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({Qué novedades hay en la superovulacién del
ganado bovino!

Reuben J. Mapletoft” y Gabriel A. B6®

Resumen

En la aplicacion de técnicas de reproduccion asistida en el ganado vacuno, los protocolos diseriados para con-
trolar la dindmica de la onda folicular y la ovulacion han reducido, e incluso eliminado, la necesidad de detec-
tar celo. En los esquemas de superovulacion, el control de la emergencia de la onda folicular y la ovulacion
también ha eliminado la necesidad de deteccion de celos en las donantes para facilitar su manejo.
Recientemente se han desarrollado abordajes alternativos para el control de la emergencia de la onda folicu-
lar y nuevos protocolos que no sélo sincronizan dicha emergencia, sino que también pueden reclutar foliculos
adicionales a la onda y permitir la maduracion de los foliculos superestimulados antes de la induccion de la
ovulacién. Para simplificar avin mds los tratamientos superestimulatorios se ha diluido la FSH en un polime-
10 de liberacion lenta que permite la induccion de la superovulacion con sélo dos inyecciones intramuscula-

res. En conjunto, los nuevos protocolos de tratamiento han facilitado la aplicacién generalizada de tecnologi-

as de reproduccién asistida en el ganado vacuno.

Introduccién

A pesar de que los esfuerzos de investigacion
en los Gltimos afios han dado lugar a poco o nin-
gin aumento en el ntimero de embriones transfe-
ribles después de la superovulacién, los protoco-
los que controlan la emergencia de la onda foli-

cular ®°

'y el momento de la ovulacién © ' han
permitido el tratamiento de grupos de donantes,
sea cual fuere la etapa del ciclo estral en que se
encontraban, y ha permitido la inseminacién
artificial a tiempo fijo (IATF) en donantes, sin
necesidad de detectar celo. Sin embargo, el tra-
tamiento més comtnmente utilizado para la sin-
cronizacién de emergencia de la onda folicular
para inducir la superovulacién implica el uso de
estradiol-17p o uno de sus ésteres, que no pue-
den ser utilizados en muchos paises debido a pre-
ocupaciones sobre los efectos de las hormonas
esteroides en la cadena alimentaria. El propésito

de este trabajo es revisar los nuevos adelantos en
materia de superovulacién de ganado vacuno
con los productos farmacéuticos disponibles.
Tradicionalmente, los tratamientos de gona-
dotrofina se iniciaban durante la fase latea
media, aproximadamente 9 a 11 dias después del
celo®?, cercano al tiempo de emergencia de la
segunda onda folicular "?. Sin embargo, se pro-
dujo una mayor respuesta superovulatoria cuan-
do se iniciaron los tratamientos en el dia de la
emergencia de la onda folicular, en contraposi-
cién a 1 dfa antes, 6 1 6 2 dias después de la
emergencia “®. Por lo tanto, los protocolos de tra-
tamiento convencionales tienen dos inconve-
nientes: 1) el requisito de disponer de personal
capacitado dedicado a la deteccién de celo, y 2)
la necesidad de tener todas las donantes en celo
al mismo tiempo con el fin de iniciar los trata-
grupos de

mientos en los animales.
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Recientemente hemos resumido los protocolos de

superovulacién actuales para el ganado vacuno *.

Sincronizacién de la emergencia de la
onda folicular para inducir la supero-
vulacion

En la década de 1990 se inform¢é acerca de la
sincronizacién de la emergencia de la onda foli-
cular, en promedio 4 dias después del tratamien-
to con progesterona y estradiol ®. Este tratamien-
to ha sido utilizado por los profesionales de todo
el mundo para la superestimulacién del ganado,
pero su uso ahora ha sido restringido en varios
paises. Esta restricciéon hace que muchos profe-
sionales de transferencia de embriones se enfren-
ten a un serio dilema y ha creado la necesidad de
desarrollar tratamientos sin el uso de estradiol.

Una alternativa es eliminar el efecto supresor
del foliculo dominante por aspiracién folicular
guiada por ecografia e iniciar el tratamiento
superestimulatorio 1 o 2 dfas mas tarde . La des-
ventaja de la aspiracion folicular guiada por eco-
grafia es que requiere un equipo de ultrasonido y
personal capacitado, por lo que tGnicamente es
apropiada cuando las donantes se encuentran en
instalaciones de produccién de embriones, sien-
do muy dificil aplicarla en el campo.

