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RESUMEN

La aplicacion de hormonas convencionales FSH-p en protocolos simplificados para la
superestimulacion (SOV) ovarica en ganado bovino ha sido limitada. No existen reportes del
uso de FSH eficiente en protocolos simplificados para la SOV. Por tanto, el objetivo del
presente estudio fue evaluar los efectos de la aplicacion de FSH recombinante bovina de cadena
simple (FSH-rcs / bscrFSH) en protocolos de superestimulacion ovarica sobre la produccion
de embriones in vivo en ganado Bos taurus. En el estudio se incluyeron 14 vacas multiparas de
la raza Holstein friesian sanas (Bos taurus taurus), (dia ~90 después del parto, peso corporal:
650 + 50 kg; edad 6 £ 0,5 afios, puntuacion de condicion corporal: 3,5 = 0,5), mantenidos en
las mismas condiciones de manejo. Los individuos (vacas) fueron distribuidos aleatoriamente
en dos grupos experimentales: grupo control (FSH-rcs dosis normal): hormona foliculo
estimulante recombinante bovina; n = 7) y grupo de tratamiento (FSH-rcs dosis reducida:
hormona foliculo estimulante recombinante bovina; n = 7). En el grupo control FSH-rcs dosis
normal, se aplico un protocolo convencional (una dosis dia /decreciente/4 dias) y, en el grupo
de FSH-rcs dosis reducida, un protocolo convencional modificado (2 inyecciones Unicas a
intervalo de 48 h entre inyecciones/dosis decreciente). Las dosis totales se calcularon segun la
dosis total recomendada (dosis total 240 ug) (Looney et al., 1988). Para la produccion de
embriones in vivo, el procedimiento convencional de superovulacién, la inseminacion y los
métodos de recoleccién de embriones descritos por Gutiérrez-Reinoso et al., 2022). Las
colectas de embriones se realizaron en los 13, 15y 17 del protocolo. Mediante ultrasonografia
transrectal (transductor lineal de 5 MHz, AloKa SSD500, Japdn) se evalud las estructuras
ovaricas los dias 0, 4, 8, 13, 15 y 17. El analisis de concentracion hormonal de estradiol-E2,
FSH, LH y progesterona-P4 se realiz6 mediante ELISA. La clasificacion morfoldgica de



embriones fue acorde a la IETS (B0 and Mapletoft, 2013). En la estadistica se uso el paquete
de software SPSS ® v.25 (SPSS Statistics para Windows, v. 25.0: IBM Corp., Chicago, IL,
EE. UU.). Se aplico la prueba t pareada, ANOVA unidireccional y prueba de Tukey. Para el
analisis hormonal se us6é medidas repetidas en el modelo general lineal y Shapiro-Wilk y
Levene. Para comparar las medias de grupos la prueba t de Student, y la prueba de correccion
post-hoc de Bonferroni para comparaciones multiples. La significacion estadistica se establecio
en p < 0,05. Se observo diferencia estadistica p < 0,05 en la respuesta superovulatoria
presentando mayor significancia el ODLy OIL a dosis normal en el dia 8 y OIL dia 13, y ODL
en el dia 15 del protocolo. EI NFTOTAL fue mayor en el dia 8 a dosis normal, con mayor
numero en el OD. El nimero de cuerpos luteos fue mayor en el dia 15 a dosis normal. El total
de estructuras recuperadas y embriones transferibles (viables) fue mayor a dosis normal en el
dia 15, el nimero de Gvulos no fecundados fue mayor en el dia 17 a dosis reducida y el nimero
de foliculos no ovulados. Los niveles plasmaticos hormonales presentaron diferencias
estadisticas p < 0,05 durante los dias 4, 7,8, 13, 14, 15 y 17. Presentando mayor concentracion
de E2 el dia 8 a dosis normal, la FSH el dia 4 a dosis reducida, la LH el dia 8 a dosis reducida
y la P4 el dia 17 a dosis reducida. En conclusién, la incorporacién de FSH-recombinante en
protocolos SOV seria una alternativa importante para reducir el nimero de aplicaciones y
ofrecer una mejor respuesta SOV en ganado bovino, junto con la produccion eficiente de
embriones viables para transferencia en fresco o para criopreservar. Por tanto, segun los
resultados obtenidos, la administracion de 4 dosis a intervalos de 12 horas y la aplicacion de 2
dosis Unicas a intervalo de 48 h ofrece una alternativa nueva, segura y eficiente frente a la FSH-
p convencional.

Palabras Clave: protocolos FSH-rcs, bovinos, superovulacion, embriones.
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INTRODUCCION
Justificacion

En el bovino las tecnologias de reproduccion asistida (TRA) mantienen un crecimiento
importante en el continente americano respecto al resto de continentes (Moore & Hasler, 2017).
La Sociedad internacional de Transferencia Embrionaria (IETS) cada afio publica datos
estadisticos sobre la actividad de TRA en el mundo (J. H. Viana, 2019). Durante el 2019 se
produjeron a nivel global mas de un millon de embriones (J. H. Viana, 2019). Sin embargo, el
freno méas importante de esta tecnologia ha sido la escasa mejora en la respuesta
superestimulatoria / superovulatoria de las donantes seleccionadas; ya que durante 30 afios
apenas se ha conseguido reducir, por un lado, la gran variabilidad en dicha respuesta
superovulatoria y la produccion de embriones viables tras cada tratamiento (Moore & Hasler,
2017), obteniendo un promedio global de 4,5 embriones transferibles por hembra donante (algo
mas en vacas de carne que en las de leche) (Gabriel A. B6 & Mapletoft, 2014). Esto se puede
parcialmente explicar por la variabilidad que se observa en la respuesta del desarrollo folicular
a los tratamientos hormonales estandares, principalmente por variaciones individuales en las
poblaciones foliculares dependientes de gonadotrofinas al momento del inicio del tratamiento,
por la dinamica folicular misma y su control, y por las caracteristicas del tratamiento de

estimulacién hormona, entre otros (Mikkola et al., 2019).

Pese a existir un avance vertiginoso en los ultimos afios en la aplicacion de TRA
(multiovulacion y transferencia de embriones -MOET) en el bovino, aun existen varios factores
que afectan la respuesta superovulatoria, entre estos factores estan aquellos intrinsecos
asociados a la variabilidad individual de cada donante y extrinsecos asociados al origen de la
hormona para superestimular. Varias investigaciones han descrito el uso y estandarizacién de
protocolos para superovular. Sin embargo, aun es una limitante el uso de hormona foliculo
estimulante (FSH) y hormona luteinizante (LH) de origen animal, presentando concentraciones
hormonales variabilidad entre lotes producidos (Mikkola et al., 2019).
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Estos factores que generan esta variabilidad a dia de hoy aln estan vigentes en los protocolos
convencionales de superestimulacion, y consecuentemente el nimero de embriones viables
para transferencia o congelamiento aun no llegan a superar en nimero de 4,5 / vaca-vacona /
colecta (Erdem et al., 2020).

La aplicacion de FSH recombinante bovina de cadena simple (FSH-rcs) para la
superestimulacion ovérica en ganado bovino ha sido utilizada experimentalmente. Se han
realizado ensayos con algunas razas de bovinos europeos (Bos taurus) utilizando la FSH-rcs,
sin embargo, no hay reportes de trabajos de la aplicacion en protocolos de superestimulacion
ovarica utilizando 2 aplicaciones de FSH-rcs en ganado bovino Bos taurus y sus efectos en la
produccién de embriones in vivo. Por lo tanto, el objetivo de la presente investigacion fue
estudiar los efectos de la aplicacion de FSH recombinante bovina de cadena simple (FSH-rcs)
mediante la administracién de dos protocolos de superestimulacion ovérica sobre la produccion
de embriones in vivo en ganado Bos taurus. Para lo cual se ha propuesto un disefio
experimental basado en la aplicacion de dos diferentes protocolos de estimulacidn ovérica y su
efecto en la respuesta superovulatoria y produccion de embriones en la raza raza bovina
Taurina — Hosltein Friesian en ambiente de altitud elevada. Estas diferencias en la produccion
de embriones in vivo (cantidad y calidad) en la raza estudiada y los protocolos de
superestimulacion ovarica utilizados podran ser utilizadas en el futuro como base de aplicacion
de nuevos protocolos mas efectivos orientados a la mejora de produccién de embriones in vivo

en las diferentes razas bovinas y de diferente aptitud, leche, carne o de doble proposito.

16



CAPITULO |
1. MARCO TEORICO
1.1. DINAMICA FOLICULAR BOVINOS: CICLO ESTRAL BOVINO

El estudio de la dindmica folicular en los Gltimos afios se ha centrado en el desarrollo folicular

temprano, mas especificamente en las etapas primordial a prenatal (Aerts & Bols, 2010).

Los ovarios en los mamiferos, contienen una gran reserva de foliculos primordiales que no
crecen. Un foliculo primordial es un évulo u ovocito inmaduro e inactivo, rodeado por una sola
capa de células aplanadas denominada pre-granulosa. En la mayoria de las especies animales
domesticadas la reserva de foliculos primordiales se desarrolla durante la vida fetal (Aerts &
Bols, 2010). La transicion de foliculos que no crecen a foliculos en crecimiento es gradual, que
inicia después de la formacion de los foliculos primordiales y continda durante toda la vida
reproductiva (Fortune, 2003). 'Iniciacién’ del crecimiento o ‘activacién' de foliculos
primordiales es la transicion de foliculo primordial a primario. Esto va acompafiado de
proliferacion y diferenciacion de las células de la granulosa: en el foliculo primario. Las células
de la granulosa tienen forma cubica en lugar de aplanadas y aumenta el nimero de células de
la granulosa (Aerts & Bols, 2010). En las siguientes etapas de crecimiento el ovocito adquiere
volumen expansion y se desarrolla una zona pelucida entre las células de la granulosa y
ovocitos (Van Wezel & Rodgers, 1996). La mayoria de los foliculos activados evolucionan
hacia el etapa antral, caracterizada por la formacion de una cavidad o "antro", después de lo
cual la mayoria de los foliculos activados regresan y perecer por muerte celular programada
(apoptosis), a menos que la presencia de niveles suficientemente altos de la hormona foliculo
estimulante (FSH) cambia su destino y los incluye en una onda de crecimiento folicular. Se
sabe poco sobre el desencadenante responsable de la activacion de foliculos detenidos en el
crecimiento (Oktem & Oktay, 2008) (Aerts & Bols, 2010). . El conocimiento de los
mecanismos implicados en la regulacion de las poblaciones foliculares tempranas podria
mejorar la eficiencia reproductiva de los animales domésticos y contribuir a la preservacion de

especies animales en peligro critico de extincion (Cecconi, 2002) (Aerts & Bols, 2010).
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1.2. CICLO ESTRAL EN BOVINOS

El rendimiento reproductivo de las vacas lecheras lactantes ha ido disminuyendo en todo el
mundo durante las Gltimas décadas (Miura, 2018) .La disminucién de la fertilidad se ha
atribuido a diversos factores, como deteccion de estro, alojamiento, tamafio del hato, manejo
nutricional, estados metabdlicos y de enfermedad (L6pez-Gatius, 2012) (Shahinfar et al.,
2014). Para mejorar la tasa de prefiez, se han incorporado programas de sincronizacion estral
en el manejo reproductivo en la industria del ganado lechero y de carne (Gabriel A. Bé et al.,
2016). Sin embargo, la comprension profunda de la fisiologia ovarica en vacas lecheras de alta

produccion es determinante sobre el manejo de la fertilidad (Miura, 2018).

En el ganado bovino, el desarrollo sincrénico de un grupo de 8 a 41 foliculos pequefios se
observa de 2 a 3 veces durante un ciclo estral, y estos grupos que desarrollan el desarrollo de
foliculos se denominan onda folicular (Burns et al., 2005). El foliculo méas grande que continta
creciendo durante la onda folicular se define como foliculo dominante (FD), mientras que los
otros foliculos subordinados entran en atresia (Ginther et al., 1996) (Miura, 2018). La primera
onda folicular emerge poco después de la ovulacién (dia de ovulacion = dia 0) y la primera
onda FD crece entre 8 y 11 dias del ciclo estral; sin embargo, el FD de primera onda se
convierte en un foliculo no ovulatorio porque se desarrolla durante la primera mitad del ciclo
estral simultdneamente con el cuerpo luteo (CL) (Ginther et al., 1989) (Miura, 2018). En los
ciclos estrales con un patrén de onda folicular de dos ondas, la segunda onda emerge entre los
dias 9 y 11 del ciclo estral y el FD de la segunda onda se convierte en un foliculo ovulatorio
(Adams et al., 2008). Por otro lado, con un patrén de ondas foliculares de tres ondas, la
segunda onda emerge entre los 8 y 9 dias del ciclo estral, la tercera onda emerge entre los 15
y 16 dias del ciclo estral y la tercera onda DF se convierte en un foliculo ovulatorio (Adams
et al., 2008). Aungue el momento de la lutedlisis (dos ondas frente a tres ondas: 16 dias frente
a 19 dias) y la duracion del ciclo estral (dos ondas frente a tres ondas: 19 a 20 dias frente a 22
a 23 dias) difieren entre los patrones de dos y tres ondas (Adams et al., 2008) (Miura, 2018),
la primera onda folicular emerge poco después del estro y se convierte en un foliculo no

ovulatorio tanto en los patrones de dos como de tres ondas (Miura, 2018).

En cuanto a las caracteristicas del desarrollo del FD y los mecanismos de seleccion del DF
durante la onda folicular, la primera onda del FD ha sido bien estudiada (Badingaetal., 1992)
(Sartori et al., 2001).
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La concentracion de 17p-estradiol (E2) en el liquido folicular y la produccion de
androstenediona (A 4) y progesterona (P4) por células cultivadas de la teca fueron mayores en
la primeraola FD que en lasegunda ola. FD (Wolfenson et al., 1999) (Miura, 2018), la primera
onda DF sintetiza E 2 (Badinga et al., 1992) (Sartori et al., 2001), y la concentracion
plasmatica de E 2 aumenta durante la etapa temprana (4 a 5 dias) del ciclo estral (Savio et al.,
1993) (Miura, 2018).

La hormona luteinizante (LH) es necesaria para el desarrollo del DF (Ginther et al., 2001).
Una mayor frecuencia de pulso de LH se ha observado en ganado con una concentracion basal
de P4 (Bergfeld et al., 1996) (Miura, 2018). Debido a que la concentracion plasmatica de P4 es
menor durante los dias 0 a 6 en la primera onda que en la segunda onda (Miura et al., 2014),
la frecuencia del pulso de LH puede haber sido mayor en la primera onda que en la segunda
onda durante el desarrollo del FD, y esta condicion endocrina puede conducir a un mayor
tamafo del FD en la primera ola en relacion con el de la segunda ola. La hormona luteinizante
induce la expresion genética de LH en las células de la granulosa del ganado (Luo et al.,
2011). La frecuencia del pulso de LH puede ser mayor en la primera onda que en la segunda
onda durante el desarrollo del DF debido a una menor concentracion de P 4 (Miura et al.,
2014). Una frecuencia de pulso de LH mas alta podria conducir a una mayor expresion de
ARNmM de LHr.

La progesterona se sintetiza en las células luteas mediante varias enzimas esteroidogénicas
como StAR, P450-scc y 33-HSD (Diaz et al., 2002). EI ARNm de StAR, P450-scc y 35-HSD en
las células de la granulosa fue mayor en el DF de la primera onda que en el DF de la segunda
onda; por lo tanto, se esperaba que la capacidad esteroidogénica de las células luteas fuera
mayor en el CL de la primera onda que en el CL de la segunda onda. Ademas, el tamafio del

CL de la primera ola fue mayor que el del CL de la segunda ola.
1.3.  SISTEMAS DE PRODUCCION DE EMBRIONES

Entre las tecnologias de reproduccion asistida (TRA) se incluyen varios factores tecnoldgicos
y bioldgicos especificos de baja y de alta complejidad. Entre ellos los maés difundidos
actualmente después de la inseminacion artificial (IA) son sistemas de produccion de
embriones In vitro (P1V) y los sistemas de produccion de embriones In vivo mediante el uso

de protocolos de superovulacion - SOV (Hormona foliculo dominante - FSH).

