovulatoria en donantes de embriones tratadas con
aplicaciones reducidas de FSH diluida en una formulacion de liberacion lenta a base de
AH.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Evaluar la respuesta superovulatoria de vacas para carne tratadas con una Unica
inyeccion de FSH diluido en una solucién a base de AH y administrada por dos vias;
intramuscular 6 subcutanea en la base de la oreja (Experimento 1).

Evaluar la respuesta superovulatoria de vacas para carne tratadas con FSH diluida
en dos concentraciones diferentes de AH (20 mg/ml o 10 mg/ml) y administrada en una
Unica inyeccion intramuscular (Experimento 2).

Evaluar la respuesta superovulatoria de vacas para carne tratadas con una Unica
inyeccién de FSH diluida en AH (20 mg/ml; Experimento 3).

Evaluar la respuesta superovulatoria de donantes Angus, Brangus y Bonsmara
tratadas con distintas dosis de FSH diluida en AH y administrada en una Unica inyeccion
intramuscular (Experimento 4).

Evaluar la respuesta superovulatoria en vacas para carne tratadas con FSH diluida
en concentraciones bajas de AH (10 mg/ml o 5 mg/ml) administrado en dos aplicaciones
cada 48 horas (tratamiento Split; Experimento 5).

Evaluar la respuesta superovulatoria en vacas donantes de embriones Angus tratadas
con FSH diluida en AH (5 mg/ml) y administrado en dos aplicaciones intramusculares cada

48 horas, luego de haber sido refrigerada o congelada por dos semanas (Experimento 6).
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CAPITULO 2

MATERIALES Y METODOS

UBICACION DEL ESTABLECIMIENTO Y ANIMALES

Todos los experimentos se realizaron en las instalaciones del Instituto de
Reproduccién Animal Cérdoba (IRAC), ubicadas en la localidad de Estacién General Paz,
paraje pozo del Tigre.

Para los distintos experimentos, se utilizaron vacas adultas (3 a 5 afios de edad) y
vaquillonas de las razas Angus, Brangus y Bonsmara ciclando y con una condicién corporal
entre 3 y 4 (escala del 1 al 5). Durante el desarrollo de los experimentos los animales
permanecieron en corrales de 15 x 35 metros, con una alimentacion a base de rollo de
alfalfa molido y concentrado (ACA Nutricion Animal; con 13% de proteina bruta, 3,5%
materia grasa y 6% de minerales totales) dos veces por dia y con disposicion de agua ad

libitum.

EXPERIMENTO 1

Se utilizaron 18 vacas de carne que se asignaron al azar en tres grupos. En el Dia 0
(inicio del tratamiento), todas las vacas recibieron 5 mg de estradiol-17p (estradiol-17p,
Rio de Janeiro, Laboratorios Allignani Hnos SRL, Argentina), ademéas de 50 mg de
progesterona (Progesterona Rio de Janeiro, Laboratorios Allignani Hnos SRL, Argentina)
y un dispositivo intravaginal impregnado de progesterona (Cue-Mate, Bioniche Animal
Health Inc, Belleville, ON, Canada). El Dia 4, las vacas fueron superstimuladas con uno de
los siguientes tratamientos: Grupo 1 (Control) recibieron 400 mg de FSH (Folltropin-V,
Bioniche Animal Health Inc, Belleville, ON, Canadd) en dosis decrecientes por via
intramuscular (i.m.) cada 12 h durante 4 dias (4 ml, 4 ml, 3 ml,3ml,2ml, 2ml, 1 mly1

ml). Las vacas del Grupo 2 recibieron una dosis Unica de 400 mg de FSH por via
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subcutanea (s.c.) en la base de la oreja diluida en 10 ml de una formulacién de liberacion
lenta a base de hialuronato de sodio (AH 20mg/ml, Bioniche Animal Health Inc, Belleville,
ON, Canadd). Las vacas del Grupo 3 recibieron una dosis Unica de 400 mg de FSH por via
i.m. en la tabla del cuello, diluida en 10 ml de una solucion de AH en la misma
concentracion que en el grupo anterior. En la mafiana y la tarde del Dia 6, todas las vacas
recibieron 150 pg D (+) cloprostenol (PGF, Bioprost, Biotay, Argentina) 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
(Lutropin-V, Bioniche Animal Health Inc, Belleville, ON, Canada) y fueron inseminadas
12 y 24 h maés tarde. Las vacas que entraron en celo en la tarde del Dia 7, fueron
inseminadas en el momento de la pLH y 12 h mas tarde. Los embriones se colectaron por
método no quirdrgico en el Dia 15 y fueron evaluados siguiendo las normas de la IETS
(Stringfellow y Givens, 2010). En el dia de la colecta las donantes recibieron una dosis de
PGF.

EXPERIMENTO 2

El experimento se realizd en dos fases: la fase 1 se hizo con 15 donantes de la raza
Aberdeen Angus que se asignaron al azar en dos grupos en un disefio cross over, en donde
todas las vacas recibieron los dos tratamientos. En la fase 2, se utilizaron 10 donantes de la
raza Aberdeen Angus que se asignaron al azar en uno de los dos grupos de tratamiento. En
el Dia O (inicio del tratamiento), todas las vacas recibieron 5 mg de estradiol-17p, ademas
de 50 mg de progesterona y un dispositivo intravaginal Cue-Mate. El Dia 4, las vacas
fueron superstimuladas con 400 mg NHI-FSH-P1 de FSH diluida en 10 ml de AH en dos
concentraciones 10 mg/ml o 20mg/ml que fue aplicado por via i.m. Las aplicaciones de
PGF, remocion del Cue-Mate, inseminaciones, colecta y clasificacion de los embriones

fueron realizadas como en el experimento 1.

EXPERIMENTO 3

El experimento se realizd en dos fases: la fase 1 se hizo con 17 donantes de la raza

Aberdeen Angus que se asignaron al azar en dos grupos en un disefio cross over, en donde
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todas las vacas recibieron los dos tratamientos. En la fase 2, se utilizaron 24 donantes de la
raza Aberdeen Angus que se asignaron al azar en uno de los dos grupos de tratamiento. En
el Dia O (inicio del tratamiento), todas las vacas recibieron 5 mg de estradiol-17p, ademas
de 50 mg de progesterona y un dispositivo intravaginal Cue-Mate. El Dia 4, las vacas
fueron superstimuladas en dos grupos de tratamiento: las vacas del Grupo 1 (Control)
recibieron 400 mg de FSH en dosis decrecientes por via i.m. cada 12 h durante 4 dias. Las
vacas del Grupo 2 (Dosis Simple) recibieron una dosis unica de 400 mg de FSH diluida en
10 ml de AH (20 mg/ml) y fue aplicado por via i.m. Las aplicaciones de PGF, remocion del
Cue-Mate, inseminaciones, colecta y clasificacion de los embriones fueron realizadas como

en el experimento 1.

EXPERIMENTO 4

Experimento 4.1

Se utilizaron 24 vacas de la raza Angus, que se asignaron al azar en seis grupos en
un disefio cross over, en donde todas las vacas recibieron los seis tratamientos. En el Dia O
(inicio del tratamiento), todas las vacas recibieron 5 mg de estradiol-17p, ademas de 50 mg
de progesterona y un dispositivo intravaginal Cue-Mate. ElI Dia 4, las vacas fueron
superstimuladas con 200, 300 6 400 mg de FSH en dosis decrecientes por via i.m. cada 12
h durante 4 dias 0 en una unica inyeccion de FSH diluida en 10 ml de AH (20 mg/ml) y
aplicada de igual manera que en el Experimento 3. Las aplicaciones de PGF, remocion del
Cue-Mate, inseminaciones, colecta y clasificacion de los embriones fueron realizadas como

en los experimentos anteriores.

Experimento 4.2

Se utilizaron 12 vacas de la raza Brangus, que se asignaron al azar en seis grupos en
un disefio cross over, en donde todas las vacas recibieron los seis tratamientos. En el Dia O
(inicio del tratamiento), todas las vacas recibieron 5 mg de estradiol-17p, ademas de 50 mg

de progesterona y un dispositivo intravaginal Cue-Mate. ElI Dia 4, las vacas fueron
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superstimuladas con 200, 260 6 300 mg de FSH en dosis decrecientes por via i.m. cada 12
h durante 4 dias o en una unica inyeccion de FSH diluida en AH (20 mg/ml) y aplicada de
igual manera que en el Experimento 3. Las aplicaciones de PGF, remocion del Cue-Mate,
inseminaciones, colecta y clasificacion de los embriones se realizaron como en los

experimentos anteriores.

Experimento 4.3

Se utilizaron 16 vacas de la raza Bonsmara, que se asignaron al azar en cuatro
grupos en un disefio cross over, en donde todas las vacas recibieron los cuatro tratamientos.
En el Dia 0 (inicio del tratamiento), todas las vacas recibieron 5 mg de estradiol-17p,
ademas de 50 mg de progesterona y un dispositivo intravaginal Cue-Mate. El Dia 4, las
vacas fueron superstimuladas con 200 6 300 mg de FSH en dosis decrecientes por via i.m.
cada 12 h durante 4 dias o en una unica inyeccion de FSH diluida en AH (20 mg/ml) y
aplicada de igual manera que en el Experimento 3. Las aplicaciones de PGF, remocion del
Cue-Mate, inseminaciones, colecta y clasificacion de los embriones se realizaron como en

los experimentos anteriores.

EXPERIMENTO 5

Experimento 5.1

Se utilizaron 26 vacas para carne de razas Bos taurus que se asignaron al azar en
dos grupos. En el Dia 0 (inicio del tratamiento), todas las vacas recibieron 5 mg de
estradiol-17p, ademéas de 50 mg de progesterona y un dispositivo intravaginal Cue-Mate. El
Dia 4, las vacas fueron superstimuladas en dos grupos de tratamiento: las vacas del Grupo
Control recibieron 400 mg de FSH en dosis decrecientes por via i.m. cada 12 h durante 4
dias. Las vacas del Grupo 2 (Dosis Split) recibieron 300 mg de FSH diluida en AH pero a
una concentracion de (10 mg/ml; MAP-5, Bioniche Animal Health Inc, Belleville, ON,
Canadd) y 48 horas mas tarde recibieron 100 mg de FSH diluida MAP-5 y aplicada de igual

manera que en el Experimento 3. Las aplicaciones de PGF, remocion del Cue-Mate,
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inseminaciones, colecta y clasificacion de los embriones se realizaron como en el

experimento 1.

Experimento 5.2

Se utilizaron 14 vacas de la raza Brangus que se asignaron al azar en dos grupos en
un disefio cross over, en donde todas las vacas recibieron los dos tratamientos. En el Dia 0
(inicio del tratamiento), todas las vacas recibieron 5 mg de estradiol-17p, ademas de 50 mg
de progesterona y un dispositivo intravaginal Cue-Mate. ElI Dia 4, las vacas fueron
superstimuladas en dos grupos de tratamiento: las vacas del Grupo 1 (Control) recibieron
300 mg de FSH en dosis decrecientes por via i.m. cada 12 h durante 4 dias. Las vacas del
Grupo 2 (Dosis Split) recibieron 200 mg de FSH diluida MAP-5 y 48 horas maés tarde
recibieron 100 mg de FSH diluida en MAP-5 y aplicada de igual manera que en el
Experimento 3. Las aplicaciones de PGF, remocion del Cue-Mate, inseminaciones, colecta

y clasificacion de los embriones se realizaron como en el experimento 1.

Experimento 5.3

Se utilizaron 29 vacas para carne de razas Bos taurus que se asignaron al azar en
tres grupos en un disefio cross over, en donde todas las vacas recibieron los tres
tratamientos. En el Dia 0 (inicio del tratamiento), todas las vacas recibieron 5 mg de
estradiol-17p, ademéas de 50 mg de progesterona y un dispositivo intravaginal Cue-Mate. El
Dia 4, las vacas fueron superstimuladas en tres grupos de tratamiento: las vacas del Grupo 1
(Control) recibieron 300 mg de FSH en dosis decrecientes por via i.m. cada 12 h durante 4
dias. Las vacas del Grupo 2 (Dosis Split 10 mg/mL) recibieron 200 mg de FSH diluida en
MAP-5 y 48 horas mas tarde recibieron 100 mg de FSH diluida en MAP-5 y aplicada de
igual manera que en el Experimento 3. Las vacas del Grupo 3 (Dosis Split 5 mg/mL)
recibieron 200 mg de FSH diluida en AH pero en una concentracién de 5 mg/ml (MAP-5
[50MG], Bioniche Animal Health Inc, Belleville, ON, Canadd) y 48 horas mas tarde
recibieron 100 mg de FSH diluida en MAP-5 [50MG] y aplicada de igual manera que en el
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Experimento 3. Las aplicaciones de PGF, remocién del Cue-Mate, inseminaciones, colecta

y clasificacion de los embriones se realizaron como en el experimento 1.