Otra alternativa es el uso de la GnRH para
inducir la ovulacién del foliculo dominante *”
que serfa seguido por emergencia de la onda foli-
cular 1 a 2 dias m4s tarde “. Sin embargo, la apa-
ricién de una nueva onda folicular se sincronizé
solamente cuando el tratamiento causé la ovula-
cién. Sin pre-sincronizacion, la primera aplica-
cién de GnRH provoca la ovulacién en menos
del 60% de los animales ***®. No es sorprenden-
te que el tratamiento con GnRH en momentos al
azar del ciclo estral, antes de iniciar tratamientos
superestimulatorios, haya dado lugar a respuestas
superovulatorias mas bajas que los tratamientos
iniciados después de la aspiracién folicular o del
tratamiento con estradiol *¥.

Mis recientemente, en un andlisis retrospecti-
vo de los datos comerciales, Hinshaw (comuni-
cacion personal; AETA 2007) no encontré dife-
rencias en el ndmero de embriones transferibles
de donantes superestimuladas 4 dias después del
tratamiento con estradiol y progesterona y las
superestimuladas 2 dias después del tratamiento
con GnRH. En otro estudio ®”, vacas lecheras

tratadas con progesterona (n=411) fueron
superestimuladas 4 dias después de recibir estra-
diol 6 2 dfas después de GnRH; nuevamente no
hubo diferencias significativas en el nimero de
embriones transferibles entre los grupos. En otro
anélisis retrospectivo de datos comerciales *?,
vacas lecheras donantes superestimuladas 60
horas después de la administracion de GnRH
(n=245) produjeron un ndmero similar de
embriones transferibles que aquellas superesti-
muladas 4 dias después de recibir estradiol (n=
691). Obviamente, deben llevarse a cabo estu-
dios controlados con el uso de GnRH para vali-
dar estos resultados prometedores, pero es digno
de mencién que, en cada uno de estos informes
de éxito, se inserté un dispositivo con progeste-
rona al menos 2 dias antes del tratamiento con
GnRH vy esto puede haber aumentado la probabi-
lidad que haya un foliculo en condiciones de res-
ponder en el momento del tratamiento.

La superovulacién durante la prime-
ra onda folicular después de ovula-
cién inducida por GnRH

Otra alternativa es inducir la ovulacién e ini-
ciar tratamientos superestimulatorios en el
momento de emergencia de la primera onda foli-
cular. La emergencia de la onda folicular es siem-
pre en el momento de la ovulacién ") y experi-
mentos llevados a cabo en ganado bovino * y
ovejas *’ han demostrado que es posible inducir
la superovulacién de foliculos en la primera
onda. Adams y col. ® también informaron que no
habia diferencias en la respuesta a la superovula-
cién cuando se iniciaron los tratamientos con
FSH en el momento de aparicién de la primera o
la segunda onda folicular. Sin embargo, el éxito
tras el inicio de los tratamientos superestimulato-
rios en el momento de aparicién de la primera
onda folicular se basa en la determinacién del
momento de la ovulacién o la deteccién precisa
del celo, ya que se espera que la ovulacién ocurra
1 dia después.

Para evitar la necesidad de detectar celo y
ovulacién en donantes Nelore (Bos indicus),
Nasser y col. *” indujeron la ovulacién sincroni-
zada con un protocolo disefiado para IATE Se
iniciaron tratamientos con FSH en el momento
esperado de la ovulacion (y la aparicién de la pri-
mera onda folicular). Las respuestas a la supero-
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vulacién no fueron distintas a las de un grupo
contemporaneo superestimulado 4 dias después
del tratamiento con estradiol. Sin embargo, el
ntmero de embriones transferibles depende del
uso concomitante de un dispositivo de progeste-
rona. La necesidad de progesterona durante la
superestimulaciéon de la primera onda folicular
requiere mas estudio.