El potencial de los ovarios de vacas (Bos taurus) es una fuente abundante de germoplasma

(Silva-Santos et al., 2011) con menos del 0,1% de los foliculos que se aprovechan y que llegan
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a ovular (Silva-Santos et al., 2014). En consecuencia, una de las formas de intensificar el uso
del germoplasma de una hembra valiosa (alto mérito genético) es mediante TRA como la
superovulacién (SOV) para producir embriones in vivo. Pese a que la PIV es una de las
tecnologias mas empleadas en los programas reproductivos en bovinos (Viana, 2022), la SOV
mantiene un sitio importante para la produccion de embriones en los sistemas de produccién
comerciales y de investigacion. Se ha descrito que los embriones In vitro e in vivo presentan
diferencias morfoldgicas importantes como el color del citoplasma (Abe et al., 1999), gotas
de lipidos (Fair et al., 2001), mitocondrias (Noguchi et al., 2020), microvellosidades,
diferencias en la proporcion entre el macizo celular interno MCI/TE (Rizos et al., 2002) y
mayor incidencia de anomalias cromosomicas y expresion génica en los embriones in vitro
respecto a los in vivo (Driver et al., 2012; Duan et al., 2019). Por tanto, la SOV aun sigue
siendo una técnica importante vigente en los programas de mejoramiento genético en las

diferentes razas bovinas.
1.4. PROTOCOLOS DE SUPEROVULACION EN VACAS

Debido al gran potencial de los ovarios de vacas (Bos Taurus y Bos Indicus) estas estructuras
constituyen una fuente abundante de germoplasma. La poblacion de foliculos pre-antrales en
los bovinos varia de 109000 a 89000 (Silvia-Santos & Sedena, 2011). Por tanto, la forma de
aprovechar el germoplasma de una hembra de alto mérito genético es a través de la aplicacion
de Multiovulacion y transferencia de embriones MOET.

1.5.  MULTIOVULACION Y TRANSFERENCIA DE EMBRIONES (MOET)

El componente reproductivo en la industria ganadera bovina es un pilar importante cuyo
objetivo es obtener un ternero por vaca al afio. Sin embargo, a través de la MOET, la eficiencia
reproductiva puede incrementarse exponencialmente. Esta tecnologia reproductiva implica
maltiples ovulaciones y transferencia de embriones producidos in vivo o MOET, permitiendo
acelerar la mejora genética de explotaciones de bovinas. Ademaés, la MOET permite

direccionar el sexo de la descendencia con una eficacia del 90%.

Desde los primeros dias del inicio de la transferencia de embriones en bovinos los protocolos
de Superovulacion (SOV) han mejorado considerablemente. En general esta tecnologia se basa
en la superestimulacién del ovario, mediante el uso de hormonas foliculo estimulantes (FSH)
0 Gonadotrofina Coridnica Equina (eCG) para inducir superovulacion en las hembras donantes,
seleccionadas previamente por su mérito genético. El protocolo de SOV consiste en la

sincronizacion de la ciclicidad, superestimulacién, sincronizacién del estro, ovulacion e IA.
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Los embriones son colectados mediante un lavado uterino utilizando un catéter Foley 7 dias
post inseminacion (Machaty et al., 2012). Los embriones colectados son seleccionados y
clasificados morfol6gicamente de acuerdo con los criterios de la IETS (Stringfellow et al.,
1998; B6 and Mapletoft, 2013) y pueden transferirse a hembras receptoras previamente
sincronizadas o someterse a procesos de conservacion a bajas temperaturas, conocidos como
criopreservacion, para ser transferidos mas tarde en receptoras (vacas o vaquillas) de
embriones que llevaran la gestacion a término.

Los protocolos de superovulacion (SOV) varian ampliamente segin la fuente de FSH, el
diluyente utilizado, el nimero, la frecuencia y el momento de las inyecciones de FSH, asi como
por la utilizacion de varias prostaglandinas, dispositivos internos controlados de liberacion de
progesterona, hormona liberadora de gonadotropinas y otros medios para controlar el
desarrollo folicular y la ovulacion (Mikkola et al., 2019). Varios estudios describen los factores
relacionados con los animales que pueden influir en la eficacia de la superovulacién. Estos
incluyen laraza, la edad, la paridad, la genética, el estado de lactancia, el historial reproductivo
del ganado, la nutricion, el estrés, el clima, el tiempo y el factor semen(Lee et al., 2012).
Actualmente hay pocos reportes de produccién de embriones in vivo utilizando hormonas
recombinantes y por lo general los trabajos han estado relacionados a proyectos de
investigacién no concluyentes. Sin embargo, en trabajos recientes se han reportado escasos
trabajos de evaluacion del uso de FSH recombinante de larga duracion (bscrFSH) para
superovulacién de hembras de fenotipo de carne (Angus Rojo) (Gutiérrez-Reinoso et al., 2022).

1.6. RESPUESTA PROTOCOLOS DE SUPEROVULACION BOVINOS

Los protocolos actuales de tratamiento de superestimulaidn en bovinos estan basados en el uso
de hormonas de origen animal, extractos purificados de hormona foliculo estimulante de
glandula pituitaria de cerdo y de ovino. La vida media bioldgica de la FSH en la vaca ha sido
estimada que dura 5 horas o menos (Laster, 1972) (Gabriel A. Bé & Mapletoft, 2014), por lo
que debe administrarse dos veces al dia para inducir la superovulacion (Looney et al., 1981).
La practica comun en los protocolos convencionales ha sido tratamientos intramusculares con
FSH dos veces al dia durante 4 o 5 dias, con una dosis total de 28 a 50 mg (Armor) de un
extracto crudo de hipdfisis 0 400 mg NIH-FSH-P1 de un extracto de pituitaria parcialmente
purificado (Gabriel A. B6 & Mapletoft, 2020) (Folltropin-V; Bioniche Animal Health Inc.,
Belleville, Ontario, Canada). Cuarenta y ocho o 72 horas después del inicio del tratamiento, se
administra PGF2a para inducir la lutedlisis. El estro ocurre entre 36 y 48 horas y comienzan
las ovulacion (Gabriel A. BO & Mapletoft, 2020) 24 a 36 horas después (Mapletoft & BG,
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2011). Muchos medicos prefieren disminuir los esquemas de dosis de FSH y otros usan
esquemas de dosis constantes. Otros medicos tratan con PGF2 a el tercer dia del protocolo de
tratamiento, y otros prefieren tratar con PGF2a al cuarto dia, y otros no reciben tratamiento con
FSH al dia siguiente de la administracion de PGF2a. Experimentos recientes han indicado que
la tasa de ovulacion puede mejorar en al menos algunas donantes si los tratamientos con FSH
son administrados durante 6 o 7 dias (Garcia Guerra et al., 2012). Independientemente, la
mayoria de los protocolos de superestimulacion han tenido éxito en inducir la superovulacion
en la mayoria de las aplicaciones (Mapletoft & B¢, 2011). Otros especialistas (técnicos en
TRA) incorporan un inserto de progestina en el protocolo que garantiza que las donantes no
entren en estro temprano, especialmente si no es posible confirmar la presencia de un CL antes
de iniciar con los tratamientos con FSH. En todos los casos, las inseminaciones son
normalmente realizado 12 y 24 horas después del inicio del estro en las donantes (Mapletoft et
al., 2002).

El protocolo convencional inicia la superestimulaciéon ovarica durante la mitad del ciclo y se
basé originalmente en informacion anecddtica y experimental en la que una mayor respuesta
superovulatoria se informo6 cuando los tratamientos superestimulados se iniciaron de 8 a 12
dias después del estro (revisado en (Mapletoft & Bd, 2011). Sin embargo, ninguno de estos
primeros estudios evaluaron el estado folicular especifico de los animales cuando se iniciaron
los tratamientos de superestimulacion. Esto era principalmente porque el seguimiento del
desarrollo folicular mediante ultrasonidos en el ganado se realizd, en la mayoria de los casos,

en las primeras etapas de desarrollo y no estaba disponible en muchos laboratorios.

A través de la informacion generada mediante ultrasonografia, ahora se sabe que de 8 a 12 dias
después del estro (equivalente a 7 a 11 dias después de la ovulacion) seria el tiempo aproximado
momento de aparicion de la segunda onda folicular (Ginther et al., 1989), y una cohorte de
foliculos en crecimiento estaria presente alrededor de ese tiempo. Sin embargo, se ha
demostrado que el dia de aparicion de la segunda onda folicular difiere entre las dos ondas de
ciclos y ciclos de tres ondas (1 o 2 dias antes en ciclos de tres ondas), y entre animales
individuales (Ginther et al., 1989). En este sentido, se ha demostrado claramente que la
respuesta de superovulacion se optimizé cuando los tratamientos superestimuladores se
iniciaron en el momento de la aparicion de la onda folicular (Nasser et al., 1993). Iniciar
tratamientos con gonadotropinas desde el dia 1 antes o después de la aparicion de las olas se
redujo significativamente la respuesta superovulatoria en comparacion con el inicio de

tratamientos el dia de la aparicion de la ola (Nasser et al., 1993).
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Segun la duracion de las fases de desarrollo del foliculo dominante en intervalos
interovulatorios de dos y tres ondas, la probabilidad en un momento dado de que el foliculo
dominante no es funcionalmente dominante (fases tardias o regresivas) es aproximadamente el
30% (6 de 20 dias) para animales de dos olas y 35% (8 de 23 dias) para animales de tres ondas.
Asi, sélo aproximadamente el 20% (4 o 5 dias) del ciclo estral esta disponible para iniciar el
tratamiento en el momento de la aparicion de la onda folicular. Por lo tanto, el 80% del ciclo
estral no es propicio para una Optima respuesta superovulatoria. La necesidad de esperar hasta
la mitad del ciclo para iniciar el tratamiento superestimulador también implica un seguimiento
del estro y un retraso obligatorio. Por lo tanto, la mayoria de los protocolos de tratamiento
utilizados hoy en dia implican el inicio de tratamientos superestimuladores posteriores al

control exdgeno de la aparicion de ondas foliculares (Mapletoft & B0, 2011).

1.7. MANIPULACION DE LA APARICION DE ONDAS FOLICULARES EN
BOVINOS

La capacidad de inducir selectivamente la aparicion de ondas foliculares permite el inicio de la
superestimulacion sin tener en cuenta la etapa del ciclo estral y elimina la necesidad de detectar
el estro y esperar de 8 a 12 dias para iniciar tratamientos con gonadotropinas (Mapletoft & B9,
2011). En la década de 1990 se informd sobre el uso de progestinas y estradiol para inducir
sincronia aparicién de una nueva onda folicular (Mapletoft & B0, 2011); este enfoque para la
induccidn de la superovulacion en la vaca se ha revisado exhaustivamente (G. A. B0 et al.,
2002). Ha sido utilizado por practicantes de todo el mundo y recientemente ha sido
incorporados en protocolos que permiten la IA de tiempo fijo (IATF) de las donantes (Baruselli
et al., 2006).

El protocolo méas comun para sincronizar la aparicion de una nueva onda folicular para la
superestimulacion implica la administracion de 2,5 a 5 mg de estradiol-17b 0 2 a 2,5 mg
Benzoato de estradiol mas 100 o 50 mg de progesterona usando inyeccion intramuscular en el
momento de la insercion de un dispositivo de progesterona intravaginal (Mapletoft et al., 2002)
(Baruselli et al., 2006) (Mapletoft & B6, 2011). El tratamiento con estradiol suprime la
liberacion de FSH e induce atresia folicular. Cuando el estradiol se ha metabolizado emerge
oleadas de FSH y una nueva onda folicular, en promedio 4 dias después del tratamiento
(Mapletoft & B0, 2011). Se inician tratamientos con gonadotropinas en ese momento, es decir,
4 dias después del tratamiento. Por lo tanto, este tratamiento permite una nueva cohorte de

foliculos de 3 a5 mm, y crecer al mismo tiempo. Aunque el nimero de embriones transferibles
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no siempre ha sido mayor que cuando las vacas fueron superestimuladas entre 8 y 12 dias
después estro, la tasa de fertilizacion en vacas donantes superestimuladas después de los
tratamientos con estradiol y progesterona fue significativamente mayor que en las vacas control
en al menos dos estudios controlados (Bo et al., 1991) (Mapletoft & BG, 2011). Ademas, las
novillas fueron superestimuladas 4 dias después de la insercion de un dispositivo de progestina
sin la administracion de estradiol también tuvo un menor porcentaje de dvulos fecundados y
embriones transferibles que aquellos tratados con estradiol en el momento de la insercion del
dispositivo de progestina. Estos resultados sugieren que la administracion de FSH exdgena
podria no sélo inducir el crecimiento de foliculos sanos, pero también aquellos que ya han sido
sometidos atresia. Aunque la respuesta superovulatoria podria no haber sido afectada, la mala
calidad de los dvulos/embriones podria haber sido debido a la ovulacion de ovocitos
incompetentes. Por el contrario, los tratamientos con estradiol y progesterona dieron como
resultado el desarrollo de una nueva onda folicular y en consecuencia un grupo mas uniforme
de foliculos viables con ovocitos competentes en el momento del tratamiento con

gonadotropinas.

Se ha demostrado que los foliculos subordinados pueden salvarse de la atresia mediante
ablacion del foliculo dominante (Adams et al., 1993) o tratamientos con FSH en el momento
de la seleccion del foliculo dominante (Price & Estienne, 2018). Ademas, Goulding y cols.
(Goulding et al., 1994) han demostrado que la sobreestimulacién en el tratamiento temprano
en la fase lutea en novillas con un dispositivo de progestageno dio como resultado una mala
calidad del embrion, lo que fue aparentemente debido a la estimulacion de los foliculos
subordinados que ya estaban sufriendo atresia, con ovocitos que estaban sufriendo una
degeneracion. Por lo tanto, el estradiol y los tratamientos con progesterona no s6lo eliminaron
la necesidad del estro, la sincronizacion y deteccion antes de la superestimulacion, también

tendié a mejorar la calidad de los dvulos/embriones (Gabriel A. B6 & Mapletoft, 2020).

1.8. FACTORES QUE AFECTAN LA RESPUESTA SUPEROVULATORIA
BOVINOS

En varias especies animales y particularmente en el bovino la aplicacién de Tecnologias de
Reproduccion Asistida (TRA) se aplica mas ampliamente. Anualmente, la Sociedad
Internacional de Tecnologia Embrionaria (IETS) publica los datos sobre la actividad de TRA

(produccion de embriones in vitro e in vivo) en diferentes especies de animales domésticos y
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de granja (Viana, 2020). Por varias décadas la técnica de superovulaciéon ha constituido un
método farmacoldgico muy empleado en el ganado bovino para estimular la foliculogénesis
ovarica y potenciar el nimero de ovocitos y embriones obtenidos transferibles (Gutiérrez-
Reinoso et al., 2023). Sin embargo, la aplicacion de varios componentes hormonales como la
FSH-p de origen porcino empleada en el bovino ha presentado variabilidad respecto a la
respuesta superovulatoria de las donantes, la calidad embrionaria y la resistencia a la
congelabilidad. Es asi que, durante los Gltimos 30 afios, apenas se ha conseguido reducir, por
un lado, la gran variabilidad en dicha respuesta superovulatoria y aumentar, por otro, la
produccién de embriones viables tras cada tratamiento. Se ha descrito la obtencion de un
numero promedio de 4,5 embriones transferibles por colecta, lo cual no se ha podido mejorar
a lo largo de este tiempo, obteniendo mejores resultados en la respuesta superovulatoria en
vacas de carne en comparacion con las de leche (B6 & Mapletoft, 2020). Esta variabilidad en
los resultados obtenidos durante varios afios en relacion a la respuesta SOV se puede explicar
parcialmente debido a la variabilidad observada en la respuesta del desarrollo folicular a los
tratamientos hormonales estandares, principalmente por las variaciones individuales en las
poblaciones foliculares al momento del inicio del tratamiento, y también por la dindmica
folicular y su control. También se han descrito otros factores que podrian influir directamente
en los resultados como los diferentes protocolos de estimulacion hormonal, y el continuo
declive en la eficiencia reproductiva, entre otros (Mikkola et al., 2019). En general, los factores
que afectan la respuesta superovulatoria, se pueden clasificar como aquellos de origen
intrinseco los cuales estan asociados a la variabilidad individual de cada donante y aquellos
extrinsecos que se asocian al origen de la hormona utilizada para superestimular el ovario
(Mikkola et al., 2019). Sin embargo, aun es una limitante el uso de hormona foliculo
estimulante (FSH) y la hormona luteinizante (LH) de origen animal, las cuales han presentado
concentraciones hormonales variables entre lotes fabricados (Mikkola et al., 2019). Estos
factores que generan variabilidad en la respuesta superovulatoria ain estan vigentes en los
protocolos convencionales, y consecuentemente, el nimero de embriones viables obtenidos
para transferencia o congelacién ain no llegan a superar en nimero promedio de 4,5 / vaca-
vaquilla / colecta (Erdem et al., 2020). Por tanto, la investigacion actual se ha basado en la
produccién de hormonas mediante biotecnologia recombinante con el fin de evitar la
utilizacion de proteinas de origen animal (Bo & Mapletoft, 2020), con la posibilidad de disefiar
y estandarizar varios y nuevos protocolos que maximicen la respuesta superovulatoria y
posibiliten la produccion de un mayor nimero de embriones competentes en tanto en ganado

bovino de carne como de leche (Gutiérrez-Reinoso et al., 2022).
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1.9. SELECCION EMBRIONARIA

Las mejoras en las tecnologias de produccion de embriones bovinos aln presentan
dificultades, por tanto, la seleccién embrionaria ain es subjetiva e ineficiente (P. Lonergan &
Fair, 2008). Las deficiencias en la seleccion se reflejan en tasas de gestacion mas bajas las

obtenidas con embriones PI1V que las IVV (Pontes et al., 2009).

