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RESUMEN

Se comparé €l efecto de dos protocol os de superovulacion (sincronizacién de la onda folicular SOF y el celo natu-
ral CN) en la calidad de embriones obtenidos de vacas Holstein. Se seleccionaron 20 vacas Holstein como donantes
con una condicion corporal de 2,75 a 3,5; edades entre 40 y 60 meses; ciclos normales y que no presentaran proble-
mas reproductivos. Las vacas fueron aleatoriamente asignadas al tratamiento SOF (n=10) y a tratamiento CN
(n=10). El grupo SOF se sincronizé con dispositivo intravaginal de progesterona mas benzoato de estradiol en €l
dia0y FSH en dosis decrecientes durante 4 dias, 2 veces al diaa partir del dia4. En el dia6 seretiré el implantey se
aplico prostaglandina. En el dia 8 seinsemind alas 6 amy 6 pm. Al grupo CN se aplico la FSH dos veces a dia du-
rante 4 dias en dosis decreciente a partir del dia 10. En €l dia 12 se aplico prostaglandinay se inseminé el dia 14 alas
6 amy 6 pm. En los dos grupos se recuperaron los embriones en forma no quirlrgica, 7 dias después de la primera
inseminacion artificial. Los resultados en embriones transferibles fueron 5,7 + 0,76 y 2,8 + 0,31 (P < 0,05) para SOF
y CN, respectivamente. Se concluye que el protocolo de SOF produce mayor cantidad de embriones transferibles
(calidad 1y 2) que el protocolo CN.
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Superovulation with Synchronization of Follicle Wave and Natur ally-Induced Estrusin Holstein
Cows
ABSTRACT

The objective was to evaluate the effect of superovulation (SOV) with synchronization of ovarian follicular wave
(SOFW) and natural estrus (NE) on the quality of embryos obtained in Holstein cows. 20 Holstein cows were select-
ed as donors with a body condition score: 2.75 to 3.5; aged between 40 and 60 months; normal cycles; and who have
not submitted reproductive problems. The cows were randomly assigned to treatment SOFW (n = 10) and NE (n =
10) treatment. The SOFW group was synchronized with intravaginal progesterone device plus estradiol benzoate at
day 0 and FSH in decreasing doses for 4 days, 2 times a day from day 4; at day 6 the implant was removed and ap-
plied prostaglandin; on day 8, they were inseminated to 6:00 am. and 6 pm. At NE group, FSH was applied twice
daily for 4 days in decreasing doses from day 10; prostaglandin on day 12 was applied and inseminated on day 14 at
6 am and 6 pm. In both groups embryos non-surgically seven days after the first | A recovered. The results obtained
in transferable embryos were 5.7 + 0.76 and 2.8 + 0.31 (P < 0.05) SOF and CN, respectively. It is concluded that the
protocol SOFW produces more transferable embryos (grade 1 and 2) that the protocol NE.
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INTRODUCCION

Comprender € funcionamiento de la dindmica folicular asi como sus procesos de autorregulacion son
las bases de |as nuevas aternativas de control del ciclo estral en las vacas. La generacién de nuevos cono-
cimientos sobre la dindmica folicular en el ovario bovino obliga a reformular 1os métodos tradicionales de
control de celos, o que ha generado nuevas propuestas de induccién y sincronizacion de celo y también de
ovulacion.

Para la produccion de embriones se han desarrollado esguemas de superovulacion (SOV) en vacas do-
nantes: con e celo natural (CN) o por la sincronizacién de ondas foliculares (SOF) (Stringfellow y Seidel,
2000; Baruselli et al., 2006; B6, Tribulo y Mapletoft, 2011).

La superovulacion incluye el manejo de procesos endocrinos en €l ciclo estral hasta la ovulacion de los
foliculos que se han desarrollado en respuesta d tratamiento hormonal, potenciando las oleadas de creci-
miento folicular para producir ovocitos fértiles que son fecundados y siete dias después |os embriones son
recuperados y clasificados de acuerdo a su estadio y calidad, seguin lo establecido por la Sociedad Interna-
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ciona de Transferencia de Embriones (IETS) (B6, Chestay Nasser; 2005; Belacuba, 2007; Amaya, 2010;
Lucay Castrillon, 2011).

El objetivo del trabajo fue comparar €l efecto de dos protocol os de superovulacion (sincronizacién de la
ondafolicular SOF y el celo natural CN) en lacalidad de embriones obtenidos de vacas Holstein.