EXPERIMENTO 6

Se utilizaron 60 vacas de la raza Aberdeen Angus que se asignaron al azar en tres
grupos de tratamientos. En el Dia O (inicio del tratamiento), todas las vacas recibieron 5 mg
de estradiol-17p, ademas de 50 mg de progesterona y un dispositivo intravaginal Cue-Mate.
El Dia 4, las vacas fueron superstimuladas en tres grupos de tratamiento: las vacas del
Grupo 1 (Aplicacion Inmediata) recibieron 200 mg de FSH diluida en MAP-5 [50MG] y
48 horas mas tarde recibieron 100 mg de FSH diluida MAP-5 [5S0MG] y aplicada de igual
manera que en el Experimento 3. Las vacas del Grupo 2 (Congelado) recibieron el mismo
tratamiento que las vacas del Grupo 1 con la excepcion de que la FSH diluida en AH fue
preparada y congelada (-20°C) dos semanas previas al tratamiento. Las vacas del Grupo 3
(Refrigerado) recibieron el mismo tratamiento con la excepcidn de que la FSH diluida en
AH fue preparada y refrigerada (3 a 5°C) dos semanas previas al tratamiento. Las
aplicaciones de PGF, remocion del Cue-Mate, inseminaciones, colecta y clasificacion de

los embriones se realizaron como en el experimento 1.

ULTRASONOGRAFIA

En todos los experimentos, las vacas fueron examinadas mediante ultrasonografia
transrectal (Falco 100, con transductor de 8 mHZ, Pie-Medical, Holanda) en los Dias 0 y 4
para verificar la presencia de un CL y tamafio y nimero de foliculos mayores a 3 mm
(Experimentos 1, 2, 3, 4, 5y 6). En los experimentos 1, 2, 3 y 4, las vacas fueron
examinadas diariamente durante el tratamiento superestimulatorio (Dias 4 a 8) para
determinar el perfil de crecimiento folicular y del Dia 8 al Dia 11 para determinar el
numero de ovulaciones. La respuesta ovulatoria fue confirmada por el namero de CL en el

Dia 15, determinado por palpacion rectal.
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COLECCION Y CLASIFICACION DE EMBRIONES

Los embriones se colectaron por método no quirdrgico 7 dias después de la
aplicacion de pLH. La coleccion de embriones consiste en realizar un lavado de Utero
mediante una sonda de dos vias por la cual se introduce medio de lavado (PBS, Pictor-Gen,
Argentina) y ese mismo liquido cuando es retirado del dtero se coloca en un filtro para
embriones, el cual posee una malla de 50 p (Millipore, Brasil), mientras que el embrién
tiene un tamafo de entre 120 a 150 W, por lo que el o los embriones quedan dentro del
filtro. Al finalizar la colecta de embriones, el filtro es llevado al laboratorio para lavarlo y
colocar su contenido dentro de una placa de petri y proceder a buscar los embriones
mediante una lupa estereoscopica. Una vez finalizada la basqueda de los embriones se

procede a realizar la evaluacién y clasificacion de los mismos.

Los embriones fueron evaluados y clasificados siguiendo las normas de la IETS
(Stringfellow y Givens, 2010). Para ello, la primer clasificacion que se realiza es si la
estructura colectada esta o no fertilizada (embrién G ovocito respectivamente). En caso de
estar fertilizado, el embrion se clasifica de acuerdo a la integridad de sus células en
embriones grado 1 (mas de 80% de células intactas), grado 2 (entre 50 a 80% de células
intactas), grado 3 (menos de 50% de células intactas) 6 degenerado (grado 4) que es cuando
el embrién por alguna razén detuvo su desarrollo (menos de 32 células) y/o sus células

estan degeneradas y disgregadas.

ANALISIS ESTADISTICO

La respuesta superovulatoria se evalué por el nimero de CL contados a la
palpacion rectal, y por el ndmero y calidad de los embriones obtenidos. Los datos
provenientes de conteos como numero de estructuras (ovocitos/embriones) totales
colectadas, embriones fertilizados y transferibles grado 1, 2 y 3, fueron primero
transformados por la raiz cuadrada mientras que los datos provenientes de proporciones,
como los porcentajes de ovocitos fertilizados, embriones grado 1, 2 y 3 fueron

transformados por arcoseno.
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En el Experimento 1, luego de realizar la transformacion de los datos obtenidos,
éstos fueron analizados por ANAVA utilizando el software Infostat® (Infostat, 2008). En
los Experimentos 2, 3, 5 y 6 una vez transformados los datos fueron analizados por
ANAVA para modelos mixtos en donde se tom¢ al tratamiento como variable fija y vaca
(RP) como variable aleatoria (Infostat, 2008). En el Experimento 4 la respuesta
superovulatoria (por ejemplo nimero de CL) y datos de ovocitos/embriones fueron
analizados por ANAVA para modelos mixtos en donde se tomo tratamiento y dosis como
variables fijas y vaca (RP) como variable aleatoria (Infostat, 2008). Cuando se detectaron
diferencias significativas entre los tratamientos se utilizé el test LSD para realizar las
comparaciones de a pares teniendo un P<0,05 como diferencia significativa (Infostat,
2008).

En todos los experimentos se analizaron los datos de patrones de crecimiento
folicular (3 a 5 mm, 6 a 8 mm y >9 mm de diametro) por ANAVA para modelos mixtos
utilizando tratamiento y dia como variables fijas (con sus interacciones) y vaca (RP) como

variable aleatoria (Infostat, 2008).
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CAPITULO 3

RESULTADOS

EXPERIMENTO 1

Los resultados del Experimento 1 se encuentran resumidos en la Tabla 3.1. El
numero total de CL fue mayor (P<0.05) en las vacas que recibieron 400 mg de FSH
administrada en dosis decrecientes por via i.m. cada 12 h durante 4 dias (Grupo Control) o
una sola aplicacion de 400 mg de FSH diluida en 10 ml de AH (20 mg/mL) aplicada por via
i.m. que las vacas tratadas con una sola aplicacion de 400 mg de FSH diluida en 10 ml de
AH (20 mg/mL) aplicada por via s.c. en la base de la oreja. EI numero total de
ovocitos/embriones colectados, ovocitos fertilizados y embriones transferibles fue mayor
(P<0,05) en las vacas del Grupo Control que las vacas que recibieron una sola aplicacion de
400 mg de FSH diluida en 10 ml de AH (20 mg/mL) aplicada por via s.c. en la base de la
oreja, mientras que las vacas que recibieron una sola aplicacion de 400 mg de FSH diluida

en 10 ml de AH (20 mg/mL) por via i.m. fueron intermedias.

Tabla 3.1. Respuesta superovulatoria (Media £ EE) en vacas de carne tratadas con 400 mg de FSH
administrada en dosis decrecientes por via i.m. cada 12 h durante 4 dias o una dosis Unica de 400
mg FSH diluida en 10 ml de AH (20 mg/mL) y aplicada por via i.m. 0 s.c. en la base de la oreja

Grupos N CL Ovaocitos Ovaocitos Embriones
/lembriones  Fertilizados  transferibles
Control 6 13,2+3,1° 12,7+4,0° 10,8+3,8° 10,3 + 3,4°

Dosis Simpleim. 6 110+20* 82+20* 58+17® 50+1,7®
Dosis Simplesc. 6  42+1,0° 2,0+1,4° 1,3+1,1° 1,3+1,1°
Valor P 0,0288 0,0443 0,0511 0,0466
® Medias con distintas letras son diferentes.

En la Figuras 3.1 y 3.2 se muestran los patrones de crecimiento de los foliculos de 3
a5 mmy6 a8 mm de diametro respectivamente, en donde podemos apreciar que no se
encontraron diferencias entre los diferentes grupos a lo largo de los dias del tratamiento

superestimulatorio (P>0,05).
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Figura 3.1. Ndmero promedio de foliculos de 3 a 5 mm de didmetro durante y después del

tratamiento superestimulatorio.
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Figura 3.2. Nimero promedio de foliculos de 6 a 8 mm de didmetro durante y después del

tratamiento superestimulatorio.

Por otro lado, en la figura 3.3 se muestran los foliculos > 9 mm de didmetro a lo
largo del tratamiento superestimulatorio, en donde se observa una mayor cantidad de
foliculos a favor del Grupo Control versus los dos grupos de dosis reducida (P=0,014)

durante los dias 6, 7 y 8 de tratamiento.
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Figura 3.3. Numero promedio de foliculos > 9mm durante y después del tratamiento super
estimulatorio.

EXPERIMENTO 2

Fase 1

Aunque el nimero promedio (£ EE) de CL no difirid entre los grupos de tratamiento
(P=0,3), el numero de ovocitos/embriones colectados y los embriones transferibles fueron
mayores (P<0,05) en las vacas que recibieron 400 mg de FSH diluidos en 20 mg/mL de la
solucién de AH. A su vez, el numero de ovocitos fertilizados tendio (P=0,06) a ser mayor
en las vacas que recibieron 400 mg de FSH diluidos en 20 mg/ml de la solucion de AH
(Tabla 3.2). Solamente una vaca en cada uno de los grupos tuvo < 2 CL en el momento de
la colecta de embriones. Sin embargo, 6 de 15 vacas (40%) en el grupo 10 mg/ml no
produjo ningun embrién transferible, mientras que todas las vacas del grupo 20 mg/mL

produjeron al menos 1 embridn transferible.

Tabla 3.2. Respuesta superovulatoria (Media + EE) en vacas Angus tratadas con 400 mg de FSH
diluida en dos concentraciones de AH (20 mg/mL 6 10 mg/mL) y aplicada por via i.m. en la tabla
del cuello.

Grupos N CL Ovocitos/  Ovocitos Embriones  Vacas con “0”
Embriones fertilizados Transferibles embriones
transferibles

10mg/mL 15 107+15 72+14 53+14 32+0,9 6 (40%)
20mg/mL 15 121413 112+10 7,307 57+0,7 0 (0%)
Valor P 0,2916 0,0501 0,066 0,0133 0,0062
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La tabla 3.3, muestra el numero de foliculos de 3 a 5 mm de didmetro en el dia de la
aplicacion de la FSH (Dia 4), el nimero de ovulaciones y la hora promedio de ovulacion
luego de la aplicacion de pLH. No se encontraron diferencias entre los grupos en ninguno

de los parametros evaluados.

Tabla 3.3. Numero promedio (£ EE) de foliculos de 3 a 5 mm de didmetro cuando el tratamiento
superovulatorio fue iniciado (Dia 4), nimero y tiempo de ovulaciones luego de la administracion de
pLH con una sola aplicacion de FSH diluida en 10 mg/mL 6 20 mg/mL de AH.

Grupos Foliculos 3-5 mm Ovulaciones Tiempo promedio de
ovulacion (h)
10 mg/mL 174+18 113+14 32,6 +23
20 mg/mL 193+14 136+1,1 30,8+14
Valor P 0,4685 0,2829 0,5817

Cuando se analiz6 el diametro promedio de todos los foliculos > 3 mm de didmetro
durante todos los dias de tratamiento se encontré una interaccion dia por grupo de
tratamiento (P=0,0008) que se atribuyé a un mayor diametro folicular en las vacas del

grupo 10 mg/mL en los dias 10 y 11.