El éxito del uso de embriones bovino producidos por TRA, depende del nimero de crias
nacidas vivas, y esta directamente relacionada con la seleccion de embriones (Mellisho et al.,
2017; Wrenzycki, 2018). La calidad de un embrion define su competencia y su potencial de
desarrollo a término una vez transferido a receptoras finales que depende de factores biolégicos
intrinsecos y extrinsecos (Maillo et al., 2016). En consecuencia, depende de la capacidad de

seleccionar embriones mas competentes y una mejor sincronia embrion - receptoras.
1.10. MORFOLOGIA Y CINETICA EMBRIONARIA

El progreso de las TRA ha cobrado mayor importancia en la seleccion de embriones
clasificados como competentes o viables. La evaluacion de la morfologia es una buena
herramienta de pronéstico (Anagnostopoulou et al., 2022). La morfologia y la proporcién de
embriones en la etapa de morula y de blastocisto son criterios importantes para evaluar la
competencia del desarrollo. Este sigue siendo el método de eleccion con un enfoque préactico y
atil para seleccionar embriones viables antes de la transferencia en bovino (Pat Lonergan et al.,
2016), se sigue aplicando actualmente de manera amplia y rutinaria con modificaciones
menores en los sistemas de produccién In vitro - IETS., 2010 (G. A. B6 & Mapletoft, 2013).
La morfologia es un método de evaluacion visual no invasiva, simple, rapida y de bajo costo
(Pontes et al., 2009; Anagnostopoulou et al., 2022). La morfocinética combina el valor de los
parametros morfoldgicos y cinéticos de los embriones (Velocidad de desarrollo). (Minasi et al.,
2020).

En bovinos, la clasificacion se la realiza de acuerdo con las caracteristicas morfoldgicas
recomendadas por la IETS para embriones In vivo extrapolandolas a los embriones PIV. La
evaluacion estd basada en dos criterios: a) estados de desarrollo, y, b) calidad embrionaria
(Tabla 3) (Stringfellow et al., 1998). La clasificacion morfoldgica se le realiza al dia 7 post-
fecundacion, evaluando estadios de morula compacta y blastocistos. La calidad embrionaria
se fundamenta en caracteristicas subjetivas como: tamario, forma, color, homogeneidad de
citoplasma, forma e integridad de la zona peltcida, tamafio, presencia de células y de vacuolas

en el espacio perivitelino (G. A. B6 & Mapletoft, 2013). La calidad de los embriones
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producidos in vivo clasificados por el método morfoldgico no afectd significativamente la tasa
de prefiez (59% en calidad 1 versus 45% en calidad 2) (Hasler et al., 1995, 2002). Sin embargo,
el tamafio del blastocisto (>150um) mostré mayor sobrevivencia a la crio-preservacion 77 vs
54% (Andra” et al., 1999).

Tabla 1. Criterios de clasificacion morfologica de embriones bovinos para transferencia de
embriones

Dia Estado de desarrollo

Morula

Blastocisto temprano

Blastocisto

Blastocisto expandido

Blastocisto en eclosién

©O©| 0| Nl o o &~

Blastocisto eclosionado y

expandido

Grado Calidad de embriones

Excelente o bueno

Bueno aceptable
Pobre

| W N

Muerto o degenerado

Fuente: (Stringfellow et al., 1998; Bo and Mapletoft, 2013).

Una mayor estandarizacion en los criterios de clasificacion de embriones incrementaria la
eficiencia de evaluacion y la tasa de establecimiento de la gestacion post transferencia (De
Assin et al., 2009; De Los Santos et al., 2016).
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CAPITULO 1
2. DESCRIPCION DE LA SITUACION ACTUAL:

En general la actividad en la aplicacion de tecnologias de Reproduccion Asistida (TRA) en el
bovino, a nivel mundial, se ha visto incrementada hasta finales del afio 2010, para estabilizarse
en los Gltimos 10 afios, sin embargo, sigue creciendo ampliamente en el continente americano
respecto al resto de continentes (Moore & Hasler, 2017). Cada afio, la IETS (Sociedad
internacional de Transferencia Embrionaria) publica los datos estadisticos sobre la actividad
de TRA en el mundo (J. H. Viana, 2019). Durante el 2019 (ultimo dato publicado por la IETS)
se produjeron en el mundo (in vivo) més de un millén de embriones y de (in vitro) mas del
doble; fueron transferidos mas de 900.000. EI 45% de esta actividad corresponde a Sudamérica
seguida por Norteamérica, por dos tercios de los embriones in vitro de todo el mundo), Asia 'y
Europa (J. H. Viana, 2019). Sin embargo, el freno mas importante para un mayor desarrollo de
esta tecnologia en campo ha sido la escasa mejora en la respuesta superestimulatoria /
superovulatoria de las donantes seleccionadas, la calidad embrionaria variable y la
congelabilidad; ya que durante 30 afios apenas se ha conseguido reducir, por un lado, la gran
variabilidad en dicha respuesta superovulatoria y aumentar, por otro, la produccion de
embriones viables tras cada tratamiento (Moore & Hasler, 2017). Llegando a una produccion
global promedio de 4,5 embriones transferibles por recogida que no se ha podido mejorar (algo
mas en vacas de carne que en las de leche) (Gabriel A. B6 & Mapletoft, 2014)(Gabriel A. B6
& Mapletoft, 2020). Esto se puede parcialmente explicar por la variabilidad que se observa en
la respuesta del desarrollo folicular a los tratamientos hormonales estdndares, principalmente
por variaciones individuales en las poblaciones foliculares dependientes de gonadotrofinas al
momento del inicio del tratamiento, por la dindmica folicular misma y su control, y por las
caracteristicas del tratamiento de estimulacién hormona, entre otros (Mikkola et al., 2019).
Aunque tampoco debemos olvidar que supone ‘“nadar contracorriente” en un panorama
mundial de continuo declive de la eficiencia reproductiva, en general, del ganado vacuno. Esta
limitacion tiene una repercusion directa sobre los costes y éstos sobre el nivel de implantacién
en las instituciones de educacion superior y de transferencia tecnoldgica al campo, aunque hay
otros factores mas locales e incluso culturales y de nivel de profesionalizacion de las distintas
zonas, o de nivel de implicacion de las administraciones publicas gubernamentales a la hora de
subvencionar iniciativas en este campo. Por tanto, es vital que las Instituciones de Educacion
Superior, los Centros de investigacion regional y nacional, asi como las carreras de Medicina

Veterinaria y carreras afin al area pecuaria y de zootecnia generan una gran influencia sobre el
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uso de estas tecnologias a nivel de investigacion aplicada y basica; y su desarrollo permita la
transferencia de tecnologia y a la vinculacion de los pequefios y medianos productores (granjas

de bovinos de leche o carne).
2.1. IDENTIFICACION, DESCRIPCION Y DIAGNOSTICO DEL PROBLEMA:

Pese a existir un avance vertiginoso en los udltimos afios en la aplicacion de TRA
(multiovulacion y transferencia de embriones -MOET; produccion de embriones in vitro-P1V;
Ovum Pick Up (OPU) en el bovino, aun existen varios factores que afectan la respuesta
superovularia, entre estos factores estdn aquellos intrinsecos asociados a la variabilidad
individual de cada donante y extrinsecos asociados al origen de la hormona para
superestimular. Varias investigaciones han descrito el uso y estandarizacion de protocolos para
superovular. Sin embargo, aun es una limitante el uso de hormona foliculo estimulante (FSH)
y hormona luteinizante (LH) de origen animal, presentando concentraciones hormonales
variabilidad entre lotes producidos (Mikkola et al., 2019) . Estos factores que generan esta
variabilidad a dia de hoy aln estan vigentes en los protocolos convencionales de
superestimulacion, y consecuentemente el nimero de embriones viables para transferencia o
congelamiento aun no llegan a superar en nimero de 4,5 / vaca-vacona / colecta (Erdem et al.,
2020).

Ademas, otro punto importante que se asocia es la menor competencia embrionaria en fresco
observada (clasificacion morfoldgica) en embriones de FIV respecto a los de MOET y mayor
0 menor resistencia a la congelabilidad que se observa en los embriones producidos por MOET
y por PIV respectivamente, esto nos obliga a un incursionar en un extenso campo de trabajo
experimental en un futuro mediato para comprender y reducir este efecto negativo de la

congelacion en los embriones, y su incidencia en la prefiez y mantencion de la gestacion.
2.2.  JUSTIFICACION.

En los afios 70 se da inicio a las TRA a nivel comercial (Gabriel A. B6 & Mapletoft, 2014).
Los programas MOET para la produccion de embriones han ido aumentando en funcién del n°
de vacas de alta genética disponibles y de la demanda de los ganaderos. De forma paralela,
actualmente se ha visto continua y creciente la importacién de embriones de genética élite entre
varios paises incluido el Ecuador. En la tltima década, hubo gran desarrollo de las TRA como
la FIV (Fecundacion In Vitro) a partir de ovarios de matadero (en gran parte con fines de
investigacién) y comercialmente en paises como Brasil, Argentina, Colombia, Uruguay a partir

de vacas vivas, mediante aspiracion transvaginal guiada por ecografia (Ovum Pick Up, OPU)
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(De Roover et al., 2005) (Mikkola et al., 2019). Esto ha gatillado a que estas tecnologias
participen en los programas de mejoramiento genético de bovinos, y que exista un interés
cientifico creciente por mejorar la aplicacion de estas herramientas tecnoldgicas. Sumado a
estos eventos, los avances recientes de mayor repercusion los encontramos en materia de
protocolos de superestimulacion/superovulacion; por una parte, por la consecucion de
preparados de FSH de origen animal y otras hormonas de mejor calidad, existiendo dos marcas
PLUSET de laboratorios Calier y Folltropin de Vetoquinol (Braileanu et al., 1998) (Gabriel A.
B6 et al., 2019). Sin embargo, el mayor avance ha llegado a través de un mayor conocimiento
de la dindmica folicular, la instauracion de protocolos de tratamiento que obvian el ciclo estral
de las donantes, permitiendo una mejora en los resultados de anular el efecto adverso del
foliculo dominante, a la vez que ofrece la posibilidad de agrupar donantes y optimizar la
planificacion del trabajo de la granja y del equipo de Transferencia de Embriones (TE), lo cual
redunda en una mejora significativa de los costes por embrién producido y permite aumentar
el numero de donantes recogidas por un mismo equipo en un periodo determinado. Asi, durante
los ultimos afios el control de la dindmica folicular ha mejorado considerablemente haciéndose
muy comoda y sencilla. Sin embargo, otro de los temas de investigacion activa actualmente ha
sido la produccién de hormonas con tecnologia recombinante las cuales estarian exentas de
proteinas de origen animal (Gabriel A. B6 & Mapletoft, 2020). En nuestra propuesta
planteamos el uso de esta tecnologia recombinante a través del uso de hormona foliculo
estimulante bovina recombinante (bscrFSH) que presenta un alto grado de purificacion de 97%
y 0% de hormona luteinizante (LH), lo cual nos da la posibilidad de disefiar varios
experimentos y estandarizar nuevos protocolos que maximicen la respuesta
superestimulatoria/superovulatoria y posibiliten la produccién de un mayor n° de embriones

competentes (Gutiérrez-Reinoso et al., 2022).

Importante mencionar que la MOET, la PIV y la OPU son herramientas tecnoldgicas que se
complementan entre si. Las ventajas de estas técnicas, es que se podrian aplicar en hembras
prepuberes, gestantes de 3 meses; es decir ofrecen la posibilidad de recuperar genética
irreemplazable de animales ya sacrificados o de aquellos en los que la técnica convencional no
funciona (De Roover et al., 2005) (Baldassarre, 2021). También brinda la posibilidad de
diagnostico preimplantacional y la seleccion de los alelos deseados. Por tanto, el incremento
en la produccion de descendencia con respecto a 1 ternero/vaca/aiio de la IA, seria de 20-25
terneros/vaca/afio con MOET y 80-100 terneros/vaca/afio con OPU/IVP (G.A. B6 & Mapletoft,

2020). Estos argumentos explican el nivel de implantacion de esta tecnologia, disefio y
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estandarizacion de nuevos protocolos, y la perspectiva de futuro que se vislumbra es un
incremento en el nimero y en la calidad de los embriones producidos MOET, PIV y la mejora
en los porcentajes de viabilidad post descongelamiento. Finalmente, la promesa cientifica de
estas tecnologias es su capacidad de complementariedad MOET-PIV, y llegar a tener tanta
influencia en la academia, investigacion bésica y aplicada, y en la industria de la cria animal
como lo ha tenido la propia inseminacion artificial (IA) en ganado de leche y de carne:
seleccion genética, cruzamientos y mejora de la fertilidad en los hatos de ganado bovino (John
F. Hasler, 2014).

2.3.  HIPOTESIS

Hemos planteado la siguiente hipdtesis: Mediante la utilizacion de hormona foliculo
estimulante bovina de cadena simple (FSH-rcs) aplicada en un protocolo de dosis reducida en
vacas holstein friesian (Bos Taurus) se obtiene una mayor respuesta superovulatoria y mayor

produccion de embriones viables respecto a un protocolo a dosis normal de FSH-rcs.

El trabajo experimental compromete dos preguntas bioldgicas y dos experimentos, que se
realizaran a) en el laboratorio de reproduccion animal y en el proyecto bovino de la carrera de
Medicina Veterinaria de la Universidad Técnica de Cotopaxi.

2.3.1. El experimento 1 comprende:

Produccion de embriones in vivo (protocolo FSH-rcs a dosis normal = grupo control).

Para la obtencidn de los embriones in vivo se realizara el procedimiento de superestimulacion
/ superovulacion (Gutiérrez-Reinoso et al., 2022), inseminacién y colecta de embriones
descrito por (Gabriel A. B6 et al., 2010), con algunas modificaciones en los tiempos de
inseminacidn de las donadoras y de colecta de embriones (dia 13,15y 17). Los procedimientos
con estos animales fueron ejecutados previa aprobacién del comité de ética de la UTC.
Inicialmente se realiz6 un control ginecoldgico para determinar el estatus ovarico y uterino y

de ser necesario aplicar algin tratamiento farmacologico correctivo (Phillips & Jahnke, 2016).
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2.3.2. El experimento 2 comprende:

En Produccién de embriones in vivo (protocolo FSH-rcs a dosis reducida = grupo tratamiento).
Para la obtencidn de los embriones in vivo se realizara el procedimiento de superestimulacion
/ superovulacion (Gutiérrez-Reinoso et al., 2022), inseminacion y colecta de embriones
descrito por (Gabriel A. B6 et al., 2010), con algunas modificaciones en los tiempos de
inseminacion de las donadoras y de colecta de embriones (dia 13, 15y 17). Los procedimientos
con estos animales fueron ejecutados previa aprobacion del comité de ética de la UTC.
Inicialmente se realiz6 un control ginecoldgico para determinar el estatus ovarico y uterino y

de ser necesario aplicar algun tratamiento farmacolégico correctivo (Phillips & Jahnke, 2016).
2.4, OBJETIVO GENERAL

Evaluar los efectos de la aplicacion de FSH recombinante bovina de cadena simple (FSH-rcs)
en protocolos de superestimulacion ovérica sobre la produccién de embriones in vivo en ganado

Bos taurus.
2.5. OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Evaluar la respuesta superovulatoria (dimension de ovaricos) en vacas donantes de
embriones tratadas con 2 y con 4 aplicaciones de FSH recombinante.

b) Evaluar las estructuras ovéricas (foliculos y cuerpos liteos) en vacas donantes de
embriones tratadas con 4 y 2 aplicaciones de FSH recombinante

c) Comparar la calidad y cantidad de embriones obtenidos de vacas donantes tratadas con
2y 4 aplicaciones de FSH recombinante

d) Analizar los niveles de concentracion de hormonas como el estradiol, LH, FSH y
progesterona en vacas donantes de embriones tratadas con 2 y 4 aplicaciones de FSH

recombinante
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CAPITULO 11l
3. MATERIAL Y METODOS
3.1. DECLARACION DE ETICA

El autor declara que el presente estudio se realizé de acuerdo con el siguiente Codigo de Etica
para experimentos con animales, tal como se refleja en las pautas ARRIVE disponibles
en http://www.nc3rs.org.uk/ARRIVEchecklist. Este estudio fue aprobado por el Comité de
Bioética para el uso de animales de experimentacion de la Universidad Técnica de Cotopaxi-

Campus Salache.
3.2. REACTIVOS Y MEDIOS

Todos los reactivos, medios, insumos, materiales utilizados en este estudio, a menos que se
indique lo contrario, fueron de calidad analitica y se adquirieron en Agtech.inc. Advancing
Animal Health and Reproduction (EE. UU).