Recientemente hemos llevado a cabo una
serie de experimentos con el objetivo general de
desarrollar un protocolo de superovulaciéon en la
primera onda folicular después de la ovulacion
inducida por GnRH con el uso de dispositivos de
progesterona "V, Esto se basd, en parte, en un
informe anterior que indicaba que la respuesta
ovulatoria a la GnRH puede ser aumentada por
la administracién de PGF para regresar el CL en
el momento de la insercién de un dispositivo de
progesterona que se mantuvo colocado durante 7
a 10 dias ®. En ese estudio, la ovulacién y la
emergencia de la onda se dieron consistentemen-
te 1 a 2 dias después de la administracion de
GnRH, lo que indica que este abordaje podria ser
utilizado en grupos de donantes con ciclos al azar.

El protocolo recomendado iniciado en etapas
al azar del ciclo estral consiste en la administra-
cién de PGF en el momento de la insercién de un
dispositivo de progesterona para inducir la regre-
sién del cuerpo ltteo y provocar el desarrollo de
un foliculo persistente. Siete dias més tarde (con
el dispositivo atn colocado), se administra
GnRH para inducir la ovulacién y la emergencia
de la onda folicular, y se inician tratamientos con
FSH 36 horas después. El protocolo se puede
organizar ficilmente en un calendario tal como
se ilustra en la Tabla 1. Aunque este protocolo se
disen6 para 4 dias de FSH, un protocolo con 5
dias de superestimulacién se puede lograr simple-
mente retrasando la administracién de la segun-
da dosis de PGF y la retirada del dispositivo en un
dia. En general, en esta serie de experimentos,
mas de 95% de los animales ovularon con la pri-
mera administracion de GnRH (con la emergen-
cia esperada de la onda folicular) y la respuesta
superovulatoria y los nimeros de évulos/embrio-
nes y su calidad fueron similares a los obtenidos
cuando la onda folicular fue sincronizada con
estradiol.
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Tabla 1. Calendario de tratamiento para la superovulaciéon en vacas donantes después de una ovulacién inducida
por GnRH. Las donantes reciben un dispositivo con progesteronay una PGF para inducir la formacién de un foliculo
persistente y seguidamente GnRH 7 dias mas tarde (con el dispositivo aun colocado). Treinta y seis horas después de
la GnRH, se inicia la sobreestimulacién con FSH dos veces por dia durante 4 dias, y se administra PGF con las dos
ultimas inyecciones de FSH; el dispositivo con progesterona se retira al momento de administrar la Gltima inyeccién
de FSH. Se induce la ovulacion con GnRH 24 horas después de retirar el dispositivo, las donantes son inseminadas a
tiempo fijo (IATF) 12 y 24 horas mas tarde y se realiza la colecta de ovocitos/embriones 7 dias después de la IA.

Domingo Lunes Martes Miércoles Jueves Viernes Sabado
Colocacion
dispositivo con P4
e inyecciéon de PGF
Inicio tratamiento FSH FSH FSH (AM y PM)
GnRH (AM) con FSH(PM) | (AMyPM) | (AMyPM) |  PGF (PM)
FSH,
Retiro dispositivo | GnRH (AM) 1A (AM)
con P4 e inyeccidn IA (PM)
de PGF (AM)
Recoleccién
de embriones

Avances en relacion al foliculo subor-
dinado

Durante una onda folicular normal, los folicu-
los subordinados regresan debido a la disminu-
cién de las concentraciones de FSH circulantes,
causadas por las secreciones (estradiol e inhibi-
na) de la cohorte y especialmente del foliculo
dominante ©. Los foliculos pequefios requieren
FSH para continuar su crecimiento, y la eviden-
cia sugiere que los foliculos de tamafo tan redu-
cido como de 1 mm de didmetro comenzaran su
crecimiento bajo la influencia de FSH ®. Quizés
todo lo que se requiere para reclutar los foliculos
para la superestimulacién es hacer que estos foli-
culos muy pequefios crezcan a un didmetro de 3
6 4 mm, momento en el cual se puede iniciar el
protocolo de tratamiento superestimulatorio
comin de 4 6 5 dias. Si se supone una tasa de
crecimiento de 1 a 2 mm por dia, esto deberfa lle-
var de 2 a 3 dias, es decir, afiadir 2 a 3 dfas al pro-
tocolo de tratamiento de superestimulacion.
Como la FSH exdgena reemplaza los niveles
endbgenos deprimidos por los productos de
secrecion del foliculo dominante, planteamos la
hipétesis de que la presencia de un foliculo domi-
nante no tendria ningtn efecto sobre la respues-
ta a la superovulacion.