10 ——20 mg/mL 10 mg/mL
9 A Dia: P =0,0001
8 - Grupo: P = 0,3409 /\
7 - Dia*Grupo: P = 0,00083
6 - /
5 | _
E 4. A\“v—/_'/
1S
3 -
2 -
1 -
0
0 4 5 6 7 8 9 10 11

Dia
Figura 3.4. Diametro promedio de todos los foliculos > 3 mm de didmetro durante y
después del tratamiento superovulatorio.
En la Figuras 3.5, 3.6 y 3.7 se muestran los patrones de crecimiento de los foliculos
de 3 a5 mm, 6 a8 mmy>9 mm de didmetro respectivamente, en donde no se encontraron
diferencias entre los diferentes grupos a lo largo de los dias del tratamiento

superestimulatorio (P>0,05).
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Figura 3.5. Numero promedio de foliculos de 3 a 5 mm durante y después del tratamiento
superovulatorio.
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Figura 3.6. Numero promedio de foliculos de 6 a 8 mm durante y después del tratamiento
superovulatorio.
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Figura 3.7. Numero promedio de foliculos de > 9 mm durante y después del tratamiento
superovulatorio.
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Fase 2

Aunque el niumero de CL (z EE) tendid a ser diferente (P=0,08), el nimero total de
ovocitos/embriones colectados, ovocitos fertilizados y embriones transferibles fueron
significativamente mayores en las vacas tratadas con 20 mg/mL (P<0,05; Tabla 3.4). Sélo
una vaca en el grupo 10 mg/mL tuvo < 2 CL en el momento de la colecta de embriones.
Ademas, 2 de 5 vacas (40%) en el grupo 10 mg/mL no produjeron ningin embrion
transferible, mientras que todas las vacas del grupo 20 mg/mL produjeron al menos 1

embridn transferible.

Tabla 3.4. Respuesta superovulatoria (Media + EE) en vacas Angus tratadas con 400 mg de FSH
diluida en dos concentraciones de AH (20 mg/mL 6 10 mg/mL) y aplicada por via i.m. en la tabla
del cuello.

Grupos N CL Ovocitos/ Ovocitos Embriones  Vacas con “0”
embriones  fertilizados transferibles embriones
transferibles

10mg/mL 5 68+23 38+19% 28%17° 22+12° 2 (40%)
20mg/mL 5 140+23 120+15° 108%12° 102+17° 0 (0%)
Valor P 0,0791 0,0147 0,0099 0,0084 0,1138

® Medias con diferentes letras son diferentes.
Resultados Generales del Experimento 2

Aunque el nimero de CL (+ EE) tendio a ser diferente (P=0,1), el numero total de
ovocitos/embriones colectados, ovocitos fertilizados y embriones transferibles fueron
significativamente mayores en las vacas tratadas con 20 mg/mL (P<0,005; Tabla 3.5). Sélo
dos vacas en el grupo 10 mg/mL y una vaca en el grupo 20 mg/mL tuvieron < 2 CL en el
momento de la colecta de embriones. Ademas, 8 de 20 vacas (40%) en el grupo 10 mg/mL
no produjeron ningan embrion transferible, mientras que todas las vacas del grupo 20

mg/mL produjeron al menos 1 embridn transferible.
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Tabla 3.5. Respuesta superovulatoria (Media + EE) en vacas Angus tratadas con 400 mg de FSH
diluida en dos concentraciones de AH (20 mg/mL 6 10 mg/mL) y aplicada por via i.m. en la tabla
del cuello.

Grupos N CL Ovocitos/ Ovaocitos Embriones  Vacas con “0”
embriones  fertilizados transferibles embriones
transferibles

10mg/mL 20 9,7+13 7,1+14* 46+11* 29+07° 8 (40%)
20mg/mL 20 125+11 115+09° 82+07° 68+08" 0 (0%)
Valor P 0,0999 0,0147 0,0102 0,0008 0,0016

® Medias con diferentes letras son diferentes.

La tabla 3.6, muestra el nimero de foliculos de 3 a 5 mm de didmetro en el dia de la
aplicacion de FSH (Dia 4), el numero de ovulaciones y la hora promedio de ovulacion
luego de la aplicacion de pLH. No se encontraron diferencias entre los grupos en ninguno

de los parametros evaluados.

Tabla 3.6. Nimero promedio (+ EE) de foliculos de 3 a 5 mm de didmetro cuando el tratamiento
superovulatorio fue iniciado (Dia 4), nimero y tiempo de ovulaciones luego de la administracion de
pLH con una sola aplicacion de FSH diluida en 10 mg/mL 6 20 mg/mL de AH.

Grupos Foliculos 3-5 mm Ovulaciones Tiempo promedio de
ovulacion (h)
10 mg/mL 16,4 £1,6 10,4+£1,4 30,1+2,6
20 mg/mL 186+15 132+1,1 30,8+1,3
Valor P 0,3286 0,1208 0,8155

Las caracteristicas de los foliculos durante los dias de tratamiento se muestran en las
Figuras 3.8, 3.9, 3.10 y 3.11. Cuando se analiz6 el didmetro promedio de todos los foliculos
> 3 mm de didmetro durante todos los dias de tratamiento se encontr6 una hubo una
tendencia en la interaccion dia por tratamiento (P=0,07) que se atribuyé a un mayor

diametro folicular en las vacas del grupo 10 mg/mL en los dias 10 y 11 (Figura 3.8).
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Figura 3.8. Diametro promedio de todos los foliculos > 3 mm de didmetro durante y
después del tratamiento superovulatorio.

Por otro lado cuando se analizaron los patrones de crecimiento de los foliculos de 3
a5y de 6 a8 mm de didmetro no se encontraron diferencias significativas entre los grupos
a lo largo del tratamiento (P>0,05; Figuras 3.9 y 3.10 respectivamente). A su vez, hubo una
tendencia en la interaccion dia por tratamiento en los foliculos > 9 mm de diametro

(P=0,08; Figura 3.11) en favor de las vacas tratadas con 20 mg/mL de AH.
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Figura 3.9. Numero promedio de foliculos de 3 a 5 mm durante y después del tratamiento
superovulatorio.
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Figura 3.10. Namero promedio de foliculos de 6 a 8 mm durante y después del tratamiento
superovulatorio.
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Figura 3.11. Numero promedio de foliculos de > 9 mm durante y después del tratamiento
superovulatorio.

EXPERIMENTO 3

Fase 1

El nimero de CL, total de ovocitos/embriones colectados, ovocitos fertilizados y
embriones transferibles no fueron diferentes entre los grupos de tratamiento (P>0,05; Tabla
3.7). Sélo una vaca en el grupo Dosis Simple tuvo <2 CL en el momento de la colecta de
embriones. Ademas, solamente dos vacas en cada uno de los grupos de tratamiento no

produjeron ningun embrién transferible.
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Tabla 3.7. Respuesta superovulatoria (Media + EE) en vacas Angus tratadas con 400 mg de FSH
administrada en dosis decrecientes por via i.m. cada 12 h durante 4 dias o una dosis Unica de 400
mg FSH diluida en 20 mg/mL de AH y aplicada por via i.m.

Grupos N CL Ovocitos/  Ovocitos ~ Embriones  Vacas con “0”
embriones fertilizados transferibles embriones
transferibles

Control 17 152+16 147+20 82+16 59+12 2 (11,7%)
Dosis Simple 17 148+18 166+30 86+20 7.1+18 2 (11,7%)
Valor P 0,7057 0,8947 0,8545 0,8005 1,0000

La Tabla 3.8, muestra el nimero de foliculos de 3 a 5 mm de diametro en el dia de
la aplicacion de FSH (Dia 4), el nUmero de ovulaciones y la hora promedio de ovulacion
luego de la aplicacion de pLH. No se encontraron diferencias entre los grupos en ninguno
de los parametros evaluados.

Tabla 3.8. Numero promedio (+ EE) de foliculos de 3 a 5 mm de didmetro cuando el tratamiento
superovulatorio fue iniciado (Dia 4), nimero y tiempo de ovulaciones luego de la administracion de
pLH en vacas Angus tratadas con dosis decrecientes de FSH durante 4 dias 6 una sola aplicacion de
FSH diluida en 20 mg/mL de AH.

Grupos Foliculos 3-5 mm Ovulaciones Tiempo promedio de
ovulacion (h)
Control 196+15 158+1,3 31,3+£23
Dosis Simple 176+1,3 145+17 351+23
Valor P 0,4851 0,5502 0,2625

En la Figura 3.12 se muestra el didmetro promedio de todos los foliculos >3 mm de
didmetro durante todos los dias de tratamiento, en donde no se encontraron diferencias
entre ambos grupos de tratamiento (P>0,05). Lo mismo ocurrié cuando se analizaron los
foliculos de 3 a 5 mm, 6 a 8§ mm y foliculos > 9 mm de didmetro (P>0,05; Figuras 3.13,

3.14 y 3.15 respectivamente).
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Figura 3.12. Didmetro promedio de todos los foliculos > 3 mm de didmetro durante y
después del tratamiento superovulatorio.
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Figura 3.13. Namero promedio de foliculos de 3 a 5 mm durante y despues del tratamiento
superovulatorio.
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Figura 3.14. Namero promedio de foliculos de 6 a 8 mm durante y después del tratamiento
superovulatorio.
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Figura 3.15. Numero promedio de foliculos de > 9 mm durante y después del tratamiento
superovulatorio.

Fase 2

No se encontraron diferencias significativas en el numero de CL, total de
ovocitos/embriones colectados, ovocitos fertilizados y embriones transferibles entre los
grupos de tratamiento (P>0,05; Tabla 3.9). Solo una vaca en el grupo Control tuvo <2 CL
en el momento de la colecta de embriones. Ademas, solamente una vaca en el grupo

Control y dos vacas en el grupo Dosis Simple no produjeron ningun embrién transferible.

Tabla 3.9. Respuesta superovulatoria (Media + EE) en vacas Angus tratadas con 400 mg de FSH
administrada en dosis decrecientes por via i.m. cada 12 h durante 4 dias o una dosis Unica de 400
mg FSH diluida en 20 mg/mL de AH y aplicada por via i.m.

Grupos N CL Ovocitos/  Ovocitos Embriones Vacas con “0”
embriones  fertilizados transferibles embriones
transferibles

Control 12 115+17 88+20 58+1,5 45+172 1
Dosis Simple 12 122+16 96+23 8,1+21 7,1+19 2
Valor P 0,7486 0,8093 0,3926 0,2700 0,5371

Resultados Generales del Experimento 3

El nimero de CL, total de ovocitos/embriones colectados, ovocitos fertilizados y
embriones transferibles no fueron diferentes estadisticamente entre los grupos de
tratamiento (P>0,05; Tabla 3.10). Solo una vaca en cada uno de los grupos de tratamiento
tuvo <2 CL en el momento de la colecta de embriones. Ademas, solamente una vaca en el
grupo Control y dos vacas en el grupo Dosis Simple no produjeron ningn embrién

transferible.
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Tabla 3.10. Respuesta superovulatoria (Media + EE) en vacas Angus tratadas con 400 mg de FSH
administrada en dosis decrecientes por via i.m. cada 12 h durante 4 dias o una dosis Unica de 400
mg FSH diluida en 20 mg/mL de AH y aplicada por via i.m.

Grupos N CL Ovaocitos/ Ovaocitos Embriones Vacas con “0”
embriones  fertilizados transferibles  embriones
transferibles

Control 29 13,7+12 123+15 72+x11 53+0,8 3 (10,3%)
Dosis Simple 29 138+12 13721 8414 71+£13 4 (13,8%)

Valor P 0,9635 0,935 0,6477 0,4318 0,5846

EXPERIMENTO 4

EXPERIMENTO 4.1

Los efectos principales de tratamiento se indican en la Tabla 3.11, y todos los
grupos de tratamientos se muestran en la Tabla 3.12. Aunque el nimero de CL fue diferente
(P<0,01) entre los grupos Control y Dosis Simple, el nimero de ovocitos/embriones,
ovocitos fertilizados y embriones transferibles no fueron diferentes (P>0,2; Tabla 3.11).
Soélo una vaca en cada uno de los grupos de tratamiento tuvo < 2 CL en el momento de la
colecta de embriones. Ademas, 9 vacas en cada uno de los grupos no produjeron ningln
embrion transferible. Las vacas tratadas con 400 mg y 300 mg de FSH tenian mas CL,
ovocitos/embriones, ovocitos fertilizados y embriones transferibles que las vacas que
recibieron 200 mg (P<0,05). Los resultados mostrados en la Tabla 3.12 indican que se
encontraron diferencias significativas entre los grupos de tratamiento en el namero de CL,
namero de ovocitos/embriones, ovocitos fertilizados. No se encontraron diferencias

significativas en el nimero total de embriones transferibles.
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Tabla 3.11. Respuesta superovulatoria (Media + EE) en vacas Angus tratadas con 400, 300 y 200
mg de FSH administrada en dosis decrecientes por via i.m. cada 12 h durante 4 dias o una dosis
Unica diluida en 20 mg/mL de AH y aplicada por via i.m. Efectos principales.