Tabla 2. Insumos para la superovulacion de Donantes de embriones bovinos en la raza
Holstein Friesian

Actividades / | Insumos para produccion de embriones in vivo - SOV Donantes
Donantes
Sincronizacion CIDR 1,38 gr

Benzoato de estradiol 2mg/ml

Progesterona 25 mg/ml

Superovulacion FSH-rcs recombinante bovina

Prostaglandina (cloprostenol 250 ug/ml

GnRH (acetato de buserelina 0,0042 mg/ml)

Parches deteccion de celo

Jeringas 10 ml émbolo caucho-Nipro

Jeringas 5 ml émbolo caucho-Nipro

Jeringas 3 ml émbolo caucho-Nipro

Inseminacion / | GnRH (acetato de buserelina 0,0042 mg/ml)
Donantes

pajillas material seminal- ABS

Catéteres Inseminacion Artificial- IMV

Camisa sanitaria - IMV

Pistola Inseminacion Artificial - IMV

Jeringas 5 ml émbolo pléastico- Nipro

Agujas 18x1y medio-Nipro

agujas 21x1y medio-Nipro

Colecta / embriones PBS ABT 360
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Mangueras yuction y- Agtech

sonda tipo foley 18 FR ,30 cc- Minitube

Filtro zona embryos - Agtech

Botella graduada 500 ml

Jeringa artire 20ml - émbolo plastico

Lidocaina 2 %

Jeringa 20 ml ,Thermo Scientific™ Jeringas de plastico desechables
National Target

dilatador metéalico

Soporte universal

Manipulacion /
embriones
laboratorio

Medio Holding ABT 360 (7 ml)

Jeringa 3 ml,Thermo Scientific™ Jeringas de plastico desechables
National Target

Jeringa 5 ml,Thermo Scientific™ Jeringas de pléstico desechables
National Target

Aguja22x11/2

Placa petri plastico 100mm,Thermo Scientific™

Placapetri 60 mm,Thermo Scientific™

Placa petri 35 mm,Thermo Scientific™

placa boum 2 pocillos concava,Thermo Scientific™

placa boum 4 pocillos concava,Thermo Scientific™

jeringa Sml artire, Thermo Scientific™ Jeringas de plastico
desechables National Target

jeringa 10 ml artire, Thermo Scientific™ Jeringas de pléstico
desechables National Target

Estereomicroscopios NIKON

Desinfectantes

Alcohol 70% uso médico

Muestras sanguineas

Tubos vacutainer 10 ml tapa roja con acelerante de coagulacion

Ginecologia

Mangas ginecologia bovino (una caja de 100)

Guantes de nitrilo

Gel Ecografico

Ecografo veterinario Aloka SSD 500

Analisis de Muestras
hormonales

Elisa

Fuente: Elaboracién propia
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3.3.  UNIDADES EXPERIMENTALES: SEMOVIENTES

Para el desarrollo del estudio se seleccionaron 14 animales de la especie bovina, de la raza
Holstein Friesian, clinicamente sanas y reproductivamente normales y ciclicidad regulada. Las
unidades experimentales fueron divididas en 2 grupos experimentales: a) grupo control,
animales que recibieron un protocolo FSH-rcs dosis normal y b) grupo tratamiento, animales
que recibieron un protocolo FSH-rcs dosis reducida.

3.4. LOCALIZACION GEOGRAFICA

El presente estudio se realizo6 en las instalaciones de la Facultad de Ciencias Agropecuarias y
Recursos Naturales. Carrera de Medicina Veterinaria, Seccion Proyecto Bovino, Universidad
de Técnica de Cotopaxi — Campus Salache (Cotopaxi, Ecuador), zona sur ubicado en el Canton
Latacunga, parroquia Eloy Alfaro, Salache Bajo; tiene una altitud de 2757.591 msnm y sus
coordenadas geograficas son: latitud 00 59 47.68” N, longitud 78 37” 19.16” E.. Esta region
tiene temperaturas anuales que fluctdan entre 8 °C y 20°C, con valores maximos en el mes méas
calido (diciembre) de 22 °C y un minimo promedio en el mes mas frio (julio) entre 5 °C. La
precipitacion anual es de 1946 mm. y la altitud promedio es de 2860 msnm. El estudio se
realizo entre julio de 2021 y julio de 2023.

Sintesis y composicion de la hormona FSH bovina recombinante monocatenaria (bscrFSH)
La hormona foliculo estimulante recombinante bovina (FSH-rcs) es una variante
biol6gicamente mejor de la FSH bovina. Es una variante de secuencia del gen de la FSH bovina
recombinante monocatenaria (bscrFSH) considerando las subunidades alfa y beta de Bos
taurus unidas a través de un péptido espaciador flexible con dos sitios potenciales de N-
glicosilacién. De acuerdo con su secuencia de aminoacidos, FSH-rcs es una glicoproteina de
51 a 57 kDa. La hormona FSH-rcs fue purificada mediante cromatografia de afinidad, lo que
garantiza un nivel de pureza superior al 97% (ausencia total de hormona LH), asegurando alta
actividad, potencia, homogeneidad y reproducibilidad de los resultados obtenidos entre
lotes. Posee una vida media circulante superior a 48 h). El prototipo actual de FSH-rcs se
presenta en una caja que contiene dos viales. Uno de ellos contiene 0,3 mg de bscrFSH
liofilizado, equivalente a 300 ug en total, mientras que el segundo contiene 20 mL de solucién
de reconstitucion. El vehiculo contiene una solucién acuosa estabilizante y bacteriostatica que
contiene sacarosa, citrato de sodio dihidrato, m-cresol, DL-metionina, polisorbato 20 y agua
purificada gsc que estabilizan la hormona y mantienen su actividad durante al menos un mes

después de la reconstituciéon. La molécula FSH-rcs ha sido protegida mediante solicitud de
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patente con numero de prioridad CL 20181347 y el nimero de solicitud en Europa es
EP19733942.7. (Gutiérrez-Reinoso et al., 2022)

35. GRUPOS EXPERIMENTALES Y PROTOCOLOS DE SUPEROVULACION
(SOV)

En el presente estudio se incluyeron un total de 14 vacas multiparas de la raza Holstein friesian
sanas (Bos taurus taurus), (dia ~90 después del parto, peso corporal: 650 + 50 kg; edad 6 = 0,5
afios, puntuacion de condicion corporal: 3,5 + 0,5). Los animales fueron mantenidos en las
mismas condiciones ambientales, nutricionales (agua, sal mineralizada y pastoreo ad libitum)
y de manejo. Los individuos (vacas) fueron distribuidos aleatoriamente en dos grupos
experimentales: grupo control (FSH-rcs dosis normal): hormona foliculo estimulante
recombinante bovina; n = 7) y grupo de tratamiento (bscrFSH-rcs dosis reducida: hormona
foliculo estimulante recombinante bovina;n = 7). En cuanto al grupo control de
superestimulacion FSH-rcs dosis normal, se aplicé un protocolo convencional (una dosis diaria
en cantidades decrecientes cada dia durante 4 dias) y, en cuanto al grupo de FSH-rcs dosis
reducida, se aplicé un protocolo convencional con una modificacion en el intervalo de
aplicacion entre dosis (2 inyecciones Unicas a intervalo de 48 h entre inyecciones/dosis
decreciente). En ambos grupos, las dosis totales se calcularon segun la dosis total recomendada
para ganado lechero (100%): esta fue entre 60 % de la dosis total en la primera inyeccion; y en
la segunda inyeccién el restante 40%, de la dosis total (dosis total 240 ug) (Looney et al.,
1988). Para la produccion de embriones in vivo, el procedimiento convencional de
superovulacién, la inseminacion y los métodos de recoleccion de embriones descritos por
(Gutiérrez-Reinoso et al., 2022) se realizaron para el grupo de control (FSH-rcs normal) y la
frecuencia de aplicacion de FSH-rcs dosis reducida se modifico para el grupo de tratamiento.
Los tratamientos en los grupos control y tratamiento (protocolos de superovulacion FSH-rcs
normal y reducida) comenzaron a las 08:00 am independientemente de la fase folicular o lutea.
En el protocolo del grupo control (FSH- rcs dosis normal), el dia 0 se consideré como el
momento de la aplicacion del dispositivo intravaginal liberador de progesterona P4 intravaginal
(CIDR-1,38 gr) + 2 mg de benzoato de estradiol intramuscular (im) BE2 + 100 mg de
progesterona P4 intramuscular (im) (Gabriel A. Bo & Mapletoft, 2020) (Deguettes et al., 2020).
El dia 4 después de la aplicacion de CIDR, se inici6 el protocolo de superestimulacién mediante

la aplicacion FSH-rcs. El grupo control recibié 240 mg de FSH-rcs (Cebitropin -B; CBB
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Animal Health, Concepcién, Chile) divididos en cuatro dosis decrecientes, con una
aplicaciones por dia en un horario am a intervalos de 24 h durante cuatro dias (90, 70, 30, 20
pg im). El dia 6 del protocolo se administraron dos dosis de PGF2a alfa am/pm (500 pg de D-
cloprostenol im) respectivamente y adicionalmente se retird el dispositivo intravaginal el dia
7, dando, al mismo tiempo, la cuarta aplicacién de FSH-rcs (Gutiérrez-Reinoso et al., 2022). El
dia 8 del protocolo (am) las donantes presentaron estro, y 12 h despuées (pm) se realizé la
primera inseminacion junto con la administracion de 0,008 mg de acetato de buserelina (GnRH
im). La segunda inseminacion se realizd 48 h después del estro (dia 9 del protocolo) (Gabriel
A. Bo etal., 2006). Los embriones se recolectaron 5, 7 y 9 dias después del inicio del estro (dia
13,15y 17 del protocolo), mediante lavado uterino transrectal (sistema cerrado) (Gabriel A. B
et al., 2010).

En el protocolo del grupo tratamiento (FSH-rcs dosis reducida), el dia 0 se consideré como el
momento de la aplicacion del dispositivo intravaginal de liberacion de progesterona P4
intravaginal (CIDR-1,38 gr) + 2,5 mg de benzoato de estradiol intramuscular (im) BE2 + 100
mg de progesterona P4 intramuscular (im) (Gabriel A. Bé & Mapletoft, 2020) (Deguettes et
al., 2020). El dia 4 después de la aplicacion de CIDR, el protocolo de sobreestimulacion
comenzd con la aplicacion de FSH-rcs. El grupo de tratamiento recibié 240 pg de bscrFSH
(Cebitropin -B; CBB Animal Health, Concepcion, Chile) divididos en dos dosis decrecientes,
distribuidas en una sola aplicacion al dia por la mafiana, programadas para cuatro dias (55, 50,
40 y 25). ug im). El dia 6 del protocolo paralelo a la tercera aplicacion de FSH-rcs, se
administraron dos dosis de PGF2a alfa am/pm respectivamente (500 pg de D-cloprostenol im
cada una). El dispositivo intravaginal se retird simultaneamente con la cuarta aplicacion de
bscrFSH. El dia 8 del protocolo am las donantes manifestaron estro, y 12 h. Posteriormente
(pm) se realizo la primera inseminacion junto con la administracion de 0,008 mg de acetato de
buserelina (GnRH; im). La segunda inseminacion se realizé a las 24 h. después del estro (dia
9 del protocolo am) (Gabriel A. B0 et al., 2006). Los embriones se recolectaron el dia 5,7 y 9
después del inicio del estro (dia 13,15 y 17 del protocolo), mediante lavado uterino transrectal
(sistema cerrado) (Gabriel A. B6 et al., 2010).

3.6. EVALUACION ULTRASONOGRAFICA

Se realiz6 una evaluacion reproductiva antes de iniciar los protocolos de superestimulacion
mediante ultrasonografia transrectal (AloKa SSD500; sonda con traductor lineal de 5 MHz,
Japdn) para verificar el estado reproductivo como la ciclicidad ovérica (presencia o ausencia
de foliculo preovulatorio y de cuerpo lateo) y el estado uterino normal o patoldgico. Los

animales fueron clasificados segtn el namero de foliculos (rango de 3 a 7 mm) o por la
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presencia de un foliculo dominante o cuerpo luteo. En varios animales se aplico un tratamiento
farmacoldgico correctivo para estimular la ciclicidad en los donantes (progesterona P4,
gonadotropinas GnRH, prostaglandina PGF2a) (Phillips & Jahnke, 2016). Se realiz6 una
evaluacion cronoldgica de los ovarios de los donantes de los grupos control y tratamiento
mediante ecografia el dia 0, 4,8 del protocolo superovulatorio y el dia de la recoleccién de
embriones (dia 13,15 y 17 del protocolo). En cada individuo se determiné el diametro de los
ovarios (izquierdo y derecho), diametro y nimero de foliculos y cuerpos luteos (Dia O:
aplicacion del dispositivo CIDR; Dia 4: primera aplicacion de FSH; Dia 8: estro y Dia 13, 15
y 17: recoleccion de embriones).

3.7.  MUESTREO DE SANGRE Y ANALISIS HORMONALES.

Se recolectaron muestras de sangre de las vacas donantes del grupo control y de tratamiento
durante el protocolo de superovulacion para la determinacion de la concentracion de
estrégenos, FSH, LH y progesterona el dia 4 (aplicacion de FSH-rcs dosis normal y reducida),
el dia 7 (proestro) el dia 8 (estro) y el dia 13, 15 y 17 (recoleccion de embriones). La
cuantificacion de la concentracion plasméatica hormonal se realiz6 en el Laboratorio Clinico
San Francisco previamente validado para especies bovinas.

Para el analisis de los niveles hormonales plasmaéticos se llevd a cabo el ensayo
inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA) en sandwich para determinar la concentracion
hormonal de estradiol, FSH, LH y progesterona durante los dias 0,4,8,13,15 y 17 del protocolo
superovulatorio tanto en el grupo control como el tratamiento. Se recolectaron muestras de
sangre de las vacas donantes del grupo control y de tratamiento antes, durante y después del
protocolo de superovulacion para la determinacién de la concentracion hormonal; Dia 0
(aplicacion de CIDR), Dia 4 aplicacién FSH-rcs, Dia 8 (estro), Dia 13,15y 17 (recoleccion de
embriones). Las concentraciones plasmaticas de estradiol, FSH, LH y progesterona se
determinaron utilizando el protocolo ELISA acorde a las recomendaciones del fabricante, se
agregaron 100 pl de anticuerpo monoclonal de ratén anti-FSH, LH, estradiol y progesterona
(10 pg/ml) para la deteccién de hormonas de estradiol, FSH, LH y progesterona (incubacién
durante la noche a 4 °C). Las placas de ELISA se lavaron una vez usando solucién salina
tamponada con fosfato (PBS/Tween 0,05%). Luego, los pocillos se bloquearon afiadiendo 300
pL de leche desnatada (3%) en PBS durante 1 h. a 37°C. Después de esto, las placas se lavaron
dos veces usando PBS/Tween al 0,05%. Luego, se agregaron 100 pL/pocillo para la curva
estandar de estradiol, FSH, LH y progesterona (312, 156, 78, 39, 19, 9,7, 4,9, 2,4, 1,2, 0,6
ng/mL en suero bovino) y las muestras se incubaron durante 2 h. a 37°C para ser analizado

(duplicado). Seguidamente, las placas se lavaron tres veces usando PBS/Tween al
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0,05%. Luego, se agregaron 100 pL de anticuerpo de suero de pollo anti-FSH, anti-LH, anti-
estradil,anti-Progesterona (1% en leche desnatada) en PBS/Tween 0,05% a una dilucion de
1:40.000 (v/v) y luego se incubaron durante 1 h a 37 °C. Despues de eso, las placas se lavaron
cuatro veces usando PBS/Tween al 0,05%. Luego, se agregaron 100 pL/pocillo de anticuerpo
anti-IgY (1% en leche desnatada) en PBS/Tween 0,05% a una dilucion 1/20.000 (v/v) y luego
se incub6 durante 1 h a 37 °C. Una vez mas, las placas se lavaron cuatro veces usando
PBS/Tween al 0,05%. Finalmente, se afiadieron 100 ul/pocillo de solucion de OPD (25 ml de
tampdn de sustrato + 10 mg de OPD + 10 pl de H202) y se incubaron en la oscuridad durante
10 min. La incubacion se detuvo afiadiendo 2,5 MH2S04 (50 ul/pocillo). Las placas de ELISA
se leyeron a una longitud de onda de 492 nm. El coeficiente de variacion intraensayo para la
cuantificacion de estradiol fue de 0,82 a 1,66, FSH fue de 0,75 a 1,36, LH fue de 0,73a 1,49%
y para la progesterona fue de 0,76 a 3,75%.