Por tanto, utilizando con éxito este abordaje,
superestimulamos donantes en etapas al azar del
ciclo estral, sin tener en cuenta la presencia de
un foliculo dominante "". Se administraron

pequenas dosis de FSH dos veces al dfa durante
2 dias y después se inici6 el protocolo de trata-
miento con FSH normal sin un aumento de la
cantidad total de FSH administrada. Como una
alternativa, los 2 dfas de pre-tratamiento con
FSH podian ser reemplazados por una sola inyec-
cién de eCG. En un estudio, la administracién de
500 Ul de eCG 2 dias antes de iniciar tratamien-
tos con FSH tendi6 a aumentar la respuesta a la
superovulacién en donantes de razas carniceras
@, En donantes de razas para carne que previa-
mente habian producido un ndmero de embrio-
nes no satisfactorios, el tratamiento previo con
500 Ul de eCG produjo un aumento en el ntime-
ro de embriones logrados en comparacién con los
obtenidos sin eCG "". Se plante¢ la hipdtesis de
que la eCG recluté foliculos adicionales en la
onda antes de iniciar los tratamientos de FSH.
Mais recientemente, se investigd el efecto de
prolongar el protocolo de tratamiento superesti-
mulatorio tradicional de 4 dfas a 7 dias con el fin
de reclutar mas foliculos en la onda ™. Alargar el
protocolo de tratamiento de FSH a 7 dias, sin
aumentar la cantidad total de FSH administrada,
aumenté el ntimero de ovulaciones y la sincronia
de las ovulaciones, y tendié a aumentar el nime-
ro medio total de évulos/embriones, dvulos ferti-
lizados y embriones transferibles. En otras pala-
bras, el protocolo de tratamiento superestimulatorio
prolongado resulté en que mds foliculos llegaran a un
tamanio ovulatorio y adquirieran la capacidad de
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ovular con un mayor niimero de ovulaciones, y sin
disminucion de la calidad de los ovocitos/embriones.
Se concluy6 que los protocolos de tratamiento
prolongados con FSH pueden ser una estrategia
eficaz para reclutar pequefios foliculos en la
cohorte folicular disponible para superestimula-
cioén, al proporcionar el tiempo adicional necesa-
rio para que estos foliculos lleguen a un tamafio
ovulatorio y adquieran la capacidad de ovular.
Ademas, estos resultados sugieren que los proto-
colos de tratamiento superestimulatorio tradicio-
nales de 4 dias pueden no proporcionar un tiem-
po adecuado para que todos los foliculos dentro
de la cohorte adquieran la capacidad de ovular.
Esto requiere mas estudio.

Reduccion del namero de tratamien-
tos con FSH en un protocolo de
superestimulacion

Debido a que la vida media de la FSH hipofi-
saria en la vaca es de 5 horas ", los protocolos
tradicionales de tratamiento superestimulatorio
consisten en aplicar dos inyecciones diarias de
FSH hipofisiaria, durante 4 6 5 dias ®’. Esto
requiere atencion frecuente por parte del perso-
nal del establecimiento y aumenta la probabili-
dad de errores debido a la falta de cumplimiento.
Ademais, los tratamientos dos veces al dia pueden
causar un estrés no deseado en las vacas donan-
tes con una disminucién de la respuesta supero-
vulatoria, y/o alteracién del pico preovulatorio de
LH ©°. Por lo tanto, cabe esperar que los proto-
colos simplificados reduzcan la manipulacién de
las donantes y mejoren su respuesta, sobre todo
en animales menos ddciles.

Hace més de 15 afios, se informé que una sola
administracion subcutdnea de FSH en vacas de razas
para carne con alta condicién corporal (> 3 de 5)
daba lugar a una respuesta superovulatoria equi-
valente al protocolo de tratamiento tradicional
durante 4 dias ©. Sin embargo, los resultados no
eran repetibles en vacas Holando, que tenfan
menos tejido adiposo "”. En un estudio posterior
en vacas Holando, la inyeccién tnica se dividi6
en dos dosis, con el 75% de la dosis de FSH admi-
nistrada por via subcutdnea en el primer dia de
tratamiento y el 25% restante administrada 48
horas después, cuando se administra normalmen-
te PGF ®°. Aunque se mejord la respuesta supe-
rovulatoria, los resultados numéricos fueron

menores que con el protocolo de inyecciones dos
veces al dia.