Grupos Dosis N CL Ovocitos/  Ovocitos  Embriones  Vacas con
(mg) Embriones fertilizados transferibles "0"
embriones
transferibles
Control 69 13,3+06*° 113+06 84+0,7 56+0,5 9
Dosis
Simple 69 11,1+0,6° 10,3+09 7,8+0,7 54+0,6 9
Valor P 0,0003 0,2248 0,4296 0,7962 1,000
400 46 143+0,7° 139+11° 98+10° 65+07 5
300 46 131+07° 12,0+1,0° 94+09° 61407 5
200 46 9,2+0,7% 6,6+0,7% 5,2+0,6° 4,0+0,5° 8
Valor P 0,0001 0,0001 0,0001 0,016 0,5627

® Medias con diferentes letras son diferentes.

Tabla 3.12. Respuesta superovulatoria (Media + EE) en vacas Angus tratadas con 400, 300 y 200
mg FSH administrada en dosis decrecientes por via i.m. cada 12 h durante 4 dias o una dosis Unica
diluida en 20 mg/mL de AH y aplicada por via i.m. Efectos de grupo.

Grupos Dosis N CL Ovocitos/  Ovaocitos Embriones Vacas
(mg) embriones fertilizados transferibles con"0"
embriones
transferibles
400 23 156+1,0° 141+15° 102+16° 65+1,1 3
Control 300 23 140+07% 124+13° 90+11" 57+009 3
200 23 104+11*® 74+11*° 60+09® 46+08 3
Dosi 400 23 130+09° 137+18° 93+13° 65+10 2
Sir%SIise 300 23 122+11% 113+15° 97+15° 64+11 2
P 200 23 80+10° 57+09° 43+07° 34407 5
Valor P 0,0001 0,0001 0,0007 0,0757 0,8063

abcd \Medias con diferentes letras son diferentes.

La Tabla 3.13, muestra el nimero de foliculos de 3 a 5 mm de diametro en el dia de
la aplicacion de FSH (Dia 4), el numero de ovulaciones y la hora promedio de ovulacion
luego de la aplicacion de pLH. No se encontraron diferencias en el nimero de foliculos de
3 a 5 mm de didmetro y en el nimero y momento de ovulacion entre los tratamientos
Control y Dosis Simple ni interaccion tratamiento por dosis en ninguno de los parametros
evaluados (P>0,05; Tabla 3.13). Sin embargo, hubo un efecto de dosis significativo
(P<0,01) en el nimero de ovulaciones, debido a una mayor cantidad de ovulaciones en las

vacas que recibieron 400 y 300 mg que en las que recibieron 200 mg de FSH.
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Tabla 3.13. Nimero promedio (+ EE) de foliculos de 3 a 5 mm de diametro cuando el tratamiento
superovulatorio fue iniciado (Dia 4), nimero y tiempo de ovulaciones luego de la administracion de
pLH en vacas Angus tratadas con 400, 300 y 200 mg de FSH administrada en dosis decrecientes por
via i.m. cada 12 h durante 4 dias o una dosis Unica diluida en 20 mg/mL de AH y aplicada por via
i.m. Efectos principales.

Grupos Dosis N Foliculos Ovulaciones  Hora promedio de
(mg) 3-5 mm ovulacion (h)
Control 69 15,0+ 0,7 11,0+0,6 348+1,1
Dosis Simple 69 14,1+ 0,7 10,3+ 0,7 341+1.2
Valor P 0,3303 0,4492 0,6991
400 46 153+1,0 12,7+0,8° 322+1.2
300 46 14,4+0,8 115+0,8° 36,7+ 1,4
200 46 13,9+0,7 7,7+0,5% 345+15
Valor P 0,4839 0,0001 0,078

® Medias con diferentes letras son diferentes.

En el analisis de las caracteristicas de los foliculos durante los dias de tratamiento
no se encontraron diferencias significativas entre los tratamientos Dosis Simple y Control
ni interacciones dia por tratamiento y dia por dosis por tratamiento (por lo tanto los datos
no se muestran). No obstante, si se encontraron diferencias entre las distintas dosis y ellas
se muestran en las Figuras 3.16, 3.17, 3.18 y 3.19. Hubo interaccion entre dia por
tratamiento en diametro folicular promedio de todos los foliculos > 3 mm de diametro
(Figura 3.16), debido a un mayor diametro promedio en las vacas tratadas con 400 y 300
mg de FSH con dos aplicaciones diarias de FSH (Control) que las vacas que recibieron 200
mg de FSH en una Dosis Simple entre los dias 7 a 11 de tratamiento. Los demas grupos de
tratamiento fueron intermedios. También se encontrd una interaccion dia por tratamiento en
los foliculos de 3 a 5 mm (Figura 3.17), foliculos de 6 a 8 mm (Figura 3.18) y en foliculos
> 9 mm de diametro (Figura 3.19). Habia mas foliculos de 3 a 5 mm de diametro en las
vacas tratadas con 200 mg de FSH con una sola aplicacion que en los demas grupos en los
dias 7 a 9 de tratamiento. Se observaron més foliculos de 6 a 8 mm de didmetro en las vacas
tratadas con 400 y 300 mg de FSH administradas en dos inyecciones diarias (Control) que
en aquellas vacas que recibieron 200 mg tanto en una Dosis Simple como en dos
inyecciones diarias (Control) entre los dias 6 a 11 de tratamiento. Por ultimo, hubo un
mayor numero de foliculos > 9 mm de diametro en las vacas tratadas con 400 y 300 mg de
FSH tratadas con dos inyecciones diarias como con una sola aplicacion que las vacas

tratadas con 200 mg de FSH en dos aplicaciones diarias o en una sola aplicacion en el dia 8.
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® Medias con diferentes letras son diferentes.
Figura 3.16. Didmetro promedio de todos los foliculos > 3 mm de diametro durante y
después del tratamiento superovulatorio.
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® Medias con diferentes letras son diferentes.
Figura 3.17. Namero promedio de foliculos de 3 a 5 mm durante y después del tratamiento
superovulatorio.
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Figura 3.18. Numero promedio de foliculos de 6 a 8 mm durante y después del tratamiento
superovulatorio.
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Figura 3.19. Namero promedio de foliculos de > 9 mm durante y después del tratamiento
superovulatorio.

EXPERIMENTO 4.2
Aunque el nimero de CL tendi6 a ser diferente (P=0,07) entre los grupos Control y
Dosis Simple, el ndmero de ovocitos/embriones, ovocitos fertilizados y embriones

transferibles no fueron diferentes (P>0,1; Tabla 3.14). Solo dos vacas en el grupo Control y

siete en el grupo Dosis Simple no produjeron ningun embridn transferible, lo que mostr6
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una tendencia a favor de las vacas del grupo Control (P=0,07). Las vacas tratadas con 260
mg de FSH produjeron mas embriones transferibles que las vacas que recibieron 200 mg de
FSH (P=0,05), mientras que las vacas que fueron tratadas con 300 mg fueron intermedias y
no difirieron de los otros dos grupos. Para el resto de las variables analizadas no se
encontraron diferencias significativas (P>0,1). En la Tabla 3.15 se encuentran los
resultados de cada uno de los grupos de tratamiento. Si bien no hubo diferencias
significativas en ninguna de las variables analizadas (P>0,2), se observa que las vacas
tratadas con 260 mg de FSH, ya sea en Dosis Simple como multiples (Control), tuvieron

una diferencia numérica con respecto a los demas grupos.

Tabla 3.14. Respuesta superovulatoria (Media + EE) en vacas Brangus tratadas con 300, 260 y 200
mg de FSH administrada en dosis decrecientes por via i.m. cada 12 h durante 4 dias o una dosis
Unica diluida en 20 mg/mL de AH y aplicada por via i.m. Efectos principales.

Grupos Dosis N CL Ovocitos/ Ovocitos Embriones Vacas con
(mg) embriones  fertilizados  transferibles "0
embriones
transferibles
Control 36 162+14 158+17 10,1+172 73+1,0 2
Dosis 36 130+12 127+19 89+13 73+12 7
Simple
Valor P 0,0706 0,1136 0,3272 0,5361 0,0748
300 24 164+17 155+21 93+15 7,9+1,5% 5
260 24 152+15 157+20 12,0+18 95+1,6° 1
2000 24 122+16 116+24 71+11 5,2 +0,8 3
Valor P 0,1584 0,2258 0,1355 0,0560 0,2179

Tabla 3.15. Respuesta superovulatoria (Media + EE) en vacas Brangus tratadas con 300, 260 y 200
mg de FSH administrada en dosis decrecientes por via i.m. cada 12 h durante 4 dias o una dosis
Unica diluida en 20 mg/mL de AH y aplicada por via i.m. Efectos de grupos.

Grupos  Dosis N CL Ovocitos/  Ovocitos Embriones Vacas con
(mg) embriones fertilizados transferibles "0
embriones
transferibles
300 12 18,2+2,7 17,732 10,0+20 7,718 1
Control 260 12 16,7+21 178x28 12826 9,1+138 0
200 12 13,7+23 119x25 7316 52%1.2 1
. 300 12 147+£22 134x27 8622 712%22 4
sl?r(r)]Spllse 260 12 137+21 135%29 11227 10,0 + 2.6 1
200 12 10,7+2,1 112%x42 6816 4712 2
Valor P 0,2227  0,3393 0,3943 0,2593 0,2035
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Las Tablas 3.16 y 3.17, muestran que el numero de foliculos de 3 a 5 mm de
didmetro en el dia de la aplicacion del FSH (Dia 4) y el nimero de CL no fueron diferentes
entre los grupos, pero hubo una tendencia (P=0,07) a favor de las vacas del grupo Control
en el numero de CL (Tabla 3.16). No se encontré un efecto de dosis de FSH significativa en
el nimero de foliculos 3-5 mm de didmetro en el Dia 4, ni en el nimero de CL en el Dia 17
(P>0,2).

Tabla 3.16. Nimero promedio (+ EE) de foliculos de 3 a 5 mm de didmetro cuando el tratamiento
superovulatorio fue iniciado (Dia 4) y nimero de CL en vacas Brangus tratadas con 300, 260 y 200
mg de FSH administrada en dosis decrecientes por via i.m. cada 12 h durante 4 dias o una dosis
Unica diluida en 20 mg/mL de AH y aplicada por via i.m. Efectos principales.

Grupos Dosis N  Foliculos 3-5 mm CL
(mg)
Control 36 193+1,2 16,2+1,4
Dosis Simple 36 184+11 13,0+1,2
Valor P 0.6008 0.0706
300 24 182+1,7 16,4+1,7
260 24 19,7+14 152+15
200 24 18,7+1,2 122+1,6
Valor P 0,7693 0,1703

Tabla 3.17. NUmero promedio (+ EE) de foliculos de 3 a 5 mm de diametro cuando el tratamiento
superovulatorio fue iniciado (Dia 4) y nimero de CL en vacas Brangus tratadas con 300, 260 y 200
mg de FSH administrada en dosis decrecientes por via i.m. cada 12 h durante 4 dias o una dosis
Unica diluida en 20 mg/mL de AH y aplicada por via i.m. Efectos de grupo.