9.- Evaluacion de la respuesta superovulatoria

En primer lugar, se llevé a cabo la evaluacion ovérica de la respuesta superovulatoria en
relacion al didmetro (longitud y ancho) de los ovarios derecho e izquierdo en los dias 0, 4, 8,
13,15y 17 del protocolo de superovulacion. Dia 0 (aplicacion de CIDR), Dia 4 aplicacion FSH-
rcs, Dia 8 (estro), Dia 13,15y 17 (recoleccion de embriones).

3.8. EVALUACION DE LA CALIDAD Y CANTIDAD DE EMBRIONES

Se realizd la evaluacion morfoldgica de todas las estructuras recolectadas por donante de
control y tratamiento. Se realiz6 una clasificacion de embriones viables, embriones no viables-
degenerados y ovocitos no fertilizados (OVNIs). La seleccion de embriones viables permitio
clasificarlos en morulas y blastocistos de grado | y Il. Los criterios para la clasificacion
morfoldgica de embriones se implementaron de acuerdo con las directrices de la Sociedad
Internacional de Tecnologia de Embriones (IETS) (B6 and Mapletoft, 2013; Rocha et al.,
2016), en base a dos criterios: (1) calidad (Grado I, I1'y 1) y (2) etapa de desarrollo (moérula,

blastocisto temprano y blastocisto).
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3.8.1. Clasificacion embrionaria
La seleccion de embriones In vivo se realizé al dia 13,15 y 17 del grupo control y del
tratamiento donde se seleccionaron embriones en el estadio de moérula y de blastocisto acorde
a los siguientes criterios de evaluacion.
ED: 1: 1 célula; 2: 2 a 16 células (blastomeras), 3: morula temprana: 16 a 32 blastomeras; 4:
morula; 5: blastocisto temprano; 6: Blastocisto; 7: blastocisto expandido; 8: blastocisto
protruyendo.
Morula compacta: dia 5-6, aprox. 32-64 blastomeras. Sus blastomeras estan unidos vy
constituyen una masa compacta ocupa el 60-70% del espacio perivitelino. Blastocisto
temprano: dia 7 aproximado, 100-150 células, presencia inicial de células trofoectodérmicas y
formacion de una cavidad (blastocele), ocupa 70-80% del espacio perivitelino. Blastocisto: dia
7-8, aprox. 150-200 células, hay diferenciacion entre el trofoblasto (méas oscura), que
constituyen una pared que se adosa a la zona pellcida y la masa celular interna (o disco
embrionario). Blastocisto expandido: dia 7-8, 200 a 300 células, el diametro aumenta
considerable (1.2 a 1.5x), adelgazamiento de la zona pelucida a 1/3 de su espesor original y
comienza su protrusion.
Blastocisto protruido: dia 8,5-9, 300-500 células, eliminacién de zona pellcida, forma esférica
con blastocele bien definido. La zona se ha debilitado bajo la presion del crecimiento del
blastocisto
CB: 1: Excelente (macizo bien definido, sin defectos visibles, las blastomeras son claramente
visibles, de color y estructura esferoide uniforme y células trofoblasticas alargadas sin signos
de degeneracion en blastocele, zona pelucida lisa y espacio perivitelino bien definido); y 2:
Buenos (presencia de pocas blastomeras desprendidas, el macizo posee una pequefia cantidad
de detritus celulares y su forma puede ser ligeramente irregular; 3: Malos (zona pelucida
irregular, macizo disgregado, presencia de vacuolas en citoplasma y espacio perivitelino,
blastomeras separadas, células trofoblasticas con signos de degeneracion, blastocele pignotico.
(IETS) (B6 and Mapletoft, 2013; Rocha et al., 2016)
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Figura 1. Cronologia del desarrollo embrionario. Morfologia de diferentes estadios de
desarrollo. Manual IETS, 2010 (B6 and Mapletoft, 2013; Rocha et al., 2016)

3.9. ANALISIS ESTADISTICO

Los andlisis estadisticos se realizaron utilizando el paquete de software SPSS ® v.25 (SPSS
Statistics para Windows, v. 25.0: IBM Corp., Chicago, IL, EE. UU.). Los resultados obtenidos
de las muestras se analizaron mediante la prueba t pareada, ANOVA unidireccional y como
analisis post hoc la prueba de Tukey. Los resultados de estradiol, FSH, LH y progesterona se
analizaron mediante medidas repetidas en el modelo general lineal previamente verificado para
determinar la normalidad y la homogeneidad mediante las pruebas de Shapiro-Wilk vy
Levene. Para comparar las medias de los dos grupos,se llevdo a cabo la pruebat de
Student. Cuando no se obtuvo el prerrequisito de la prueba paramétrica se realiz6 la prueba U
de Mann-Whitney. Finalmente, se aplico la prueba de correccion post-hoc de Bonferroni para
comparaciones maltiples. La significacion estadistica se establecio en p < 0,05

Capitulo IV
4. RESULTADOS

A continuacion, presentamos los resultados obtenidos en el trabajo de investigacion:
Respecto a la evaluacién de la respuesta superovulatoria en donantes de embriones
tratadas con 4 y 2 aplicaciones de FSH-rcs recombinante presentamos lo siguiente:

Diametro ovarico (longitud /ancho) de vacas Holstein Friesian durante los protocolos de

superovulacién y colecta de embriones mediante el uso de FSH-rcs recombinante con dosis
total en un protocolo normal - 4 aplicaciones y un protocolo reducido - 2 aplicaciones.
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Tabla 3. Didmetro ovarico (longitud /ancho) de vacas Holstein Friesian

PARAME | TRATAMI DIAO DIA 4 DIA 8 DIA 13 DIA 15 DIA 17
TROS ENTO
FSH-rcs
Protocolos
NORMAL 31,57+1,6 | 30,85+1,7 | 46,42+3,06 | 44,00+5,6 | 76,00+0,00 | 56,57+4,0
ODL 1Aa 9Aa Ba 5Ba Ca 1Da
REDUCID 26,85+1,3 | 27,00+1,2 | 41,71+2,66 | 52,42+4 4 | 52,00+2,42 | 55,00+0,5
0] 3Ab 9Ab Bb 4Ch Ch 0Da
NORMAL 24.28+15 | 25,85+0,9 | 35,57+2,05 | 32,85+3,2 | 45,00+0,00 | 45,85+1,6
ODA 5Ab 6Ab Bc 3Bc Cc 5Cb
REDUCID 23,57+2,0 | 22,57+1,4 | 36,28+1,93 | 36,00+1,4 | 33,71+1,32 | 32,00+0,0
(0] 9Ab 6AC Bc 1Bd BCd 0Cc
NORMAL 30,14+1,6 | 29,43+1,4 | 40,43+2,86 | 45,00+0,0 | 45,00+,00C | 47,14+26
OIL 8Aa 4Aa Ba 0Ca a 4Ca
REDUCID 29,14+2,1 | 26,85+1,4 | 34,28+1,78 | 60,00+1,4 | 52,14+4,61 | 48,00+0,0
(0] 4Aa 5Ab Bb 1Cb Db 0Da
NORMAL 2428+15 | 24,71+1,6 | 32,57+2,17 | 40,57+0,2 | 41,00+0,00 | 39,14+1,6
OIA 5Ab 5Ab Bb 0Cc Cc 1Cb
REDUCID 2243+1,0 | 22,43+1,1 | 30,57+1,29 | 47,71+2,0 | 39,43+2,65 | 38,00+0,0
0] 9Ab 9AcC Bbc 2Ca Dc 0Db

Fuente: Elaboracién propia
(p<0,05)

ODL~=ovario derecho longitud; ODA= ovario derecho ancho; OIL=Ovario Izquierdo longitud;
OlA=0vario izquierdo ancho.
Protocolo Normal= dosis total FSH-rcs a 4 aplicaciones.

Protocolo Reducido= dosis total FSH-rcs a 2 aplicaciones.
Dia 0= inicio del protocolo IATF; Dia 4= aplicacion FSH-rcs; Dia 8= Celo Donadoras.

Dial3= colecta de embriones; Dia 15= colecta de embriones; Dia 17= colecta de embriones.
Letras A, B, C y D indica diferencias entre los dias 0, 4, 8,13, 15y, 17 dentro de cada grupo.
Letras a, b, ¢ y d indica diferencias dentro de cada columna dentro del mismo dia.
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Capitulo IV

5. RESULTADOS

A continuacion, presentamos los resultados obtenidos en el trabajo de investigacion:
Respecto a la evaluacion de la respuesta superovulatoria en donantes de embriones

tratadas con 4y 2 aplicaciones de FSH-rcs recombinante presentamos lo siguiente:

Diametro ovarico (longitud /ancho) de vacas Holstein Friesian durante los protocolos de
superovulacion y colecta de embriones mediante el uso de FSH-rcs recombinante con dosis

total en un protocolo normal - 4 aplicaciones y un protocolo reducido - 2 aplicaciones.

Tabla 3. Didmetro ovérico (longitud /ancho) de vacas Holstein Friesian

PARAME | TRATAMI DIAO DIA 4 DIA 8 DIA 13 DIA 15 DIA 17
TROS ENTO
FSH-rcs
Protocolos
NORMAL 31,57+1,6 | 30,85+1,7 | 46,42+3,06 | 44,00+5,6 | 76,00+0,00 | 56,57+4,0
ODL 1Aa 9Aa Ba 5Ba Ca 1Da
REDUCID 26,85+1,3 | 27,00+1,2 | 41,71+2,66 | 52,42+4 4 | 52,00+2,42 | 55,00+0,5
(0] 3Ab 9Ab Bb 4Ch Ch 0Da
NORMAL 24.28+15 | 25,85+0,9 | 35,57+2,05 | 32,85+3,2 | 45,00+0,00 | 45,85+1,6
ODA 5Ab 6Ab Bc 3Bc Cc 5Cb
REDUCID 23,57+2,0 | 22,57+1,4 | 36,28+1,93 | 36,00+1,4 | 33,71+1,32 | 32,00+0,0
0] 9Ab 6AC Bc 1Bd BCd 0Cc
NORMAL 30,14+1,6 | 29,43+1,4 | 40,43+2,86 | 45,00+0,0 | 45,00+,00C | 47,1426
OIL 8Aa 4Aa Ba 0Ca a 4Ca
REDUCID 29,14+2 1 | 26,85+1,4 | 34,28+1,78 | 60,00+1,4 | 52,14+4 61 | 48,00+0,0
0] 4Aa 5Ab Bb 1Cb Db 0Da
NORMAL 2428+15 | 24,71+1.6 | 32,57+2,17 | 40,57+0,2 | 41,00+0,00 | 39,14+1,6
OIA 5Ab 5Ab Bb 0Cc Cc 1Cb
REDUCID 2243+10 | 22,43+1,1 | 30,57+1,29 | 47,71+2,0 | 39,43+2,65 | 38,00+0,0
(@] 9Ab 9AcC Bbc 2Ca Dc 0Db

Fuente: Elaboracion propia
(p<0,05)

ODL=ovario derecho longitud; ODA= ovario derecho ancho; OlIL=Ovario Izquierdo longitud;
OlA=0vario izquierdo ancho.
Protocolo Normal= dosis total FSH-rcs a 4 aplicaciones.

Protocolo Reducido= dosis total FSH-rcs a 2 aplicaciones.
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Dia 0= inicio del protocolo IATF; Dia 4= aplicacion FSH-rcs; Dia 8= Celo Donadoras.

Dial3= colecta de embriones; Dia 15= colecta de embriones; Dia 17= colecta de embriones.
Letras A, B, C y D indica diferencias entre los dias 0, 4, 8,13, 15y, 17 dentro de cada grupo.
Letras a, b, ¢ y d indica diferencias dentro de cada columna dentro del mismo dia.
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6. RESULTADOS

A continuacion, presentamos los resultados obtenidos en el trabajo de investigacion:
Respecto a la evaluacion de la respuesta superovulatoria en donantes de embriones

tratadas con 4y 2 aplicaciones de FSH-rcs recombinante presentamos lo siguiente:

Diametro ovarico (longitud /ancho) de vacas Holstein Friesian durante los protocolos de
superovulacién y colecta de embriones mediante el uso de FSH-rcs recombinante con dosis

total en un protocolo normal - 4 aplicaciones y un protocolo reducido - 2 aplicaciones.

Tabla 3. Didmetro ovarico (longitud /ancho) de vacas Holstein Friesian

PARAME | TRATAMI DIAO DIA 4 DIA 8 DIA 13 DIA 15 DIA 17
TROS ENTO
FSH-rcs
Protocolos
NORMAL 31,57+1,6 | 30,85+1,7 | 46,42+3,06 | 44,00+5,6 | 76,00+0,00 | 56,57+4,0
ODL 1Aa 9Aa Ba 5Ba Ca 1Da
REDUCID 26,85+1,3 | 27,00+1,2 | 41,71+2,66 | 52,42+4 4 | 52,00+2,42 | 55,00+0,5
(0] 3Ab 9Ab Bb 4Ch Ch 0Da
NORMAL 2428+15 | 25,85+0,9 | 35,57+2,05 | 32,85+3,2 | 45,00+0,00 | 45,85+1.6
ODA 5Ab 6Ab Bc 3Bc Cc 5Cb
REDUCID 23,57+2,0 | 22,57+1,4 | 36,28+1,93 | 36,00+1,4 | 33,71+1,32 | 32,00+0,0
0] 9Ab 6AC Bc 1Bd BCd 0Cc
NORMAL 30,14+1,6 | 29,43+1,4 | 40,43+2,86 | 45,00+0,0 | 45,00+,00C | 47,14+2.6
OIL 8Aa 4Aa Ba 0Ca a 4Ca
REDUCID 29,14+2 1 | 26,85+1,4 | 34,28+1,78 | 60,00+1,4 | 52,14+4 61 | 48,00+0,0
(0] 4Aa 5Ab Bb 1Cb Db 0Da
NORMAL 2428+15 | 24,71+1.6 | 32,57+2,17 | 40,57+0,2 | 41,00+0,00 | 39,14+1,6
OIA 5Ab 5Ab Bb 0Cc Cc 1Cb
REDUCID 22,43+10 | 22,43+1,1 | 30,57+1,29 | 47,71+2,0 | 39,43+2,65 | 38,00+0,0
(@] 9Ab 9Ac Bbc 2Ca Dc 0Db
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Fuente: Elaboracion propia
(p<0,05)

ODL=ovario derecho longitud; ODA= ovario derecho ancho; OlIL=0vario Izquierdo longitud,;
OIA=Ovario izquierdo ancho.

Protocolo Normal= dosis total FSH-rcs a 4 aplicaciones.

Protocolo Reducido= dosis total FSH-rcs a 2 aplicaciones.

Dia 0= inicio del protocolo IATF; Dia 4= aplicacion FSH-rcs; Dia 8= Celo Donadoras.
Dial3= colecta de embriones; Dia 15= colecta de embriones; Dia 17= colecta de embriones.
Letras A, B, C y D indica diferencias entre los dias 0, 4, 8,13, 15y, 17 dentro de cada grupo.
Letras a, b, ¢ y d indica diferencias dentro de cada columna dentro del mismo dia.
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A continuacion, presentamos los resultados obtenidos en el trabajo de investigacion:
Respecto a la evaluacion de la respuesta superovulatoria en donantes de embriones
tratadas con 4y 2 aplicaciones de FSH-rcs recombinante presentamos lo siguiente:

Diadmetro ovarico (longitud /ancho) de vacas Holstein Friesian durante los protocolos de
superovulacién y colecta de embriones mediante el uso de FSH-rcs recombinante con dosis

total en un protocolo normal - 4 aplicaciones y un protocolo reducido - 2 aplicaciones.

Tabla 3. Didmetro ovarico (longitud /ancho) de vacas Holstein Friesian

PARAME | TRATAMI DIAO DIA 4 DIA 8 DIA 13 DIA 15 DIA 17
TROS ENTO
FSH-rcs
Protocolos
NORMAL 31,57+1,6 | 30,85+1,7 | 46,42+3,06 | 44,00+5,6 | 76,00+0,00 | 56,57+4,0
ODL 1Aa 9Aa Ba 5Ba Ca 1Da
REDUCID 26,85+1,3 | 27,00+1,2 | 41,71+2,66 | 52,42+4,4 | 52,00+2,42 | 55,00+0,5
(@] 3Ab 9Ab Bb 4Ch Ch 0Da
NORMAL 24,28+15 | 25,85+0,9 | 35,57+2,05 | 32,85+3,2 | 45,00+0,00 | 45,85+1,6
ODA 5Ab 6Ab Bc 3Bc Cc 5Cb
REDUCID 23,57+2,0 | 22,57+1,4 | 36,28+1,93 | 36,00+1,4 | 33,71+1,32 | 32,00+0,0
(@] 9Ab 6AcC Bc 1Bd BCd 0Cc
NORMAL 30,14+1.6 | 29,43+1,4 | 40,43+2,86 | 45,00+0,0 | 45,00+,00C | 47,14+26
OIL 8Aa 4Aa Ba 0Ca a 4Ca
REDUCID 29,14+2.1 | 26,85+1,4 | 34,28+1,78 | 60,00+1,4 | 52,14+4.61 | 48,00+0,0
(0] 4Aa 5Ab Bb 1Cb Db 0Da
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OIA

NORMAL 2428+15 | 24,71+16 | 32,57+2,17 | 40,57+0,2 | 41,00+0,00 | 39,14+1,6

5Ab 5Ab Bb 0Cc Cc 1Ch
REDUCID 22,4310 | 22,43+1,1 | 30,57+1,29 | 47,71+2,0 | 39,43+2,65 | 38,00+0,0
0] 9Ab 9AcC Bbc 2Ca Dc 0Db

Fuente: Elaboracion propia
(p<0,05)

ODL=ovario derecho longitud; ODA= ovario derecho ancho; OlIL=0vario Izquierdo longitud,;
OIA=0vario izquierdo ancho.