MATERIALESY METODOS

Lainvestigacion serealizé en la provinciadel Azuay, canton Cuenca, en las parroquias Tarqui, Cumbe'y
Victoriadel Portete, situadas a 20; 18 y 8 km de la ciudad de Cuenca, respectivamente.

Se seleccionaron 20 vacas Holstein y se formaron en 2 grupos de 10 animales, de acuerdo alos siguien-
tes parametros: condicion corpora (en €l rango de 2,75 a 3,5); entre 40 y 60 meses de edad; ciclos estrales
normales; con un minimo de 60 dias abiertos y sin problemas reproductivos, seglin previa evaluacion gi-
necoldgicay ecografica.

Se aplicaron los siguientes protocol os:

Grupo SOF (n=10):

- Dia0: implante intravagina (1V) de 1,38 g de progesterona (P4; CIDR®, Zoetis, México), 2 mg
de benzoato de estradiol (BE; Gonadiol®, Syntex, Argentina) IM; y 100 mg de P4 (Gestavec®
Vecol SA, Colombia) IM.

- Dia4: 40 mg de Folltropin® (Bioniche, Canadd) IM dos veces a dia (6 amy 6 pm).

- Dia5: 30 mg de FSH-p/IM dos veces a dia (6 amy 6 pm).

- Dia6: 20 mg de FSH-p y 0,5 mg de D-cloprostenol (Estrumate® Intervet Schering-Plough, NJ,
USA) IM dosveces a dia(6 amy 6 pm); seretiré e IV alas 6 pm.

- Dia7: 10 mg de FSH-p/IM dos veces a dia (6 amy 6 pm).

- Dia8: inseminacién artificial (IA) alas 6 amy 6 pm, Gonadorelina (GnRH; Fertagyl®, Intervet
Schering-Plough, NJ, USA) 500 ug/IM alas 6 am.

Grupo CN (n=10):

- Dia0: celo natural.

- Dia10: observacion de cuerpo liteo y ausencia de foliculo dominante mediante ecografia
transrectal y 40 mg de FSH-p/IM dos veces a dia (6 amy 6 pm).

- Dia11: 30 mg de FSH-p/IM dos veces a dia (6 amy 6 pm).

- Dia12: 20 mg de FSH-p y 150 ug de D-cloprostenol/IM dos veces a dia (6 amy 6 pm).

- Dia13: 10 mg de FSH-p/IM dos veces a dia (6 amy 6 pm).

- Dial4: 1A alas6 amy 6 pm, GnRH 500 ug/IM alas 6 am.

En Ios dos grupos, siete dias después de la primera | A se procedio ala colecta no quirdrgica de embrio-
nes utilizando solucién buffer salina (PBS).

En el laboratorio con un estereoscopio de luz diascopica se buscaron los embriones y se aislaron en un
medio de mantenimiento Holding (Vigro™, Bioniche, Pullman, WA, USA) se procedi6 alavaloracion de
la calidad de acuerdo a los parametros de clasificacion de embriones de la |.E.T.S (2000). Las variables
estudiadas fueron: total de estructuras recuperadas (ovocitos y embriones), embriones transferibles (em-
briones calidad 1y 2) y estructuras no transferibles (embriones calidad 3, embriones degenerados y ovoci-
tos sin fecundar). Se estimaron los estadigrafos bésicos y se aplico la Prueba t de Student para muestras
independientes y se consideré e valor de P < 0,05 estadisticamente significativo.

RESULTADOSY DISCUSION

Los protocolos actuales que incluyen estrégenos (E2) y P4 que controlan la emergencia de la onda foli-
cular (B6, Tribulo y Mapletoft, 2011) y el momento de la ovulacion (Baruselli et al., 2006) han permitido
el desarrollo de tratamientos de superovulacion (SOV) en grupos de vacas donantes, sea cual fuere la eta-
pa del ciclo estral en la que se encuentren. En esta investigacion a comparar € tratamiento de SOV en €
gue se considera e CN y la SOF en cuanto al total de estructuras recuperadas los resultados fueron
6,5+ 2,02y 8,7 + 1,86, respectivamente, con una P > 0,05 (ver tabla) corroborando el estudio de Bo et al.
(1996) donde no se encontraron diferencias en la cantidad de ovocitos y embriones recuperados al compa-
rar un tratamiento superovulatorio con progesterona + 17 beta estradiol para sincronizar la onda con €
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grupo control que tomaba como referencia el celo de la vaca. Similares resultados encontraron Goulding
et al. (1990) al obtener 8,5+ 0,9 ovocitosy embriones en la SOV einiciaron €l tratamiento con FSH en e
dia 10 del ciclo estral.