Grupos Dosis N  Foliculos 3-5 mm CL

(mg)

Control 300 12 189+24 18,2+2,7
260 12 195+23 16,7+2,1
200 12 196+19 13,7+2,3

Dosis Simple 300 12 175+24 147+2,2
260 12 199+17 13721
200 12 179+14 10,7+2,1

Valor P 0,9524 0,2640

EXPERIMENTO 4.3

Aunque el nimero total de CL fue mayor en el grupo Control que en el grupo Dosis
Simple (P<0,05), el numero de ovocitos/embriones, ovocitos fertilizados y embriones

transferibles no fueron diferentes entre los grupos de tratamiento (P>0,05; Tablas 3.18 y

54



3.19). Sélo una vaca en el grupo Control (recibié 200 mg de FSH) y dos vacas en el grupo
Dosis Simple (una recibiendo 300 y la otra recibiendo 200 mg de FSH) tuvieron <2 CL en
el momento de la colecta de embriones. Ademas, sélo una vaca del grupo Control que
recibié 300 mg de FSH y dos vacas del grupo Dosis Simple que recibieron 200 mg de FSH
no produjeron ningun embrion transferible.

Tabla 3.18. Respuesta superovulatoria (Media + EE) en vacas Bonsmara tratadas con 300 y 200
mg de FSH administrada en dosis decrecientes por via i.m. cada 12 h durante 4 dias o una dosis
Unica diluida en 20 mg/mL de AH y aplicada por via i.m. Efectos principales.

Grupos Dosis N CL Ovocitos/ Ovocitos Embriones Vacas con
(mg) embriones  fertilizados  transferibles "0"
embriones
transferibles
Control 32 142+10° 111+11 9,2+0,9 7607 1
Dosis 32 124+14° 119+20 92+16 72+11 2
Simple
Valor P 0,0482 0,5261 0,3653 0,2881 0,5543
300 32 137+12 119+19 9,6+16 7610 1
200 32 128+13 111+1;3 8,8+0,8 72+0,8 2
Valor P 0,3914 0,9674 0,8294 0,9294 0,5543

Tabla 3.19. Respuesta superovulatoria (Media + EE) en vacas Bonsmara tratadas con 300 y 200
mg de FSH administrada en dosis decrecientes por via i.m. cada 12 h durante 4 dias o una dosis
Unica diluida en 20 mg/mL de AH y aplicada por via i.m. Efectos de grupos.

Grupos Dosis N CL Ovocitos/ Ovaocitos Embriones  Vacas con "0"
(mg) embriones  fertilizados transferibles embriones
transferibles
Control 300 16 142+11 108+14 85+1,3 6,9+0,8 0
200 16 141+17 114+16 98+1,2 82+11 1
Dosis 300 16 133+21 131+35 10,7+30 82+20 1
Simple 200 16 11419 108+2,1 78+11 6,2+1,1 1
Valor P 0,475 0,9514 0,787 0,7392 0,8221

Las Tablas 3.20 y 3.21, muestran el nimero de foliculos de 3 a 5 mm de diametro
en el dia de la aplicacion de FSH (Dia 4) y el nimero de CL. Hubo diferencias
significativas en el nimero de CL a favor del grupo Control (P<0,05) mientras que no se
encontraron diferencias entre los animales que fueron tratados con 200 o 300 mg de FSH.
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Tabla 3.20. Nimero promedio (+ EE) de foliculos de 3 a 5 mm de didametro cuando el tratamiento
superovulatorio fue iniciado (Dia 4) y nimero de CL en vacas Bonsmara tratadas con 300 y 200 mg
de FSH administrada en dosis decrecientes por via i.m. cada 12 h durante 4 dias o una dosis Unica
diluida en 20 mg/mL de AH y aplicada por via i.m. Efectos principales.

Grupos Dosis N  Foliculos 3-5 mm CL
Control 32 188+1,3 14,2 +1,0°
Dosis Simple 32 179+1,1 12,4 +14°
Valor P 0,5806 0,0482
300 32 181+1,2 13,7+1,2
200 32 186+ 1,1 128+1,3
Valor P 0,6907 0,3914

Tabla 3.21. NUmero promedio (+ EE) de foliculos de 3 a 5 mm de didmetro cuando el tratamiento
superovulatorio fue iniciado (Dia 4) y nimero de CL en vacas Bonsmara tratadas con 300 y 200 mg
de FSH administrada en dosis decrecientes por via i.m. cada 12 h durante 4 dias o una dosis Unica
diluida en 20 mg/mL de AH y aplicada por via i.m. Efectos principales.

Grupos Dosis N  Foliculos 3-5 mm CL
Control 300 16 188+1,7 142+1,1
200 16 189+19 141+ 17
Dosis Simple 300 16 174+18 133+2,1
200 16 183+1,3 11,4+19

Valor P 0,9249 0,475

EXPERIMENTO 5

EXPERIMENTO 5.1

El ndmero total de CL, numero de ovocitos/embriones, ovocitos fertilizados y
embriones transferibles no fueron diferentes entre los grupos de tratamiento (P>0,05; Tabla
3.22). Dos vacas en el grupo Control y cuatro vacas en el grupo Dosis Split no produjeron
ningun embrion transferible. S6lo una vaca en el grupo Dosis Split tuvo < 2 CL en el
momento de la colecta de embriones, mientras que no hubo vacas del grupo Control con
menos de 2 CL en el dia de la colecta de embriones. Ademas, 4 de 13 vacas en el grupo
Control (31%) y 6 de 13 en el grupo Dosis Split (46,1%) no produjeron ningin embrion
transferible (P=0,42)
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Tabla 3.22. Respuesta superovulatoria (Media + EE) en vacas Bos Taurus tratadas con 400 mg
NIH-FSH-P1 Folltropin-V administrada en dosis decrecientes por via i.m. cada 12 h durante 4 dias
o diluida en 10 mg/mL de AH y aplicada por via i.m. cada 48 h.

Grupos N CL Ovocitos/  Ovocitos Embriones Vacas con
Embriones fertilizados transferibles "o"
embriones
transferibles
Control 13 157+21 53+13 41+0,9 25+0,8 4
ggfi'ts 13 154+19 08+28 52422 3713 6
Valor P 0,4941 0,2741 0,7902 0,7366 0,4200

EXPERIMENTO 5.2

Los resultados del Experimento 5.2 se resumen en la Tabla 3.23. No se encontraron
diferencias entre los grupos en el ndmero total de CL y en el ndmero de
ovocitos/embriones, pero el numero de ovocitos fertilizados fue mayor (P<0,05) y el
numero de embriones transferibles tuvo una tendencia a favor del grupo Control (P=0,06).
En este Experimento todas las vacas tuvieron mas de 2 CL en el momento de la colecta de
embriones, y solamente una vaca en cada uno de los grupos de tratamiento no produjeron

embriones transferibles.

Tabla 3.23. Respuesta superovulatoria (Media + EE) en vacas Brangus tratadas con 300 mg NIH-
FSH-P1 Folltropin-V administrada en dosis decrecientes por via i.m. cada 12 h durante 4 dias o
diluida en 10 mg/mL de AH y aplicada por via i.m. cada 48 h.

Grupos N CL Ovocitos/ Ovocitos Embriones Vacas con "0"
embriones fertilizados  transferibles embriones
transferibles
Control 14 197+14 23,3+35 19,4 + 3,62 135+3,2 1
ggf:ts 14 202+13 173+23 101+1,6° 6913 1
Valor P 0,6959 0,0554 0,0364 0,0623 1,000

EXPERIMENTO 5.3

Los resultados del Experimento 5.3 se encuentran en la Tabla 3.24. Aunque el
namero de CL vy el total de ovocitos/embriones fue mayor en los grupos Dosis Split (10

mg/mL y 5 mg/mL AH) no se encontraron diferencias significativas entre los grupos de
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tratamiento en el numero de ovocitos fertilizados ni embriones transferibles. Dos vacas del
grupo Control y una vaca en ambos grupos Dosis Split tuvieron < 2 CL en el momento de
la colecta de embriones (P=0,8). Ademas, 7 de 29 vacas (24,1%) en el grupo Control y
Dosis Split 10 mg/mL AH no produjeron ningun embrién transferible, mientras que 4 de 29
vacas (13,8%) en el grupo Dosis Split 5 mg/mL AH no produjeron ningdn embrion
transferible (P>0,05).

Tabla 3.24. Respuesta superovulatoria (Media + EE) en vacas Bos Taurus tratadas con 300 mg
NIH-FSH-P1 Folltropin-V administrada en dosis decrecientes por via i.m. cada 12 h durante 4 dias
0 diluida en 10 mg/mL de AH o 5 mg/mL de AH Yy aplicada por via i.m. cada 48 h.

Grupos N CL Ovocitos/ Ovaocitos Embriones
embriones  fertilizados transferibles
Control 29 120+1,3% 10,2 +1,8° 6,7+1,3 40+0,8

Dosis Split 10 mg/mLAH 29 151+1,0° 144+20° 89+14 50+0,9
Dosis Split5mg/mLAH 29 153+11° 143+21° 9319 6,1+1,3

Valor P 0,0071 0,0236 0,3222 0,2439

EXPERIMENTO 6

El numero de CL, ovocitos/lembriones, ovocitos fertilizados y embriones
transferibles no fueron diferentes entre los grupos de tratamiento (P>0,05; Tabla 3.25). Dos
vacas en el grupo 1 (aplicacion inmediata) tuvieron < 2 CL en el momento de la colecta,
mientras que todas las vacas de los grupos 2 (Congelado) y 3 (Refrigerado) tuvieron > 2 CL
en el dia de la colecta de embriones. Ademas, 2 vacas en los grupos 1 y 2 no produjeron
ningln embrién transferible, mientras que una vaca en el grupo 3 no produjo ningun

embridn transferible.
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Tabla 3.25. Respuesta superovulatoria (Media + EE) en vacas Angus tratadas con 300 mg NIH-
FSH-P1 Folltropin-V diluida en 5 mg/mL de AH vy aplicada por via i.m. cada 48 h. La FSH fue
reconstituida en el momento de su aplicacion o fue reconstituida y congelada o refrigerada (3 a 5°C)
por dos semanas antes de ser aplicada.
Grupos N CL Ovocitos/ Ovaocitos Embriones
embriones  fertilizados  transferibles
1 (Aplicacion 20 16,2%+25 16,1 +2,7 109+2.3 74+15
inmediata)
2 (Congelado) 20 18,1%21 17,7+2,6 125+2,1 9,3+1,7

3 (Refrigerado) 20 172+16 16,0+ 2,0 124+20 85x14
Valor P 0,8179 0,8556 0,8334 0,6792

La Tabla 3.26 muestra el numero de foliculos de 3 a 5 mm de didmetro en el primer
dia de aplicacion (Dia 4), el nimero de foliculos > 9 mm de didmetro en el Dia 8, el

namero de CL y el nimero de ovocitos/embriones.

Tabla 3.26. NUmero de foliculos de 3 a 5 mm de diametro (£ EE) en el inicio del tratamiento
superovulatorio (Dia 4), nimero de foliculos > 9 mm de diametro en el Dia 8, nimero de CL y
nimero de ovocitos/embriones en vacas Angus tratadas con 300 mg NIH-FSH-P1 Folltropin-V
diluida en 5 mg/mL de AH 'y aplicada por via i.m. cada 48 h. La FSH fue reconstituida en el
momento de su aplicacion o fue reconstituida y congelada o refrigerada (3 a 5°C) por dos semanas
antes de ser aplicada.

Grupos N Foliculos 3-5 Foliculos >9 CL Ovaocitos/
mm mm embriones

1(Aplicacién 20 19,2+0,8 135+1,3 16,2+25 16,1+2,7
inmediata)
2 (Congelado) 20 194+173 148+1,3 172+16 16,0+ 2,0

3 (Refrigerado) 20 19,1+11 13,3+1,3 18,1 +2,1 17,7+2,6
Valor P 0,9856 0,6935 0,8179 0,8556

59



CAPITULO 4

DISCUSION

Los resultados obtenidos en esta tesis confirman la hipotesis planteada; el
tratamiento superestimulatorio con aplicaciones reducidas de FSH diluida en una
formulacién de liberacion lenta a base de AH resultdé en una respuesta superovulatoria
similar a la de los tratamientos tradicionales con 8 aplicaciones de FSH en dosis

decrecientes distribuidas en 4 dias.