Una alternativa para inducir una respuesta
superovulatoria repetible con una tnica inyec-
cién de FSH serfa combinar el extracto de hipé-
fisis con agentes que causan la liberacién lenta de
la hormona durante varios dias. Estos agentes se
conocen comtinmente como polimeros, son bio-
degradables y no reactivos en los tejidos, lo que
facilita su uso en animales . Recientemente
hemos completado una serie de experimentos en
los que la FSH diluida en una solucién de dcido
hialurénico al 2%. Se administré como una tnica
inyeccién intramuscular, para evitar los efectos
de la condicién corporal. En general, el protoco-
lo de inyeccién tnica dio como resultado un
nimero similar de évulos/embriones que el pro-
tocolo tradicional de FSH dos veces al dia ®?. Sin
embargo, hyaluronan al 2% es muy viscoso y difi-
cil de mezclar con FSH, especialmente en el
campo. Especulamos que, aunque las preparacio-
nes mas diluidas de 4cido hialurénico fueran
menos eficaces que una Gnica inyeccidn, su uso
podria mejorarse al dividirlas en dos inyecciones
con 48 horas de diferencia, como habiamos mos-
trado previamente con inyecciones subcuténeas
de FSH. El protocolo dividido de tratamiento
intramuscular consistié en diluir FSH en polvo
liofilizado con 10 ml de una solucién de 4cido
hialurénico y administrar dos tercios de la dosis
total de FSH en el primer dia, seguido de una
segunda inyeccién con el tercio restante de la
dosis total de FSH 48 horas méas tarde, momento
en que normalmente se administra PGE

Se disenié un experimento para comparar la
eficacia del protocolo de inyeccién intramuscular
dividida de FSH en dos concentraciones diferen-
tes de 4cido hialurénico, 1% y 0,5%, con el pro-
tocolo de inyeccién intramuscular dos veces al
dia durante 4 dias en el ganado vacuno ®’. En
general, el nimero de embriones transferibles no
difiri6 entre los grupos de tratamiento (control:
4,0 = 0,8; 1% hyaluronan: 5,0 = 0,9; 0,5% hya-
luronan: 6,1+1,3). Se interpreté que los datos
sugieren que, en el ganado vacuno, la divisién de
la dosis de FSH, ya sea en 4cido hialurénico en
dos inyecciones intramusculares con 48 horas de
separacion, o con el protocolo de inyeccién intra-
muscular tradicional dos veces al dia, darfan
lugar a una respuesta comparable en cuanto a la
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superovulacién. Por otra parte, las soluciones
menos concentradas de &cido hialurénico no
eran dificiles de mezclar con FSH, incluso bajo
condiciones de campo.

Resumen y conclusiones

El uso de protocolos que controlan el desarro-
llo folicular y la ovulacién tiene la ventaja de per-
mitir la aplicacién de técnicas de reproduccion
asistida sin la necesidad de detectar celo. Estos
tratamientos han demostrado ser practicos y faci-
les de realizar por el personal de los estableci-
mientos. En los esquemas de superovulacion, el
estradiol es muy eficaz en la sincronizacién de la
emergencia de la onda folicular, pero no est4 dis-
ponible en muchos paises. Aunque la administra-
cién de GnRH para sincronizar la emergencia de
la onda folicular produce resultados variables, la
pre-sincronizacién con un dispositivo que libera
progesterona ha demostrado que mejora la res-
puesta a la GnRH, permitiendo superestimula-
cién durante la primera onda folicular después de
la ovulacién, con resultados que no difieren de
los obtenidos con la utilizacién de estradiol.
Protocolos alargados de tratamiento de superesti-
mulacién parecen tener como consecuencia el
reclutamiento de foliculos adicionales en la onda
y permiten que transcurra el tiempo necesario
para que estos foliculos adquieran la capacidad
de ovular. Por otra parte, los protocolos de trata-
miento de 4 dias no otorgan suficiente tiempo para
que todos los foliculos desarrollen la capacidad de
ovular. Por dltimo, con el uso de una formulacién
de liberacién lenta con 4cido hialurénico se ha
demostrado que es posible inducir una respuesta
superovulatoria repetible después de dos inyeccio-
nes intramusculares de FSH, sin afectar negativa-
mente el niimero de embriones transferibles.
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