Protocolo Normal= dosis total FSH-rcs a 4 aplicaciones.

Protocolo Reducido= dosis total FSH-rcs a 2 aplicaciones.

Dia 0= inicio del protocolo IATF; Dia 4= aplicacion FSH-rcs; Dia 8= Celo Donadoras.
Dial3= colecta de embriones; Dia 15= colecta de embriones; Dia 17= colecta de embriones.
Letras A, B, C y D indica diferencias entre los dias 0, 4, 8,13, 15y, 17 dentro de cada grupo.
Letras a, b, ¢ y d indica diferencias dentro de cada columna dentro del mismo dia.

Capitulo IV
8. RESULTADOS

A continuacion, presentamos los resultados obtenidos en el trabajo de investigacion:
Respecto a la evaluacion de la respuesta superovulatoria en donantes de embriones
tratadas con 4y 2 aplicaciones de FSH-rcs recombinante presentamos lo siguiente:

Diametro ovarico (longitud /ancho) de vacas Holstein Friesian durante los protocolos de
superovulacién y colecta de embriones mediante el uso de FSH-rcs recombinante con dosis

total en un protocolo normal - 4 aplicaciones y un protocolo reducido - 2 aplicaciones.

Tabla 3. Didmetro ovérico (longitud /ancho) de vacas Holstein Friesian

PARAME | TRATAMI DIAO DIA 4 DIA 8 DIA 13 DIA 15 DIA 17
TROS ENTO
FSH-rcs
Protocolos
NORMAL 31,57+1,6 | 30,85+1,7 | 46,42+3,06 | 44,00+5,6 | 76,00+0,00 | 56,57+4,0
ODL 1Aa 9Aa Ba 5Ba Ca 1Da
REDUCID | 26,85+1,3 | 27,00+1,2 | 41,71+2,66 | 52,42+4 4 | 52,00+2,42 | 55,00+0,5
(@] 3Ab 9Ab Bb 4Ch Ch 0Da
NORMAL 2428+15 | 25,85+0,9 | 35,57+2,05 | 32,85+3,2 | 45,00+0,00 | 45,85+1.6
ODA 5Ab 6Ab Bc 3Bc Cc 5Cb
REDUCID | 23,57+20 | 22,57+1,4 | 36,28+1,93 | 36,00+1,4 | 33,71+1,32 | 32,00+0,0
(0] 9Ab 6AC Bc 1Bd BCd 0Cc
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NORMAL | 30,14+1,6 | 29,43+1,4 | 40,43+2,86 | 45,00+0,0 | 45,00+,00C | 47,14+2,6
OIL 8Aa 4Aa Ba 0Ca a 4Ca
REDUCID | 29,14+2,1 | 26,85+£1,4 | 34,28+1,78 | 60,00+1,4 | 52,14+4,61 | 48,00+£0,0
@) 4Aa 5Ab Bb 1Cb Db ODa
NORMAL | 24,28+1,5 | 24,71+1,6 | 32,57+2,17 | 40,57+0,2 | 41,00+0,00 | 39,14+1,6
OIA 5Ab 5Ab Bb 0Cc Cc 1Cb
REDUCID | 22,43+1,0 | 22,43+1,1 | 30,57£1,29 | 47,71+2,0 | 39,43+2,65 | 38,00+0,0
@) 9ADb 9AcC Bbc 2Ca Dc 0Db
Fuente: Elaboracion propia
(p<0,05)
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9. RESULTADOS

A continuacion, presentamos los resultados obtenidos en el trabajo de investigacion:
Respecto a la evaluacion de la respuesta superovulatoria en donantes de embriones

tratadas con 4y 2 aplicaciones de FSH-rcs recombinante presentamos lo siguiente:

Diametro ovarico (longitud /ancho) de vacas Holstein Friesian durante los protocolos de
superovulacién y colecta de embriones mediante el uso de FSH-rcs recombinante con dosis

total en un protocolo normal - 4 aplicaciones y un protocolo reducido - 2 aplicaciones.

Tabla 3. Didmetro ovérico (longitud /ancho) de vacas Holstein Friesian

PARAME | TRATAMI DIAO DIA 4 DIA 8 DIA 13 DIA 15 DIA 17
TROS ENTO
FSH-rcs
Protocolos
NORMAL 31,57+1,6 | 30,85+1,7 | 46,42+3,06 | 44,00+5,6 | 76,00+0,00 | 56,57+4,0
ODL 1Aa 9Aa Ba 5Ba Ca 1Da
REDUCID 26,85+1,3 | 27,00+1,2 | 41,71+2,66 | 52,42+4 4 | 52,00+2,42 | 55,00+0,5
(0] 3Ab 9Ab Bb 4Ch Ch 0Da
NORMAL 2428+15 | 25,85+0,9 | 35,57+2,05 | 32,85+3,2 | 45,00+0,00 | 45,85+1.6
ODA 5Ab 6Ab Bc 3Bc Cc 5Cb
REDUCID 23,57+20 | 22,57+1,4 | 36,28+1,93 | 36,00+1,4 | 33,71+1,32 | 32,00+0,0
(0] 9Ab 6AC Bc 1Bd BCd 0Cc
NORMAL 30,14+1,6 | 29,43+1,4 | 40,43+2,86 | 45,00+0,0 | 45,00+,00C | 47,1426
8Aa 4Aa Ba 0Ca a 4Ca
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OIL REDUCID | 29,14+2,1 | 26,85+1,4 | 34,28+1,78 | 60,00+1,4 | 52,14+4,61 | 48,00+0,0
0] 4Aa 5Ab Bb 1Cb Db ODa
NORMAL | 24,28+15 | 24,71+1,6 | 32,57+2,17 | 40,57£0,2 | 41,00+0,00 | 39,14+1,6

OIA 5Ab 5Ab Bb 0Cc Cc 1Cb
REDUCID | 22,43+1,0 | 22,43+1,1 | 30,57+£1,29 | 47,71+2,0 | 39,43+2,65 | 38,00+0,0
O 9Ab 9Ac Bbc 2Ca Dc 0Db

Fuente: Elaboracion propia
(p<0,05)
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10. RESULTADOS

A continuacion, presentamos los resultados obtenidos en el trabajo de investigacion:
Respecto a la evaluacion de la respuesta superovulatoria en donantes de embriones

tratadas con 4y 2 aplicaciones de FSH-rcs recombinante presentamos lo siguiente:

Diametro ovarico (longitud /ancho) de vacas Holstein Friesian durante los protocolos de
superovulacién y colecta de embriones mediante el uso de FSH-rcs recombinante con dosis

total en un protocolo normal - 4 aplicaciones y un protocolo reducido - 2 aplicaciones.

Tabla 3. Didmetro ovérico (longitud /ancho) de vacas Holstein Friesian

PARAME | TRATAMI DIAO DIA 4 DIA 8 DIA 13 DIA 15 DIA 17
TROS ENTO
FSH-rcs
Protocolos
NORMAL 31,57+1,6 | 30,85+1,7 | 46,42+3,06 | 44,00+5,6 | 76,00+0,00 | 56,57+4,0
ODL 1Aa 9Aa Ba 5Ba Ca 1Da
REDUCID 26,85+1,3 | 27,00+1,2 | 41,71+2.66 | 52,42+4 4 | 52,00+2,42 | 55,00+0,5
0] 3Ab 9Ab Bb 4Ch Ch 0Da
NORMAL 24.28+15 | 25,85+0,9 | 35,57+2,05 | 32,85+3,2 | 45,00+0,00 | 45,85+1,6
ODA 5Ab 6Ab Bc 3Bc Cc 5Cb
REDUCID 2357+20 | 2257+1,4 | 36,28+1,93 | 36,00+1,4 | 33,71+1,32 | 32,00+0,0
0] 9Ab 6AC Bc 1Bd BCd 0Cc
NORMAL 30,14+1,6 | 29,43+1,4 | 40,43+2,86 | 45,00+0,0 | 45,00+,00C | 47,14+2.6
OIL 8Aa 4Aa Ba 0Ca a 4Ca
REDUCID 29,14+2 1 | 26,85+1,4 | 34,28+1,78 | 60,00+1,4 | 52,14+4. 61 | 48,00+0,0
(@] 4Aa 5Ab Bb 1Chb Db 0Da
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NORMAL | 24,28+1,5 | 24,71+1,6 | 32,57+2,17 | 40,57£0,2 | 41,00+0,00 | 39,14+1,6
OIA 5Ab 5Ab Bb 0Cc Cc 1Cb
REDUCID | 22,43+1,0 | 22,43t£1,1 | 30,57£1,29 | 47,71+2,0 | 39,43£2,65 | 38,00+0,0
@) 9Ab 9AcC Bbc 2Ca Dc ODb
Fuente: Elaboracion propia
(p<0,05)
Capitulo IV

11. RESULTADOS

A continuacion, presentamos los resultados obtenidos en el trabajo de investigacion:
Respecto a la evaluacion de la respuesta superovulatoria en donantes de embriones

tratadas con 4 y 2 aplicaciones de FSH-rcs recombinante presentamos lo siguiente:

Diametro ovarico (longitud /ancho) de vacas Holstein Friesian durante los protocolos de
superovulacién y colecta de embriones mediante el uso de FSH-rcs recombinante con dosis

total en un protocolo normal - 4 aplicaciones y un protocolo reducido - 2 aplicaciones.

Tabla 3. Didmetro ovarico (longitud /ancho) de vacas Holstein Friesian

PARAME | TRATAMI DIAO DIA 4 DIA 8 DIA 13 DIA 15 DIA 17
TROS ENTO
FSH-rcs
Protocolos
NORMAL 31,57+1,6 | 30,85+1,7 | 46,42+3,06 | 44,00+5,6 | 76,00+0,00 | 56,57+4,0
ODL 1Aa 9Aa Ba 5Ba Ca 1Da
REDUCID 26,85+1,3 | 27,00+1,2 | 41,71+2.66 | 52,42+4 4 | 52,00+2,42 | 55,00+0,5
0] 3Ab 9Ab Bb 4Ch Ch 0Da
NORMAL 24.28+15 | 25,85+0,9 | 35,57+2,05 | 32,85+3,2 | 45,00+0,00 | 45,85+1,6
ODA 5Ab 6Ab Bc 3Bc Cc 5Cb
REDUCID 23,57+2,0 | 22,57+1,4 | 36,28+1,93 | 36,00+1,4 | 33,71+1,32 | 32,00+0,0
(0] 9Ab 6AC Bc 1Bd BCd 0Cc
NORMAL 30,14+1,6 | 29,43+14 | 40,43+2,86 | 45,00+0,0 | 45,00+,00C | 47,14+2 6
OIL 8Aa 4Aa Ba 0Ca a 4Ca
REDUCID 29,14+2 1 | 26,85+1,4 | 34,28+1,78 | 60,00+1,4 | 52,14+4.61 | 48,00+0,0
(@] 4Aa 5Ab Bb 1Chb Db 0Da
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NORMAL | 24,28+1,5 | 24,71+1,6 | 32,57+2,17 | 40,57£0,2 | 41,00+0,00 | 39,14+1,6
OIA 5Ab 5Ab Bb 0Cc Cc 1Cb
REDUCID | 22,43+1,0 | 22,43t£1,1 | 30,57£1,29 | 47,71+2,0 | 39,43£2,65 | 38,00+0,0
@) 9Ab 9AcC Bbc 2Ca Dc ODb
Fuente: Elaboracion propia
(p<0,05)
Capitulo IV

12. RESULTADOS

A continuacion, presentamos los resultados obtenidos en el trabajo de investigacion:
Respecto a la evaluacion de la respuesta superovulatoria en donantes de embriones

tratadas con 4 y 2 aplicaciones de FSH-rcs recombinante presentamos lo siguiente:

Diametro ovarico (longitud /ancho) de vacas Holstein Friesian durante los protocolos de
superovulacién y colecta de embriones mediante el uso de FSH-rcs recombinante con dosis

total en un protocolo normal - 4 aplicaciones y un protocolo reducido - 2 aplicaciones.

Tabla 3. Didmetro ovarico (longitud /ancho) de vacas Holstein Friesian

PARAME | TRATAMI DIAO DIA 4 DIA 8 DIA 13 DIA 15 DIA 17
TROS ENTO
FSH-rcs
Protocolos
NORMAL 31,57+1,6 | 30,85+1,7 | 46,42+3,06 | 44,00+5,6 | 76,00+0,00 | 56,57+4,0
ODL 1Aa 9Aa Ba 5Ba Ca 1Da
REDUCID 26,85+1,3 | 27,00+1,2 | 41,71+2.66 | 52,42+4 4 | 52,00+2,42 | 55,00+0,5
0] 3Ab 9Ab Bb 4Ch Ch 0Da
NORMAL 24.28+15 | 25,85+0,9 | 35,57+2,05 | 32,85+3,2 | 45,00+0,00 | 45,85+1,6
ODA 5Ab 6Ab Bc 3Bc Cc 5Cb
REDUCID 23,57+2,0 | 22,57+1,4 | 36,28+1,93 | 36,00+1,4 | 33,71+1,32 | 32,00+0,0
(0] 9Ab 6AC Bc 1Bd BCd 0Cc
NORMAL 30,14+1,6 | 29,43+14 | 40,43+2,86 | 45,00+0,0 | 45,00+,00C | 47,14+2 6
OIL 8Aa 4Aa Ba 0Ca a 4Ca
REDUCID 29,14+2 1 | 26,85+1,4 | 34,28+1,78 | 60,00+1,4 | 52,14+4.61 | 48,00+0,0
(@] 4Aa 5Ab Bb 1Chb Db 0Da
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NORMAL | 24,28+1,5 | 24,71+1,6 | 32,57+2,17 | 40,57£0,2 | 41,00+0,00 | 39,14+1,6
OIA 5Ab 5Ab Bb 0Cc Cc 1Cb
REDUCID | 22,43+1,0 | 22,43t£1,1 | 30,57£1,29 | 47,71+2,0 | 39,43£2,65 | 38,00+0,0
@) 9Ab 9AcC Bbc 2Ca Dc ODb
Fuente: Elaboracion propia
(p<0,05)
Capitulo IV

13. RESULTADOS

A continuacion, presentamos los resultados obtenidos en el trabajo de investigacion:
Respecto a la evaluacion de la respuesta superovulatoria en donantes de embriones

tratadas con 4y 2 aplicaciones de FSH-rcs recombinante presentamos lo siguiente:

Diametro ovarico (longitud /ancho) de vacas Holstein Friesian durante los protocolos de
superovulacién y colecta de embriones mediante el uso de FSH-rcs recombinante con dosis

total en un protocolo normal - 4 aplicaciones y un protocolo reducido - 2 aplicaciones.

Tabla 3. Didmetro ovarico (longitud /ancho) de vacas Holstein Friesian

PARAME | TRATAMI DIAO DIA 4 DIA 8 DIA 13 DIA 15 DIA 17
TROS ENTO
FSH-rcs
Protocolos
NORMAL 31,57+1,6 | 30,85+1,7 | 46,42+3,06 | 44,00+5,6 | 76,00+0,00 | 56,57+4,0
ODL 1Aa 9Aa Ba 5Ba Ca 1Da
REDUCID 26,85+1,3 | 27,00+1,2 | 41,71+2.66 | 52,42+4 4 | 52,00+2,42 | 55,00+0,5
0] 3Ab 9Ab Bb 4Ch Ch 0Da
NORMAL 24.28+15 | 25,85+0,9 | 35,57+2,05 | 32,85+3,2 | 45,00+0,00 | 45,85+1,6
ODA 5Ab 6Ab Bc 3Bc Cc 5Cb
REDUCID 23,57+2,0 | 22,57+1,4 | 36,28+1,93 | 36,00+1,4 | 33,71+1,32 | 32,00+0,0
(0] 9Ab 6AC Bc 1Bd BCd 0Cc
NORMAL 30,14+1,6 | 29,43+14 | 40,43+2,86 | 45,00+0,0 | 45,00+,00C | 47,14+2 6
OIL 8Aa 4Aa Ba 0Ca a 4Ca
REDUCID 29,14+2 1 | 26,85+1,4 | 34,28+1,78 | 60,00+1,4 | 52,14+4.61 | 48,00+0,0
(@] 4Aa 5Ab Bb 1Chb Db 0Da
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NORMAL | 24,28+1,5 | 24,71+1,6 | 32,57+2,17 | 40,57£0,2 | 41,00+0,00 | 39,14+1,6
OIA 5Ab 5Ab Bb 0Cc Cc 1Cb
REDUCID | 22,43+1,0 | 22,43t£1,1 | 30,57£1,29 | 47,71+2,0 | 39,43£2,65 | 38,00+0,0
@) 9Ab 9AcC Bbc 2Ca Dc ODb
Fuente: Elaboracion propia
(p<0,05)
Capitulo IV

14. RESULTADOS

A continuacion, presentamos los resultados obtenidos en el trabajo de investigacion:
Respecto a la evaluacion de la respuesta superovulatoria en donantes de embriones

tratadas con 4 y 2 aplicaciones de FSH-rcs recombinante presentamos lo siguiente:

Diametro ovarico (longitud /ancho) de vacas Holstein Friesian durante los protocolos de
superovulacién y colecta de embriones mediante el uso de FSH-rcs recombinante con dosis

total en un protocolo normal - 4 aplicaciones y un protocolo reducido - 2 aplicaciones.