La decision de utilizar al AH como vehiculo de la FSH surgié a partir de los
resultados obtenidos por trabajos previos donde fueron comparados distintos polimeros,
como por ejemplo, plurdnico, arginina, colageno, propilenglicol y AH (Tribulo et al., datos
no publicados) y donde se concluy6 que el AH era potencialmente un polimero que se
podria utilizar para realizar un tratamiento superovulatorio. Varios polimeros han sido
utilizados para tratamientos con FSH en vacas. Uno de los primeros estudios que se
realizaron con un agente de liberacion lenta fue con PVP. En un trabajo realizado por
Yamamoto et al. (1994), la combinacion de FSH con una soluciéon de PVP al 30% y
administrada en una sola aplicacion por via i.m.; resulté en una respuesta superovulatoria
similar que el tratamiento tradicional de multiples dosis durante 4 dias. Estos resultados
fueron similares a los que reportaron Satoh et al; (1996). Sin embargo, en un estudio
posterior, Callejas et al. (2002) encontraron que la respuesta superovulatoria fue inferior a
la del tratamiento con dosis multiples. Ademas, en este mismo trabajo se utilizd la
combinacion de FSH con eCG, en donde obtuvieron una respuesta superovulatoria similar a

la del tratamiento tradicional (Callejas et al., 2002).

El gel de hidroxido de aluminio es un adyuvante que puede absorver
macromoléculas (como por ejemplo, proteinas), esto se debe a la fuerza electrostatica que
posee (Al-Shakhshir et al., 1994). En un estudio realizado por Kimura et al. (2007),
demostraron que una sola aplicacion de FSH en gel de hidroxido de aluminio es efectivo

para inducir una respuesta superovulatoria en ganado bovino. Sin embargo, las
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posibilidades de que sea aprobado para su uso son bastante remotas, puesto que es utilizado
como adyuvante en vacunas tales como la de fiebre aftosa (Baylor et al., 2002). Por lo
tanto es posible que si se utiliza para superovular vacas varias veces cada 35 dias, como se
hace en la actualidad (B6 y Mapletoft, 2014), podria producir una inmunizacién de esas
donantes a la FSH. Por ultimo, Choi et al. (2002) demostraron que al disolver FSH en
propilenglicol (PEG), se obtiene una respuesta superovulatoria similar a la obtenida por un
tratamiento de 8 aplicaciones de FSH durante 4 dias. Si bien los resultados de estos trabajos
en su mayoria fueron aceptables, el hecho de que hayan utilizado polimeros sintéticos o
vehiculos para vacunas, hace que estos compuestos dejen residuos en los tejidos. Por el
contrario, el hecho de que el AH sea un polimero de origen natural y biocompatible, lo hace
un candidato ideal para su uso como vehiculo de la FSH.

El objetivo del primer experimento fue evaluar la respuesta superovulatoria de vacas
para carne tratadas con una Unica inyeccion de FSH diluido en una solucién a base de AH y
administrada por dos vias. De esta manera se queria determinar cual era la mejor via de
administracion de la combinacion del AH con FSH. Los resultados indicaron que
administracion de FSH diluida en AH en una sola aplicacién por via s.c. en la base de la
oreja no fue eficaz, pero cuando la solucién de FSH con AH se administrd por via i.m. la
respuesta superovulatoria fue aceptable y no tuvo diferencias significativas con las vacas
que recibieron inyecciones i.m. dos veces al dia durante 4 dias en una solucién salina. Los
resultados obtenidos en el grupo Control en este experimento fueron excepcionales, ya que
se obtuvieron 10 embriones transferibles en promedio, cuando el promedio mundial es 6
aproximadamente (Perry, 2013; B6 y Mapletoft, 2014). Sin embargo, el método de mezclar
la FSH con el AH era motivo de preocupacion. La solucion de 20 mg/ml de AH era muy
viscosa, Yy se observo que luego de colocar el AH en el frasco de FSH era muy dificil lograr
mezclarlo ya que se formaban grumos debido a la viscosidad del AH. Ademas, no fue
posible extraer el total del contenido del frasco. Por lo tanto, se concluyd que la respuesta
superovulatoria obtenida con una sola aplicacion por via i.m. fue numéricamente menor al
tratamiento Control debido a que probablemente se haya administrado una menor cantidad
de FSH. Esta conclusion se apoya en los perfiles de crecimiento de los foliculos. Aungue el

numero de foliculos (3-5 mm) que estaban presentes en el momento de iniciar tratamiento
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superestimulatorio no difirieron entre los tratamientos, el numero de foliculos que
alcanzaron los 9 mm de diametro fue significativamente menor (P=0,014) en los grupos de
una sola aplicacion de FSH (s.c. o i.m.) que en el grupo Control.

Como consecuencia de lo observado en el primer experimento se decidio realizar un
método efectivo y repetible para la preparacion del AH con la FSH. Para ello lo que se hizo
fue preparar la solucion en una jeringa de 10 mL, en donde se diluyd la dosis a utilizar de
FSH en 1 ml de solucion salina (para evitar la formacion de grumos) y luego se completo la
jeringa con 9 ml de la solucion de AH que estaba en una concentracion de 22 mg/mL, para
que luego de mezclarse con la FSH en solucion salina tenga una concentracion final de AH
de 20 mg/mL. De esta manera asegurar que las vacas tratadas con AH tengan la dosis de
FSH completa. Por lo tanto, el Experimento 2 se decidido evaluar la respuesta
superovulatoria de vacas para carne tratadas con FSH diluida en dos concentraciones

diferentes de AH (20 mg/mL o 10 mg/mL) y administrada en una Unica inyeccion i.m.

Al reducir la concentracion de AH al 50 %, la solucidn resultante era mucho menos
viscosa y mas facil de extraer del frasco. Sin embargo, la solucion de AH de 10 mg/mL fue
menos eficaz que la solucion de 20 mg/mL para la induccion de superovulacion. El perfil
del didmetro folicular durante el periodo del tratamiento en el experimento 2 sugirié que la
FSH diluida en 10 mg/mL de AH produjo una menor cantidad de embriones transferibles.
Ademas, como se puede ver en la Figura 3.8 el crecimiento del foliculo parecia disminuir
después de 2 dias (dia 6) y en la Figura 3.11 se puede observar que las donantes tratadas
con la solucién de 10 mg/mL de AH tuvieron menor cantidad de foliculos > 9 mm de
diametro que las vacas tratadas con la solucién de 20 mg/mL de AH. Presumiblemente la
razén de este menor desarrollo se deberia a las inadecuadas concentraciones circulantes de
FSH en la segunda mitad del protocolo de tratamiento, como se sugirié tras la
administracion s.c. de FSH en solucion salina en vacas Holstein (Lovie et al., 1994).
Podemos observar que los resultados obtenidos en el grupo de 20 mg/mL durante el

experimento 2, ratifican los obtenidos en el experimento previo.
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Los datos obtenidos en estos dos primeros experimentos, indicarian que para inducir
superovulacién en una vaca para carne con una sola aplicacion de FSH combinada con AH,
ésta debe ser administrada por via i.m. en una solucién de 20 mg/mL. Para poder confirmar
estos resultados, se decidid realizar un nuevo experimento con el objetivo de evaluar la
eficacia del tratamiento en un mayor ndmero de animales. Para ello, se realizd el
experimento 3 con el objetivo de evaluar la respuesta superovulatoria de vacas para carne
tratadas con una Unica inyeccion de FSH diluida en 20 mg/mL de AH y administrada por

viai.m.

No hubo diferencias significativas (P>0,05) en ninguna de las variables analizadas
entre los grupos, y el nimero de embriones transferibles fue alto, especialmente cuando se
compara con los resultados obtenidos en donde se utilizé un protocolo de dos aplicaciones
diarias durante 4 dias (Hasler et al., 1983; Looney, 1986; B6 y Mapletoft, 2014). También
es importante sefialar que el namero de foliculos que responden a la FSH (3 a 5 mm de
didmetro) en el momento de iniciar los tratamientos superestimulatorios no difirieron
significativamente entre los grupos, aunque numéricamente favorecid al grupo Control.
Este punto es muy importante tenerlo en cuenta, ya que como se menciond en la
introduccién, dependiendo del nimero de foliculos antrales pequefios (de entre 3 a5 mm de
didmetro) que tenga cada vaca por onda folicular va a ser la respuesta superovulatoria
(Monniaux et al., 1983; 2013; Singh et al., 2004; Ireland et al., 2007). Ademas, el
tratamiento con gonadotrofinas debe comenzar en el momento de la emergencia folicular
para poder estimular la mayor cantidad de foliculos antrales posibles y de esta manera
obtener una mejor respuesta superovulatoria (Adams et al., 1994; B0 et al., 1995; Nasser et
al., 1993).

Monniaux et al., (1983) identificé dos clases de vacas que tenian mala respuesta
superovulatoria. El primer grupo tenia de 50 a 200 foliculos en crecimiento (> 0,7 mm de
diametro) por ovario, en comparacion con 600 o mas foliculos en los ovarios de las vacas
que respondieron bien. La segunda clase de vacas con baja respuesta tenian un gran nimero
de foliculos, pero probablemente muchos de ellos estaban sufriendo atresia en el momento

en que se iniciaron los tratamientos con gonadotrofina. Esta idea fué confirmada més tarde
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por Burns et al. (2005); Ireland et al. (2007) y Mossa et al. (2010) que publicaron que el
namero de foliculos por onda en bovinos es muy variable entre animales, pero altamente
repetible dentro de los individuos. Ademas, se demostr6 que las vacas con numeros
relativamente altos de foliculos tuvieron concentraciones de inhibina-A mas altos en suero,
pero menor concentracion de FSH en suero y las concentraciones de estradiol fueron
similares durante la primera onda folicular en comparacion con las vacas con un bajo
namero de foliculos (Burns et al., 2005; Ireland et al., 2007). A su vez, Singh et al. (2004)
han informado de diferencias en la respuesta superovulatoria entre vacas que tenian mas de
30 foliculos (3 a 5 mm de diametro) en comparacién con aquellas con menos de 30
foliculos. Del mismo modo, Ireland et al. (2007) también realizé un estudio en donde
informé que las vaquillonas de carne con un bajo numero de foliculos (< 15 foliculos > 3
mm de diametro) en el momento de emergencia de la onda tenian menor respuesta

superovulatoria que aquellos con alto numero de foliculos (> 25 foliculos).

Otro punto que se desprende de esta idea, es la importancia que tiene realizar cada
experimento con un disefio cross over, es decir, que todas las vacas pasen por todos los
grupos de tratamiento para evitar la variacion individual y de esta manera evitar que el
namero de foliculos de 3 a 5 mm de didmetro presentes en cada onda folicular influya en
los resultados afectando las posibles conclusiones.

Recientemente se ha reportado que el nimero de foliculos fue asociado con las
concentraciones circulantes de hormona antimulleriana (AMH; Ireland et al., 2011;
Monniaux et al., 2013). AMH es una glicoproteina que pertenece a la familia del factor de
crecimiento transformante (TGF)-B que se produce por las células de la granulosa de los
foliculos en crecimiento y es mas alta en pequefios foliculos antrales sanos, que contribuyen
mas significativamente a los niveles de AMH endocrinos (Monniaux et al., 2013). En vacas
y cabras adultas, los niveles de AMH fueron muy variables entre los individuos, pero
estable en cada animal durante un periodo de varios meses (Monniaux et al., 2013). Por lo
tanto, puede ser posible evaluar la reserva ovéarica de foliculos que responden a las
gonadotrofinas a través de la deteccién de la concentracién circulante de AMH. Rico et al.

(2012) han demostrado una correlacion entre la produccion de AMH y la respuesta
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superovulatoria en donantes Holstein y han sugerido valores que podrian utilizarse para
diferenciar entre las vacas que producen mas o menos de 10 embriones transferibles. Estos
datos son muy recientes y es necesaria mas investigacion en esta area para poder tener

conclusiones mas afianzadas.

Una vez que se confirmé que una Unica aplicacién de FSH diluida en 20 mg/mL de
AH resulta en una respuesta superovulatoria similar a la de un tratamiento de dos
aplicaciones diarias durante cuatro dias, se decidio realizar una serie de experimentos para
determinar cual era la dosis adecuada para diferentes razas para carne. Es por eso que el
Experimento 4 tuvo como objetivo evaluar la respuesta superovulatoria de donantes Angus,
Brangus y Bonsmara tratadas con distintas dosis de FSH diluida en AH y administrada en

una Unica inyeccion por via i.m.