Tabla. Resultados obtenidos de los embriones con lostratamientos SOF y CN

Estructuras Grupo SOF Grupo CN Valor P
(n=10) (n=10)

Recuperadas (ovocitos y embriones) 8,7+ 1,86 6,5+ 2,02 NS

Embriones transferibles 5,7+0,76 2,8+0,31 P < 0,05

(Calidad 1y 2)

No transferibles 3,0+0,86 3,67+145 NS

(Calidad 3, degenerados y ovocitos sin fecun-

dar)

NS indican diferenciano significativa (P > 0,05)
SOF: sincronizacién de laonda folicular
CN: celo natural

Varios estudios (Bo et al., 1995; Mapletoft, Bennett Steward y Adams, 2002) coinciden que parainiciar
un tratamiento superovulatorio es necesario que no exista un foliculo dominante; esto se logra con € uso
de E2 + P4 para sincronizar la ondafolicular o iniciando €l tratamiento con FSH-P entre el dia10y € 12
del ciclo; en los dos casos se consiguen foliculos en emergencia con respuesta superovul atoria semejante y
se obtiene una cantidad similar de ovocitos y embriones recuperados, con una dosis adecuada de gonado-
trofina.

En cuanto ala calidad de embriones, existe diferencia significativa entre las estructuras transferibles ob-
tenidas por SOF que cuando se aplica un tratamiento de SOV, tomando como referenciael CN 5,7 + 0,76
y 2,8 + 0,31 (P < 0,05), respectivamente (ver tabla). Estos resultados se gjustan alos parametros de la So-
ciedad Internacional de Transferencia de Embriones (IETS, 2000) a indicar que de |as estructuras recupe-
radas deben ser transferibles entre 40 y 50 %. La P4 exdgena aplicada en e tratamiento SOF garantizaria
la produccidn de estructuras transferibles, pues se conoce que la P4 interviene en la calidad de los ovoci-
tos. Salhab et al. (2011) afirman que la P4 tiene un efecto importante sobre la calidad de los ovocitos de-
bido a que disminuye la frecuencia de apoptosis de las células del cumulus durante la maduracion (Aller
et al., 2015).

Riveraet al. (2011) en vacas lecheras describieron que existe una relacion positiva entre los niveles atos
de P4 sanguinea durante e crecimiento folicular y la calidad de los embriones; sin embargo, otros autores
como Fair y Lonergan (2012) indican que este efecto no esta confirmado, pero podria estar relacionado a
la disminucién de la exposicién de los ovocitos a la LH, lo que evita su prematura maduracion (Cerri
et al., 2011). Lasincronizacion de laondafolicular necesita el aporte de la GnRH para permitir el desarro-
[lo de una oleada de foliculos por accion de la FSH que junto ala P4 permiten la maduracién de los ovoci-
tosy que por aumento en la frecuencia de los pulsos de LH permiten su ovulacion.

En cuanto alas estructuras no transferibles | os resultados obtenidos fueron 3,0 + 0,86 y 3,67 + 1,45 para
SOF y CN, respectivamente (ver tabla). Jiménez (2009) expresa que existen factores externos que afectan
la respuesta superovulatoria: especie, raza, edad, estado fisiolégico, fertilidad, caracteristicas de las ondas
foliculares, individualidad, entre otras; |0 que determinaria que independientemente del tratamiento su-
perovulatorio que se haga siempre se obtienen estructuras no transferibles.

CONCLUSIONES

El tratamiento superovulatorio con SOF produce mayor cantidad de embriones transferibles comparado
con el tratamiento de CN, el protocolo SOF presenta la ventgja de que permite un mejor mangjo de la
oleada folicular por la ablacion del foliculo dominante; admite sincronizar € inicio de la onda folicular;
ademas, con la P4 exdgena se abtiene una mejor calidad de ovocitos y la adicion de GhnRH a momento de
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lainseminacion proporciona una sincronia en la ovulacion lo que produjo unamayor calidad y cantidad de
embriones transferibles.
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