Tabla 3. Didmetro ovarico (longitud /ancho) de vacas Holstein Friesian

PARAME | TRATAMI DIAO DIA 4 DIA 8 DIA 13 DIA 15 DIA 17
TROS ENTO
FSH-rcs
Protocolos
NORMAL 31,57+1,6 | 30,85+1,7 | 46,42+3,06 | 44,00+5,6 | 76,00+0,00 | 56,57+4,0
ODL 1Aa 9Aa Ba 5Ba Ca 1Da
REDUCID 26,85+1,3 | 27,00+1,2 | 41,71+2.66 | 52,42+4 4 | 52,00+2,42 | 55,00+0,5
0] 3Ab 9Ab Bb 4Ch Ch 0Da
NORMAL 24.28+15 | 25,85+0,9 | 35,57+2,05 | 32,85+3,2 | 45,00+0,00 | 45,85+1,6
ODA 5Ab 6Ab Bc 3Bc Cc 5Cb
REDUCID 23,57+2,0 | 22,57+1,4 | 36,28+1,93 | 36,00+1,4 | 33,71+1,32 | 32,00+0,0
(0] 9Ab 6AC Bc 1Bd BCd 0Cc
NORMAL 30,14+1,6 | 29,43+14 | 40,43+2,86 | 45,00+0,0 | 45,00+,00C | 47,14+2 6
OIL 8Aa 4Aa Ba 0Ca a 4Ca
REDUCID 29,14+2 1 | 26,85+1,4 | 34,28+1,78 | 60,00+1,4 | 52,14+4.61 | 48,00+0,0
(@] 4Aa 5Ab Bb 1Chb Db 0Da
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NORMAL | 24,28+1,5 | 24,71+1,6 | 32,57+2,17 | 40,57£0,2 | 41,00+0,00 | 39,14+1,6
OIA 5Ab 5Ab Bb 0Cc Cc 1Cb
REDUCID | 22,43+1,0 | 22,43t£1,1 | 30,57£1,29 | 47,71+2,0 | 39,43£2,65 | 38,00+0,0
@) 9Ab 9AcC Bbc 2Ca Dc ODb
Fuente: Elaboracion propia
(p<0,05)
Capitulo IV

15. RESULTADOS

A continuacion, presentamos los resultados obtenidos en el trabajo de investigacion:
Respecto a la evaluacion de la respuesta superovulatoria en donantes de embriones

tratadas con 4 y 2 aplicaciones de FSH-rcs recombinante presentamos lo siguiente:

Diametro ovarico (longitud /ancho) de vacas Holstein Friesian durante los protocolos de
superovulacién y colecta de embriones mediante el uso de FSH-rcs recombinante con dosis

total en un protocolo normal - 4 aplicaciones y un protocolo reducido - 2 aplicaciones.

Tabla 3. Didmetro ovarico (longitud /ancho) de vacas Holstein Friesian

PARAME | TRATAMI DIAO DIA 4 DIA 8 DIA 13 DIA 15 DIA 17
TROS ENTO
FSH-rcs
Protocolos
NORMAL 31,57+1,6 | 30,85+1,7 | 46,42+3,06 | 44,00+5,6 | 76,00+0,00 | 56,57+4,0
ODL 1Aa 9Aa Ba 5Ba Ca 1Da
REDUCID 26,85+1,3 | 27,00+1,2 | 41,71+2.66 | 52,42+4 4 | 52,00+2,42 | 55,00+0,5
0] 3Ab 9Ab Bb 4Ch Ch 0Da
NORMAL 24.28+15 | 25,85+0,9 | 35,57+2,05 | 32,85+3,2 | 45,00+0,00 | 45,85+1,6
ODA 5Ab 6Ab Bc 3Bc Cc 5Cb
REDUCID 23,57+2,0 | 22,57+1,4 | 36,28+1,93 | 36,00+1,4 | 33,71+1,32 | 32,00+0,0
(0] 9Ab 6AC Bc 1Bd BCd 0Cc
NORMAL 30,14+1,6 | 29,43+14 | 40,43+2,86 | 45,00+0,0 | 45,00+,00C | 47,14+2 6
OIL 8Aa 4Aa Ba 0Ca a 4Ca
REDUCID 29,14+2 1 | 26,85+1,4 | 34,28+1,78 | 60,00+1,4 | 52,14+4.61 | 48,00+0,0
(@] 4Aa 5Ab Bb 1Chb Db 0Da
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NORMAL | 24,28+1,5 | 24,71+1,6 | 32,57+2,17 | 40,57£0,2 | 41,00+0,00 | 39,14+1,6
OIA 5Ab 5Ab Bb 0Cc Cc 1Cb
REDUCID | 22,43+1,0 | 22,43t£1,1 | 30,57£1,29 | 47,71+2,0 | 39,43£2,65 | 38,00+0,0
@) 9Ab 9AcC Bbc 2Ca Dc ODb
Fuente: Elaboracion propia
(p<0,05)
Capitulo IV

16. RESULTADOS

A continuacion, presentamos los resultados obtenidos en el trabajo de investigacion:
Respecto a la evaluacion de la respuesta superovulatoria en donantes de embriones

tratadas con 4 y 2 aplicaciones de FSH-rcs recombinante presentamos lo siguiente:

Diametro ovarico (longitud /ancho) de vacas Holstein Friesian durante los protocolos de
superovulacién y colecta de embriones mediante el uso de FSH-rcs recombinante con dosis

total en un protocolo normal - 4 aplicaciones y un protocolo reducido - 2 aplicaciones.

Tabla 3. Didmetro ovarico (longitud /ancho) de vacas Holstein Friesian

PARAME | TRATAMI DIAO DIA 4 DIA 8 DIA 13 DIA 15 DIA 17
TROS ENTO
FSH-rcs
Protocolos
NORMAL 31,57+1,6 | 30,85+1,7 | 46,42+3,06 | 44,00+5,6 | 76,00+0,00 | 56,57+4,0
ODL 1Aa 9Aa Ba 5Ba Ca 1Da
REDUCID 26,85+1,3 | 27,00+1,2 | 41,71+2.66 | 52,42+4 4 | 52,00+2,42 | 55,00+0,5
0] 3Ab 9Ab Bb 4Ch Ch 0Da
NORMAL 24.28+15 | 25,85+0,9 | 35,57+2,05 | 32,85+3,2 | 45,00+0,00 | 45,85+1,6
ODA 5Ab 6Ab Bc 3Bc Cc 5Cb
REDUCID 23,57+2,0 | 22,57+1,4 | 36,28+1,93 | 36,00+1,4 | 33,71+1,32 | 32,00+0,0
(0] 9Ab 6AC Bc 1Bd BCd 0Cc
NORMAL 30,14+1,6 | 29,43+14 | 40,43+2,86 | 45,00+0,0 | 45,00+,00C | 47,14+2 6
OIL 8Aa 4Aa Ba 0Ca a 4Ca
REDUCID 29,14+2 1 | 26,85+1,4 | 34,28+1,78 | 60,00+1,4 | 52,14+4.61 | 48,00+0,0
(@] 4Aa 5Ab Bb 1Chb Db 0Da
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OIA

NORMAL 2428+15 | 24,71+16 | 32,57+2,17 | 40,57+0,2 | 41,00+0,00 | 39,14+1,6

5Ab 5Ab Bb 0Cc Cc 1Ch
REDUCID 22,4310 | 22,43+1,1 | 30,57+1,29 | 47,71+2,0 | 39,43+2,65 | 38,00+0,0
0] 9Ab 9AcC Bbc 2Ca Dc 0Db

Fuente: Elaboracion propia
(p<0,05)

ODL=ovario derecho longitud; ODA= ovario derecho ancho; OIL=0vario Izquierdo longitud,;
OIA=Ovario izquierdo ancho.

Protocolo Normal= dosis total FSH-rcs a 4 aplicaciones.

Protocolo Reducido= dosis total FSH-rcs a 2 aplicaciones.

Dia 0= inicio del protocolo IATF; Dia 4= aplicacion FSH-rcs; Dia 8= Celo Donadoras.
Dial3= colecta de embriones; Dia 15= colecta de embriones; Dia 17= colecta de embriones.
Letras A, B, C y D indica diferencias entre los dias 0, 4, 8,13, 15y, 17 dentro de cada grupo.
Letras a, b, ¢ y d indica diferencias dentro de cada columna dentro del mismo dia.

Capitulo IV
17. RESULTADOS

A continuacion, presentamos los resultados obtenidos en el trabajo de investigacion:
Respecto a la evaluacion de la respuesta superovulatoria en donantes de embriones
tratadas con 4y 2 aplicaciones de FSH-rcs recombinante presentamos lo siguiente:

Diametro ovarico (longitud /ancho) de vacas Holstein Friesian durante los protocolos de
superovulacién y colecta de embriones mediante el uso de FSH-rcs recombinante con dosis

total en un protocolo normal - 4 aplicaciones y un protocolo reducido - 2 aplicaciones.

Tabla 3. Didmetro ovérico (longitud /ancho) de vacas Holstein Friesian

PARAME | TRATAMI DIAO DIA 4 DIA 8 DIA 13 DIA 15 DIA 17
TROS ENTO
FSH-rcs
Protocolos
NORMAL 31,57+1,6 | 30,85+1,7 | 46,42+3,06 | 44,00+5,6 | 76,00+0,00 | 56,57+4,0
ODL 1Aa 9Aa Ba 5Ba Ca 1Da
REDUCID | 26,85+1,3 | 27,00+1,2 | 41,71+2,66 | 52,42+4 4 | 52,00+2,42 | 55,00+0,5
(0] 3Ab 9Ab Bb 4Cb Cb 0Da
NORMAL 24.28+15 | 25,85+0,9 | 35,57+2,05 | 32,85+3,2 | 45,00+0,00 | 45,85+1,6
5Ab 6ADb Bc 3Bc Cc 5Cb
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ODA REDUCID | 23,57+2,0 | 22,57+1,4 | 36,28+1,93 | 36,00+1,4 | 33,71+1,32 | 32,00+0,0
0] 9Ab 6AC Bc 1Bd BCd 0Cc
NORMAL 30,14+1,6 | 29,43+1,4 | 40,43+2,86 | 45,00+0,0 | 45,00+,00C | 47,14+2,6

OIL 8Aa 4Aa Ba 0Ca a 4Ca
REDUCID | 29,14+21 | 26,85+1,4 | 34,28+1,78 | 60,00+1,4 | 52,14+4,61 | 48,00+0,0
(@] 4Aa 5Ab Bb 1Cb Db 0Da
NORMAL 2428+15 | 24,71+1.6 | 32,57+2,17 | 40,57+0,2 | 41,00+0,00 | 39,14+1,6

OIA 5Ab 5Ab Bb 0Cc Cc 1Cb
REDUCID | 22,43+1,0 | 22,43+1,1 | 30,57+1,29 | 47,71+2,0 | 39,43+2,65 | 38,00+0,0
0] 9Ab 9AC Bbc 2Ca Dc 0Db

Fuente: Elaboracion propia
(p<0,05)

ODL=ovario derecho longitud; ODA= ovario derecho ancho; OlIL=0vario Izquierdo longitud,;
OIA=0vario izquierdo ancho.
Protocolo Normal= dosis total FSH-rcs a 4 aplicaciones.
Protocolo Reducido= dosis total FSH-rcs a 2 aplicaciones.
Dia 0= inicio del protocolo IATF; Dia 4= aplicacion FSH-rcs; Dia 8= Celo Donadoras.
Dial3= colecta de embriones; Dia 15= colecta de embriones; Dia 17= colecta de embriones.
Letras A, B, C y D indica diferencias entre los dias 0, 4, 8,13, 15y, 17 dentro de cada grupo.
Letras a, b, ¢ y d indica diferencias dentro de cada columna dentro del mismo dia.
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Capitulo IV
18. RESULTADOS

A continuacion, presentamos los resultados obtenidos en el trabajo de investigacion:
Respecto a la evaluacion de la respuesta superovulatoria en donantes de embriones

tratadas con 4y 2 aplicaciones de FSH-rcs recombinante presentamos lo siguiente:

Diametro ovarico (longitud /ancho) de vacas Holstein Friesian durante los protocolos de
superovulacion y colecta de embriones mediante el uso de FSH-rcs recombinante con dosis

total en un protocolo normal - 4 aplicaciones y un protocolo reducido - 2 aplicaciones.

Tabla 3. Didmetro ovérico (longitud /ancho) de vacas Holstein Friesian

PARAME | TRATAMI DIAO DIA 4 DIA 8 DIA 13 DIA 15 DIA 17
TROS ENTO
FSH-rcs
Protocolos
NORMAL | 31,57+1,6 | 30,85+£1,7 | 46,42+3,06 | 44,00+5,6 | 76,00+0,00 | 56,57+4,0
ODL 1Aa 9Aa Ba 5Ba Ca 1Da
REDUCID | 26,85+1,3 | 27,00+£1,2 | 41,71+2,66 | 52,42+4,4 | 52,00+2,42 | 55,00+0,5
O 3Ab 9Ab Bb 4Chb Cb O0Da
NORMAL | 24,28t+1,5 | 25,85+0,9 | 35,57+2,05 | 32,85+3,2 | 45,00+£0,00 | 45,85+1,6
ODA 5Ab 6Ab Bc 3Bc Cc 5Cb
REDUCID | 23,57+2,0 | 22,57£1,4 | 36,28+1,93 | 36,00+1,4 | 33,71+£1,32 | 32,00+0,0
0] 9Ab 6AC Bc 1Bd BCd 0Cc
NORMAL | 30,14+1,6 | 29,43+1,4 | 40,43+2,86 | 45,00+0,0 | 45,004+,00C | 47,14+2,6
OlL 8Aa 4Aa Ba 0Ca a 4Ca
REDUCID | 29,14+2,1 | 26,85+1,4 | 34,28+1,78 | 60,00+1,4 | 52,14+4,61 | 48,00+0,0
0 4Aa 5Ab Bb 1Cb Db ODa
NORMAL | 24,2815 | 24,71£1,6 | 32,57£2,17 | 40,57+0,2 | 41,00+0,00 | 39,14+1,6
OIA 5Ab 5Ab Bb 0Cc Cc 1Cb
REDUCID | 22,43+1,0 | 22,43+1,1 | 30,57+1,29 | 47,71+2,0 | 39,43+2,65 | 38,00+0,0
0 9Ab 9AcC Bbc 2Ca Dc 0Db

Fuente: Elaboracion propia
(p<0,05)

ODL=ovario derecho longitud; ODA= ovario derecho ancho; OIL=Ovario Izquierdo longitud;
OlA=0vario izquierdo ancho.
Protocolo Normal= dosis total FSH-rcs a 4 aplicaciones.

Protocolo Reducido= dosis total FSH-rcs a 2 aplicaciones.
Dia 0= inicio del protocolo IATF; Dia 4= aplicacion FSH-rcs; Dia 8= Celo Donadoras.