Si hacemos un andlisis de los resultados obtenidos en cada una de las razas podemos
decir que no hubo diferencias en el nimero de embriones transferibles en las donantes
Bonsmara que recibieron 200 o 300 mg de FSH. Sobre la base de datos de
ovocitos/embriones de ambos parece ser igualmente eficaz. En las donantes Angus los
datos parecen sugerir que la dosis de 300 mg es Gptima, basada en el nimero de embriones
transferibles. No hubo diferencias en la produccion de embriones en donantes Brangus que
recibieron 200, 260 o0 300 mg de FSH; basado en el nUmero de embriones transferibles pero

las diferencias numéricas parecen sugerir que la dosis de 260 mg es dptima.

Si bien los resultados obtenidos confirman que una sola inyeccion de FSH diluida
en una solucién de 20 mg/mL de AH es altamente eficaz en la superestimulacion de
donantes Angus, Brangus y Bonsmara; encontramos diferencias significativas en el nimero
de CL en todos los experimentos a favor de los animales del grupo Control. Es importante
tener en cuenta que la respuesta superovulatoria fue confirmada al contar la cantidad de CL
presentes en los ovarios mediante palpacion transrectal, quizas esa sea la explicacion de la
diferencia encontrada ya que esa diferencia no se vio reflejada en la cantidad de estructuras
(ovocitos/embriones) colectados ni en la cantidad de embriones transferibles obtenidos.

Esto puede deberse a errores en la palpacion, ya que cuando una donante con una buena
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respuesta superovulatoria (por ejemplo mas de 10 CL por ovario) es palpada, es muy dificil
confirmar exactamente el nimero real de CL. Lo que generalmente se hace es decir una
cantidad aproximada para luego de realizar la colecta de embriones corroborar con la
cantidad de estructuras (ovocitos/embriones) encontrados en el laboratorio. Por otro lado,
intentar contar los CL mediante ultrasonografia también es engorroso cuando la donante
tiene una gran cantidad de CL ya que no se puede determinar cudndo empieza y termina un
CL (Robertson et al., 1993).

Todos los experimentos anteriores (1, 2 y 3) se habian llevado a cabo con donantes
de embriones de la raza Angus y con una dosis de 400 mg de FSH (Folltropin-V). Se
decidid utilizar consistentemente estas variables (raza de las donantes y dosis de FSH) para
evitar sumar factores que podrian interferir en los resultados y de esta manera poder tomar
decisiones mas acertadas. Se utiliz6 dicha dosis ya que en resultados anteriores reportados
por BO et al. (1994) y publicaciones previas (Gonzélez et al. 1990) se reportd que 400 mg
de FSH era la dosis apropiada en donantes de embriones en razas para carne. Sin embargo,
la experiencia mas reciente sugiere que una dosis de 300 mg de FSH puede ser mas
apropiada para la superestimulacion de donantes Angus con inyecciones dos veces al dia.
Una de las razones de la discrepancia entre los estudios anteriores y el enfoque més reciente
a la superovulacién (que fue utilizado en el presente experimento) puede ser que en los
estudios anteriores las vacas eran superestimuladas en los dias 8 a 12 del ciclo estral,
independientemente de la etapa de la onda folicular en el momento de iniciado el
tratamiento, mientras que en el presente estudio, las vacas se superestimularon cerca del
momento de la aparicion de la onda folicular (es decir, 4 dias después del tratamiento con
estradiol y progesterona). Por lo tanto, una dosis menor de FSH puede ser mas apropiada
para la superestimulacion de una cohorte de foliculos sincronizados que de una cohorte de
foliculos no sincronizados. Basandose en los resultados del presente estudio, la dosis de
300 mg parece ser la dosis éptima de FSH para donantes de embriones Angus,
independientemente de si se administra como una sola inyeccion i.m. en AH o con
maultiples inyecciones i.m. en solucion salina. Ademas, una dosis de 200 mg es menos

eficaz como tratamiento superestimulatorio tanto en una sola inyeccion o con multiples
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inyecciones, como también se ha mostrado anteriormente (B0 et al., 1994; Gonzalez et al.,
1990).

Ademas de la dosis de FSH, otro factor importante a considerar en los programas de
superestimulacion es la pureza de la preparacion de gonadotropina. Extractos de pituitaria
purificada con baja contaminacion de LH han resultado en mayor cantidad de embriones
transferibles, sin los efectos adversos asociados con altas dosis de LH en la calidad
embrionaria (Mapletoft et al., 2002). Aunque se cree generalmente que se requiere algo de
LH para inducir una superovulaciéon exitosa, los niveles de LH enddgenos pueden ser
adecuados. Chupin et al. (1984) realiz6 un estudio en donde superestimulé tres grupos de
vacas lecheras con cantidades variables de LH, y mostraron que la tasa de ovulacién media
y el nimero de embriones recuperados Yy transferibles aumentaban a medida que la dosis de
LH disminuia. Lo mismo fue reportado por Willmot et al. (1990) en vacas para carne y por
Tribulo et al. (1991) en Brahman. Se ha sugerido que la calidad del embrién puede verse
influida negativamente por los altos niveles de LH durante la superestimulacion debido a la
activacion prematura del ovocito (Moor et al., 1984). Donaldson y Ward (1985) informaron
de que la eliminacion de la LH de un extracto de pituitaria (FSH-P, Schering Plough, USA)
aumento la respuesta superovulatoria de vacas donantes que a su vez requirieron menores
dosis de FSH purificada para obtener la respuesta maxima. Murphy et al. (1984) estudiaron
diferentes proporciones de FSH/LH, donde compararon la FSH-P con FSH-P méas pLH
(relacion 5:1 o mayor) y se encontr6 que cuando la relacion de FSH/LH era mayor que 5:1,
hubo una reduccion significativa en el nimero de CL y una tendencia a una menor tasa de
fertilizacion. Monniaux et al. (1983) informaron de resultados similares utilizando FSH-P y
pLH en una relacion 5:1. Colectivamente, estos datos sugieren que el aumento de
cantidades de LH en las preparaciones de gonadotrofinas usadas para inducir
superestimulacion inhiben la respuesta folicular y la calidad del ovocito (Mapletoft et al.,
2002).

Aunque altas dosis de extractos de pituitaria podrian resultar en niveles elevados de
LH en circulacién, se ha reportado que el Folltropin-V tiene reducidas concentraciones de

LH (aproximadamente el 84% de LH eliminado). Por otra parte, dos inyecciones diarias de
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extractos de pituitaria con altas concentraciones de LH (Tribulo et al.,, 1991) y el
incremento de las dosis de gonadotrofinas con altas concentraciones de LH también resultd
en una reduccidn de la calidad de los embriones y mas foliculos anovulatorios (Murphy et
al., 1984; Pawlyshyn et al., 1986; Mapletoft et al., 1991; Bé et al., 1994).

Las altas tasas de fertilizacion y tasas de embriones transferibles en ausencia de LH
exogena tienden a sugerir que la administracion de LH, en cualquier dosis, puede ser
perjudicial para la calidad del embridn (Mapletoft et al., 2002). En el trabajo de Willmott et
al. (1990) informaron que la LH dentro de las preparaciones de FSH afecta a la respuesta
superovulatoria y que el nivel méximo aceptable de LH parece estar entre 15 y 20%. Estos
resultados fueron similares a los obtenidos por Mapletoft et al. (1988) y Gonzélez et al.
(1990). Ademas, las preparaciones con alto contenido de LH administrado en una sola
inyeccidn resulto en una cantidad inferior de embriones transferibles que las preparaciones
con un contenido reducido de LH (Mapletoft et al., 1992). Por su parte, las dosis de FSH de
600 y 800 mg administrados en una sola inyeccion s.c. tendieron a resultar en tasas de
fertilizacion mas bajas y pobre calidad embrionaria en comparaciéon con los de las vacas
tratadas con 400 mg (BO et al., 1994). Ademas, la dosis de 800 mg de FSH mediante una
Unica inyeccion resulté en una mayor cantidad de foliculos anovulatorios y elevados niveles
de progesterona al estro. Esto podria deberse de que una sola inyeccion podria dar lugar a

una sobredosificacion con LH.

En comparacién con razas Bos taurus, las razas de ganado Bos indicus tienen varias
diferencias en la fisiologia reproductiva. Se ha reportado de que las razas Bos indicus tienen
un mayor nimero de foliculos dentro de cada onda folicular (Carvalho et al., 2008) y un
mayor nimero de ovocitos se han recuperado después de la aspiracién folicular (3 a 4 veces
mayor; Martins et al., 2007). EI nimero medio de ovocitos recuperados por procedimiento
de aspiracion folicular es 18-25 ovocitos en razas Bos indicus (Pontes et al., 2011; Thibier
2004; Watanabe, 1999) y 4-14 ovocitos en las razas Bos taurus (Machado et al., 2003;
Rubin et al., 2005; Martins et al., 2007). También se ha demostrado que las razas Bos
indicus tienen una mayor sensibilidad a las gonadotrofinas exdgenas que las Bos taurus

(Baruselli et al., 2006). Por lo tanto, las dosis de FSH para la superestimulacion son

68



normalmente mas bajas para razas Bos indicus que para razas Bos taurus. Esta idea parece
haber sido apoyada por los resultados de los experimentos 4.1 y 4.2; la dosis Optima de
FSH fue mayor en vacas Angus (Experimento 4.1) que en Brangus (Experimento 4.2).

Uno de los beneficios de utilizar una Unica inyeccion de FSH en AH es reducir el
estrés en las donantes debido a la reduccion del niumero de inyecciones. Se ha reportado
que el estrés ocasionado por el manejo reduce la capacidad de respuesta de la glandula
pituitaria a la GnRH para estimular la liberacion de LH necesarios para el desarrollo del
foliculo y la ovulacion en diferentes especies (Ciechanowska et al., 2010; Maeda et al.,
2010; Kinsey-Jones et al., 2009). Ademas, en un estudio previo se reportd que el estrés
disminuye el numero de CL y aumenta los niveles de cortisol en vaquillonas superovuladas
(Edwards et al., 1987). En un estudio que involucré vacas Bos indicus (B0 et al., 1991), una
sola inyeccion s.c. de FSH dio lugar a una respuesta superovulatoria significativamente
mayor que la de un tratamiento con dos inyecciones diarias durante cuatro dias. Esa
diferencia podria estar asociada al estrés provocado de dos tratamientos al dia. Sin
embargo, en este estudio no se encontraron los mismos resultados en las donantes Brangus
utilizados en el Experimento 4.2. No obstante, los resultados de este estudio pueden ser
interpretados para sugerir que una sola inyeccion de una dosis ajustada de FSH es adecuado
para programas de superestimulacion en el ganado bovino.

La idea de reducir las aplicaciones de FSH para evitar el estrés y mejorar la
respuesta superovulatoria se ha utilizado en otras especies, como por ejemplo, en Bisontes
(Bison bison athabascae; Toosi et al., 2013). Los resultados de los experimentos sugirieron
que la frecuencia del tratamiento se relaciona inversamente con la respuesta superovulatoria
en bisontes. Una sola aplicacion de 400 mg de FSH en 10 mg/mL de AH fue tan eficaz
como dos dosis de FSH en solucidn salina (200 mg cada una, con dos dias de diferencia),
pero la FSH en AH estimul6 el crecimiento folicular alcanzando un mayor diametro y
acortando el intervalo desde el inicio del tratamiento a la ovulacién (Experimento 1; Toosi
et al., 2013). En el segundo experimento de este trabajo, solo se realiz6 ecografia durante el

tratamiento superestimulatorio, en donde se obtuvo una gran cantidad de foliculos con > 9

69



mm de diametro en bisontes tratados con la misma dosis total de FSH en 2 vs 4

tratamientos (Experimento 2; Toosi et al., 2013).

A pesar de que todos estos resultados permiten pensar de que una sola aplicacion de
FSH diluida en 20 mg/mL de AH resulta en una satisfactoria respuesta superovulatoria; la
dilucion de la FSH con el AH requiere demasiado trabajo y cuidado para que toda la droga
se disuelva correctamente y de esta manera obtener una buena respuesta superovulatoria y
evitar lo sucedido en el primer experimento de esta tesis. Ademas de reducir el estrés en las
donantes, la reduccion en el namero de aplicaciones de gonadotrofinas permite una mayor
difusion de la técnica debido a la simplicidad en el tratamiento. Por lo tanto, si el método de
dilucion no es seguro, los resultados no serian consistentes, especialmente si no es aplicado

por profesionales.

Como se aclaré al principio de este capitulo, se tuvo que modificar el método de
dilucion debido a que la viscosidad de la solucion de 20 mg/mL de AH impedia recuperar
el total del volumen del frasco de FSH. Con motivo de intentar facilitar la dilucion se
decidié reducir la concentracion del AH al 50%, es decir, una concentracion de 10 mg/mL.
Esta concentracion resultd menos viscosa y mas fécil de preparar, pero como vimos en el
Experimento 2, una Gnica inyeccion i.m. resulté en una menor cantidad de embriones
transferibles, presumiblemente por un efecto de menor cantidad de FSH circulante. Si
observamos la Figura 3.8 (Experimento 2) en donde se analiza el tamafio folicular
promedio cuando comparamos una sola aplicacion i.m. de FSH diluida en dos
concentraciones de AH (10 mg/mL vs 20 mg/mL) no hubo deferencias entre los grupos en
los primeros dos dias de tratamiento, pero para el momento del estro (3 dias mas tarde)
varios foliculos en el grupo de menor concentracién de AH no llegaron a un tamafio
ovulatorio (> 9 mm de diametro). Una observacion similar fue reportada después de la
administracion de una unica inyeccion s.c. de FSH en solucién salina en vacas Holstein
(Lovie et al., 1994) y después de una Unica inyeccién i.m. de Folltropin en solucién salina
en vacas para carne (Bé et al., 1991). Especulamos que una inyeccién adicional de
Folltropin-V diluida en 10 mg/mL de AH 48 horas después de iniciado el tratamiento

superovulatorio causaria un crecimiento folicular continuo hasta alcanzar un tamafio
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ovulatorio como ocurrié en el grupo de AH con una concentracion de 20 mg/mL. Se
decidié evaluar de esta manera un tratamiento similar al desarrollado por Lovie et al.
(1994) en donde la dosis total de FSH es dividida en dos aplicaciones con 48 horas de
diferencia. Ademas, la division de la dosis en dos inyecciones fue disefiada para que se
aplicara cuando el animal tenia que ser manejado por otros tratamientos, por ejemplo, la
administracion de la prostaglandina. De este modo, la superestimulacién fue inducida sin
manipulacion adicional de los animales sobre el protocolo de una sola inyeccion, lo que

deberia reducir la probabilidad de un estrés del animal asociado con el manejo.

Las concentraciones de FSH en sangre después de la inyeccién dependeran de la
absorcion desde el lugar de la administracién y el metabolismo de la hormona. Si nos
basamos en la tasa de metabolismo (Demoustier et al., 1988), esperariamos que la FSH se
elimine del torrente sanguineo a la misma velocidad, independientemente de su
concentracion. Una rapida absorcion de los extractos de pituitaria deberia dar lugar a una
rapida eliminacion de la FSH. Por lo tanto, foliculos expuestos a altas concentraciones de
FSH durante un intervalo muy corto parece ser incapaz de sostener el crecimiento de los
foliculos hasta la ovulacion. Resultados preliminares de un estudio publicado previamente
(BO et al., 1994) indicaron que después de una sola administracion i.m. de Folltropin-V en
solucion salina (o inyeccion s.c. en animales magros), las concentraciones de FSH en
sangre fueron mas altos, y posteriormente disminuyeron mas rapidamente que en las vacas
con una condicion corporal alta que recibieron una Gnica inyeccion s.c., presumiblemente a
causa de la absorcién més lenta en las vacas con alta condicion corporal. También se ha
demostrado que la adicién de la FSH a una solucion de polivinilpirrolidona (Takedomi et
al., 2005), gel de hidréxido de aluminio (Kimura et al., 2007) o polyehyleneglycol (Choi et
al., 2002), di6 lugar concentraciones sanguineas elevadas y a una absorcion mas lenta y
mas prolongadas, que cuando la FSH fue administrada con solucion salina como vehiculo.
Teniendo en cuenta nuestros resultados, la mezcla de Folltropin-V con una solucién de AH
también redujo la tasa de absorcion, resultando en concentraciones sostenidas de FSH en
sangre. Por lo tanto, parece ser que las caracteristicas del vehiculo influyen en la tasa de
absorcion de FSH, lo que seria un factor limitante en la induccion de la superovulacion con

una sola administracion de Folltropin-V.
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Los resultados de los Experimentos 5.1 y 5.2 demuestran lo planteado
anteriormente, en donde al dividir las dosis de FSH en dos aplicaciones con 48 horas de
diferencia se indujo una buena respuesta superovulatoria. En el caso del primer
experimento, los datos parecen ser méas parejos entre ambos grupos de tratamiento ya que
no se encontraron diferencias significativas en ninguna de las variables analizadas (P>0,2),
mientras que en el experimento siguiente hubo diferencias estadisticamente significativas
en el nimero de ovocitos fertilizados (P<0,05). A su vez, en el nimero ovocitos/embriones
y el nimero de embriones transferibles tuvieron una tendencia a favor del grupo Control
(P=0,055 y P=0,062 respectivamente). Al igual que en el Experimento 1, los resultados
obtenidos en el grupo Control fueron excepcionales, ya que se obtuvieron 13 embriones
transferibles cuando el promedio mundial de esta variable es 6 aproximadamente (Perry,
2013), mientras que los embriones transferibles en el grupo Dosis Split fue igual o quizas
superior a la media. Si tenemos en cuenta los datos obtenidos en el trabajo realizado por
Lovie et al. (1994), podemos ver que una unica inyeccion s.c. de Folltropin diluida en
solucién salina no es tan eficaz como las inyecciones multiples en la induccién de
superovulacién en vacas Holstein. Sin embargo, cuando la dosis fue dividida en dos
inyecciones s.c. con 48 horas de diferencia la respuesta superovulatoria aumento. Con el
objetivo de confirmar los resultados obtenidos en los Experimentos 5.1 y 5.2 se realizé un
nuevo trabajo (Experimento 5.3), en donde se compard un protocolo tradicional de dos
inyecciones i.m. diarias durante 4 dias con un protocolo de dos inyecciones i.m. de FSH
diluidas en AH (en dos concentraciones, 10 mg/mL o 5 mg/mL). Aungue los resultados
obtenidos con dos inyecciones de FSH diluidos en 10 mg/mL de AH era tan eficaz como
con una sola inyeccion de AH més concentrada (20 mg/mL). Una concentracion de AH

mas baja asegura una dilucion segura y confiable con la FSH.

Al observar los resultados de este Gltimo experimento, es importante notar que 7 de
29 vacas (24,1%) en los grupos Control y Split 10 mg/mL de AH no produjeron embriones
transferibles, mientras que sélo 4 de 29 vacas (13,8%) del grupo Split 5 mg/mL de AH no
produjeron embriones transferibles. Aungue no es significativo, este resultado junto con los
resultados en donantes Brangus (Experimento 5.2) en la cual dos inyecciones de FSH en 10

mg/mL de AH eran menos eficaz que el protocolo de tratamiento dos veces al dia, sugiere
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que la solucion de AH de 10 mg/mL podria no ser tan eficaz como la solucion de AH de 5
mg/mL en la induccion de superestimulacion con dos inyecciones i.m. de Folltropin-V.
Otra posibilidad es que la FSH no se mezcle correctamente con la solucion de 10 mg/mL
de AH, lo que podria explicar las respuestas superovulatorias menos consistentes en los

animales tratados con esta preparacion.

Por otro lado, no hubo diferencias en los perfiles de crecimiento folicular, lo que
sugiere que la aplicacion de dos inyecciones i.m. de Folltropin-V, ya sea en una solucién de
10 mg/mL o 5 mg/mL de AH proporciono suficiente FSH para estimular el crecimiento de
los foliculos hasta alcanzar un tamafio ovulatorio. Aunque la dosis 6ptima de Folltropin-V
para ser administrado con dos inyecciones i.m. no se determind, parece ser similar a la que
se administra por medio de inyecciones dos veces al dia, como se ha demostrado
previamente con una sola inyeccion i.m. de Folltropin-V en una solucion de 20 mg/mL de
AH (Experimentos 4.1, 4.2 y 4.3).

Hasler y Hockley (2012) reportaron los datos de un estudio realizado con donantes
Bos taurus utilizando FSH diluida en 5 mg/mL de AH, en donde los autores compararon un
protocolo tradicional (Grupo Control, n=109) de ocho inyecciones con dosis decrecientes
(260 a 400 mg) dos veces al dia con un protocolo de dos inyecciones i.m. de FSH en 5
mg/mL de AH con 48 horas de diferencia, en donde al igual que en esta tesis el 67 % de la
cantidad total de FSH se aplicé en el primer dia y el 33 % restante dos dias después
(n=103). En este trabajo las donantes fueron inseminadas 12 y 24 horas despues del estro.
Estos investigadores no encontraron diferencias entre el grupo Control y el grupo
superestimulando con dos inyecciones de FSH diluida en AH, para el nimero de
ovocitos/embriones (14,0 + 1,0 vs 12,2 £+ 1,0), embriones transferibles (7,9 + 0,8 vs 6,8 £
0,8), embriones degenerados (2,7 £ 0,4 vs 2,4 + 0,4) y ovocitos no fertilizados (3,4 £ 0,5 vs

3,1 +0,5), respectivamente.

Hasta aqui hemos visto que es posible utilizar una o dos aplicaciones de FSH
diluidos en AH para inducir una superovulacion en vacas de razas para carnes donantes de

embriones. Una pregunta posible a estos trabajos podria ser, como se podria almacenar la
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preparacion para su posterior uso. Para esto se decidio realizar el experimento 6 con el
objetivo de evaluar la respuesta superovulatoria en vacas donantes de embriones Angus
tratadas con FSH diluida en 5 mg/mL AH y administrado en dos aplicaciones i.m. cada 48
horas, luego de haber sido refrigerada o congelada por dos semanas. En la literatura no
existe un trabajo en el cual se haya evaluado si la FSH una vez preparada con solucion
salina y almacenada (refrigerada ¢ congelada) por un cierto periodo de tiempo tiene el
mismo efecto que cuando se la utiliza inmediatamente después de diluirla. A pesar de esto,
muchos veterinarios con una vasta experiencia congelan la FSH restante luego de un
tratamiento superestimulatorio y la utilizan en otro trabajo sin problemas, presuponiendo
que no hay disminucion de la actividad bioldgica de la FSH luego de la congelacion y
descongelacion.

No hubo diferencias significativas entre los grupos en ninguna de las variables
analizadas. Los resultados confirman que, tras la reconstitucion de la FSH en 5 mg/mL de
AH esta se puede congelar o refrigerar durante un periodo de 2 semanas sin afectar

negativamente la respuesta superovulatoria.
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CAPITULO5

CONCLUSIONES

La superestimulacion de vacas donantes Angus con una sola inyeccion i.m. de FSH
diluida en 20 mg/mL de AH resultdé en un nimero de embriones transferibles similar al de
un protocolo tradicional de dos inyecciones i.m. diarias de FSH diluidas en solucién salina

durante cuatro dias.

La dosis optima de FSH en un protocolo de una sola aplicacion por via i.m. en una
solucion de 20 mg/mL de HA requerida para inducir superovulacion en vacas donantes de
embriones es de de 300 mg para las de la raza Angus, 260 mg para las Brangus, y 200 mg

para las Bonsmara.

La superestimulaciéon con dos aplicaciones de FSH diluida en una solucion de 5
mg/mL de AH resultd en un nimero de embriones transferibles similar a la de un
tratamiento tradicional de FSH diluida en solucion fisioldgica y administrada i.m. dos veces

al dia durante cuatro dias.
La preparacién de FSH con AH puede ser almacenada (refrigerada o congelada)
durante un periodo de 2 semanas sin afectar la respuesta superovulatoria de las donantes

luego de su aplicacion.

La ventaja de este nuevo tratamiento es la reduccién en el manejo de las donantes y

potencialmente la disminucion del estrés especialmente en individuos menos manejables.
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