Dial3= colecta de embriones; Dia 15= colecta de embriones; Dia 17= colecta de embriones.
Letras A, B, C y D indica diferencias entre los dias 0, 4, 8,13, 15 y,17 dentro de cada grupo.
Letras a, b, ¢ y d indica diferencias dentro de cada columna dentro del mismo dia.
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En la Tabla 3 se presenta la cronologia de desarrollo ovarico en vacas Holstein Friesian
sometidas a 2 diferentes protocolos de superovulacion utilizando FSH- recombinante bovina
(FSH-rcs). Se observan diferencias estadisticas en la longitud y ancho del ovario derecho e
izquierdo (ODL-ODA-OIL-OIA) en el dia 8 respecto al dia 0 y 4 del protocolo en el grupo
normal y reducido respectivamente; siendo mayor la longitud y ancho del ODL y ODA del dia
8 respecto a los dias 0 y 4 (p<0,05). En los dias 13,15 y 17 de la colecta de embriones el ODL
normal presenta diferencias estadisticas entre los diferentes dias, siendo mayor el ODL normal
de dia 15 respecto al dia 13 y 17; en el ODL reducido de observa diferencias estadisticas entre
el dia 17 respecto el dia 13 y 15, siendo mayor la longitud y ancho del ovario en el dia 17
(p<0,05). EI ODA normal y reducido presenta diferencias estadisticas entre el dia 13 respecto
los dias 15 y 17, siendo menor el ancho del ovario en el dia 13 (ODA normal) y mayor el ancho
del ovario en el dia 13 (ODA reducido) respecto los dias 15y 17. El ODL y OIL normal no
presentan diferencias estadisticas en la longitud y ancho entre los dias 13,15y 17 del protocolo.
Sin embargo, el OIL y OIA reducida presentan diferencias estadisticas en el dia 13 respecto a
los dias 15 y 17; siendo mayor la longitud y ancho ovario en el dia 13 del protocolo (p<0,05).
En relacién al tratamiento de FSH-rcs normal y reducida y su efecto en la longitud y ancho de
los ovarios derecho e izquierdo se observa en el dia 0 diferencias estadisticas entre ODL
normal, OIL normal y reducido respecto a ODL reducido, ODA normal -reducido, OIA normal
— reducido, siendo mayor la longitud en los ovarios OLD - OIL normal y reducido (p<0,05).
En el dia 4 se presentan diferencias estadisticas entre ODL y OIL normal respecto a ODL
reducido, ODA normal y reducido, OIL reducido, OIA normal y reducido, siendo mayor la
longitud en los ovarios ODL y OIL normal (p<0,05). En el dia 8 se presentan diferencias
estadisticas entre ODL y OIL normal respecto a ODL reducido, ODA normal y reducido, OIL
reducido, OIA normal y reducido, siendo mayor la longitud en los ovarios ODL y OIL normal
(p<0,05). En el dia 13 se presentan diferencias estadisticas entre ODL normal, OIL normal y
OIA reducido respecto ODL reducido, ODA normal y reducido, OIL reducido, OIA normal,
siendo mayor la longitud en los ovarios ODL y OIL normal y mayor el ancho en los ovarios
OIA reducido(p<0,05). En el dia 15 se presentan diferencias estadisticas entre ODL y OIL
normal respecto ODL reducido, ODA normal y reducido, OIL reducido, OIA normal y
reducido, siendo mayor la longitud en los ovarios ODL y OIL normal (p<0,05). En el dia 17 se
presenta diferencias estadisticas entre ODL y OIL normal y reducido respecto ODA y OIA
normal y reducido (p<0,05).
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Respecto a la evaluacion de las estructuras ovaricas en donantes de embriones tratadas

con 4y 2 aplicaciones de FSH recombinante presentamos lo siguiente:

Tabla 4. Estructuras ovaricas — numero de foliculos totales de vacas Holstein Friesian durante
protocolos de superovulacion y colecta de embriones mediante el uso de FSH- recombinante
con dosis total en un protocolo normal - 4 aplicaciones y un protocolo reducido - 2 aplicaciones.

PARAME | TRATAMI DIAO DIA 4 DIA 8 DIA 13 DIA 15 DIA 17
TROS ENTO
FSH-rcs
Protocolos
NORMAL | 12,29+1,1 | 12,86+1,2 | 14,43+1,19 | 6,43+0,2 | 7,00+0,00 | 5,57+0,4
NFTOTA 9Aa 0Aa Aa OBa Ba 8Ca
L REDUCID | 12,14+0,7 | 12,43+0,7 | 12,86+0,88 | 6,29+0,6 | 5,14+0,63 | 4,00+0,0
@) 4Aa 5Aa Aa OBa Bb 0Cb

Fuente: Elaboracion propia
(p<0,05)
NFTOTAL= numero de foliculos totales (ovario derecho e izquierdo)
Protocolo Normal= dosis total FSH-rcs a 4 aplicaciones.
Protocolo Reducido= dosis total FSH-rcs a 2 aplicaciones.
Dia 0= inicio del protocolo IATF; Dia 4= aplicacion FSH-rcs; Dia 8= Celo Donadoras.
Dial3= colecta de embriones; Dia 15= colecta de embriones; Dia 17= colecta de embriones.
Letras A, B, C y D indica diferencias entre los dias 0, 4, 8,13, 15y, 17 dentro de cada grupo.
Letras a, b, ¢ y d indica diferencias dentro de cada columna dentro del mismo dia.

En la Tabla 4 se presenta el nimero de foliculos totales en vacas holstein Friesian sometidas a

2 diferentes protocolos de superovulacion utilizando FSH- recombinante bovina. En el

NFTOTAL normal y reducido se observan diferencias estadisticas en el nimero de foliculos

en el dia 0, 4 y 8 respecto al dia 13, 15y 17, siendo mayor el numero de foliculos en el dia 8

NFTOTAL normal y reducido. Se observa diferencias estadisticas en el dia de la colecta

namero 15y 17 respecto al nimero de foliculos, siendo mayor el nimero de foliculos en el dia

15 NFTOTAL reducido (p<0,05).

Tabla 5. Namero de foliculos del ovario derecho e izquierdo de vacas Holstein Friesian durante
protocolos de superovulacion y colecta de embriones mediante el uso de FSH- recombinante
con dosis total en un protocolo normal - 4 aplicaciones y un protocolo reducido - 2 aplicaciones.

PARAME
TROS

TRATAMI
ENTO

DIAO

DIA4

DIA 8

DIA 13

DIA 15

DIA 17
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FSH-rcs
Protocolos
NFOD NORMAL | 6,86+0,59 | 7,00+0,53 | 7,71+0,83 | 3,00+0,0 | 4,00+£0,0 | 3,14+0,3
Aa Aa Aa 0OBa 0Ca 4Ba
REDUCID | 6,71+0,64 | 6,29+0,36 | 7,14+0,74 | 2,71+0,8 | 2,71+0,4 | 3,00%0,0
@) Aa Aa Aa 1Ba 7Bb OBa
NFOI NORMAL | 5,43+0,72 | 5,86+0,74 | 6,71+0,52 | 3,43+0,2 | 3,00+0,0 | 2,43+0,3
Aa Aa Aa OBa OBa 0Ca
REDUCID | 5,43+0,43 | 6,14+0,40 | 5,71+0,42 | 3,57+0,2 | 2,43+0,2 | 1,00£0,0
@) Aa Aa Aa OBa 0Cb 0Db

Fuente: Elaboracion propia
(p>0,05)
NFOD= numero de foliculos ovario derecho; NFOI= nimero de foliculos ovario Izquierdo.
Protocolo Normal= dosis total FSH-rcs a 4 aplicaciones.
Protocolo Reducido= dosis total FSH-rcs a 2 aplicaciones.
Dia 0= inicio del protocolo IATF; Dia 4= aplicacion FSH-rcs; Dia 8= Celo Donadoras.
Dial3= colecta de embriones; Dia 15= colecta de embriones; Dia 17= colecta de embriones.
Letras A, B, C y D indica diferencias entre los dias 0, 4, 8,13, 15y, 17 dentro de cada grupo.
Letras a y b indica diferencias dentro de cada columna dentro del mismo dia.

En latabla 5 se presenta el numero de foliculos del ovario derecho e izquierdo en vacas holstein
Friesian sometidas a 2 diferentes protocolos de superovulacién utilizando FSH- recombinante
bovina. Se observa en el NFOD normal y reducido diferencias estadisticas en el nimero de
foliculos presentes en el dia 0, 4 y 8 respecto al dia 13,15 y 17, siendo mayor el nimero de
foliculos en el dia 8 de NFOI normal y reducido, y NFOI normal (p<0,05). Se observa
diferencias estadisticas en el dia 15 respecto al numero de foliculos entre NFOD - NFOI normal
respecto al reducido, y en el dia 17 diferencias estadisticas entre NFOI reducido respecto NFOI
normal y NFOD normal y reducido, siendo menor el nimero de foliculos en NFOI reducido de
dia 17 y mayor en el dia 15 de NFOD normal (p<0,05).

Tabla 6. Nimero de cuerpos luteos totales en vacas Holstein Friesian sometidas a 2 diferentes
protocolos de superovulacion utilizando FSH- recombinante bovina con dosis total en un
protocolo normal - 4 aplicaciones y un protocolo reducido - 2 aplicaciones.

PARAME | TRATAMI DIAO DIA 4 DIA 8 DIA 13 DIA 15 DIA 17
TROS ENTO
FSH-rcs
Protocolos
NCL NORMAL | 0,71+0,18 | 0,14+0,1 | 0,00+0,0 | 7,43+1,61 | 10,00+0,0 | 8,00+0,38
TOTAL Aa 4Ba OBa Ca ODa Ca
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REDUCID | 0,57+0,20
0O Aa

0,14+0,1
4Ba

0,00+0,0 | 6,43+0,20 | 7,86+0,26 | 8,00+0,00
0Ba Ca Db Da

Fuente: Elaboracion propia

(p<0,05)

NCL TOTAL= namero de cuerpos luteos total.

Protocolo Normal= dosis total FSH-rcs a 4 aplicaciones.

Protocolo Reducido= dosis total FSH-rcs a 2 aplicaciones.

Dia 0= inicio del protocolo IATF; Dia 4= aplicacion FSH-rcs; Dia 8= Celo Donadoras.
Dial3= colecta de embriones; Dia 15= colecta de embriones; Dia 17= colecta de embriones.
Letras A, B, C y D indica diferencias entre los dias 0, 4, 8,13, 15y, 17 dentro de cada grupo.
Letras a y b indica diferencias dentro de cada columna dentro del mismo dia.

En la tabla 6 se presenta el numero de cuerpos lGteos totales en vacas Holstein Friesian
sometidas a 2 diferentes protocolos de superovulacién utilizando FSH- recombinante bovina.
Se observa en el NCL TOTAL normal y reducido diferencias estadisticas en el nimero de
cuerpos luteos presentes en los dias 0, 4,8,13,15 y 17, siendo mayor el namero de CL en el dia
15 NCL TOTAL normal y dia 17 NCL TOTAL reducido (p<0,05). Se observa diferencias
estadisticas en el dia 15 respecto al nimero de cuerpos luteos, siendo mayor el nimero de CL
en el NCL TOTAL normal respecto el reducido; y en el dia 17 igual nimero de cuerpos lteos
entre normal y reducido (p<0,05).

Tabla 7. Nimero de cuerpos luteos del ovario derecho e izquierdo de vacas Holstein Friesian
durante protocolos de superovulacion y colecta de embriones mediante el uso de FSH-
recombinante con dosis total en un protocolo normal - 4 aplicaciones y un protocolo reducido
- 2 aplicaciones.

PARAME | TRATAMIE DIAO DIA 4 DIA 8 DIA 13 DIA15 | DIA17
NTO
FSH-rcs
Protocolos
NCLOD NORMAL 0,43+0,20A | 0,14+0,1 | 0,00+0,00 | 3,57+1,21 | 6,00+0,0 | 4,14+0,3
a 4Ba Ca Da OEa 4Fa
REDUCID 0,14+0,14A | 0,14+0,1 | 0,00+0,00 | 4,00+0,00 | 4,14+0,3 | 4,00+0,0
0] b 4Aa Aa Ba 4Bb OBa
NCLOI NORMAL 0,14+0,14A | 0,00+0,0 | 0,00+0,00 | 3,86+0,40 | 4,00+0,0 | 3,86+0,4
a 0Aa Aa Ba OBa OBa
REDUCID 0,43+0,20A | 0,00+0,0 | 0,00+0,00 | 2,43+0,20 | 3,71+0,3 | 4,00+0,0
0 b OBa Ba Cb 6Da ODa

Fuente: Elaboracién propia
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(p<0,05)

NCLOD= numero de cuerpos luteos ovario derecho; NCLOI= nimero de cuerpos luteos
ovario izquierdo.

Protocolo Normal= dosis total FSH-rcs a 4 aplicaciones.

Protocolo Reducido= dosis total FSH-rcs a 2 aplicaciones.

Dia 0= inicio del protocolo IATF; Dia 4= aplicacion FSH-rcs; Dia 8= Celo Donadoras.
Dial3= colecta de embriones; Dia 15= colecta de embriones; Dia 17= colecta de embriones.
Letras A, B, C y D indica diferencias entre los dias 0, 4, 8,13, 15y, 17 dentro de cada grupo.
Letras a y b indica diferencias dentro de cada columna dentro del mismo dia.

En la tabla 7 se presenta el nimero de cuerpos luteos del ovario derecho e izquierdo en vacas
Holstein Friesian sometidas a 2 diferentes protocolos de superovulacion utilizando FSH-
recombinante bovina.

Se observa en el NCLOD normal diferencias estadisticas en el dia 0, 4, 8,13 ,15y 17, siendo
mayor el niumero de CL en el NCLOD de dia 15. Se observan diferencias estadisticas en el
NCLOD reducido y NCLOI normal de dia 0,4 y 8 respecto al NCLOD reducido y NCLOI
normal de dia 13,15 y 17, siendo mayor el nimero de CL en dia 15 (p<0,05). EI NCLOI
reducido en el dia O presenta diferencias estadisticas respecto el dia 4,8,13,15 y 17, siendo
mayor el nimero de CL en el dia 17 (p<0,05).

Se observa diferencias estadisticas en el dia 0 respecto al NCLOD — NCLOI normal respecto
al reducido (p<0,05). En el dia 13 se observa diferencias estadisticas de NCLOI reducido
respecto a NCLOD normal — reducido y NCLOI normal, siendo mayor el nimero de CL de dia
15 NCLOD normal (p<0,05).

Tabla 8. Diametro folicular del ovario derecho e izquierdo de vacas Holstein Friesian durante
protocolos de superovulacion y colecta de embriones mediante el uso de FSH- recombinante
con dosis total en un protocolo normal - 4 aplicaciones y un protocolo reducido - 2 aplicaciones.

PARAME | TRATAMI DIAO DIA4 DIA 8 DIA 13 DIA 15 DIA 17
TROS ENTO
Fsh-rcs
Protocolos
DFOD NORMAL | 3,82+0,34 | 3,00+0,13 | 10,42+0,3 | 11,79+0,5 | 15,57+0,0 | 13,16+0,4
Aa Ba 1Ca 0Da OEa TFa
REDUCID | 4,30+0,25 | 2,59+0,04 | 10,55+0,3 | 12,15+0,4 | 14,15+0,4 | 10,80+0,0
@) Aa Bb 7Ca ODa OEb 0Cb
DFOI NORMAL | 4,62+1,10 | 2,91+0,07 | 10,90+0,1 | 12,28+0,2 | 14,46+0,0 | 12,49+0,4
Aa Ba 8Ca ODa OEa 3Da
REDUCID | 3,62+0,21 | 2,64+0,11 | 11,08+0,4 | 12,75+0,3 | 13,47+0,5 | 10,90+0,0
@) Ab Bb 3Ca ODa 2Db 0Cb
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Fuente: Elaboracion propia

(p<0,5)

DFOD= diametro foliculo ovario derecho; DFOI= didmetro foliculo ovario izquierdo.
Protocolo Normal= dosis total FSH-rcs a 4 aplicaciones.

Protocolo Reducido= dosis total FSH-rcs a 2 aplicaciones.

Dia 0= inicio del protocolo IATF; Dia 4= aplicacion FSH-rcs; Dia 8= Celo Donadoras.
Dial3= colecta de Embriones; Dia 15= colecta de embriones; Dia 17= colecta de embriones.
Letras A, B, C y D indica diferencias entre los dias 0, 4, 8,13, 15y, 17 dentro de cada grupo.
Letras a y b indica diferencias dentro de cada columna dentro del mismo dia.

En la tabla 8 se presenta el diametro folicular del ovario derecho e izquierdo en vacas Holstein
Friesian sometidas a 2 diferentes protocolos de superovulacién utilizando FSH- recombinante
bovina. Se observa en el DFOD y DFOI normal y reducido respectivamente diferencias
estadisticas entre los dias 0,4,8,13 ,15 y 17, siendo mayor el didametro folicular en el dia 15
(p<0,05). ElI DFOI presenta diferencias estadisticas respecto a DFOD normal y reducido y
DFOI normal (p<0,05). En el dia 4, 15y 17 se observa diferencias estadisticas entre DFOD y
DFOI normal respecto DFOD y DFOI reducido, encontrando mayor diametro folicular en el
DFOD y DFOI normal respecto el reducido (p<0,05).

Tabla 9. Diametro del cuerpo luteo del ovario derecho e izquierdo de vacas Holstein Friesian
durante protocolos de superovulacion y colecta de embriones mediante el uso de FSH-

recombinante con dosis total en un protocolo normal - 4 aplicaciones y un protocolo reducido
- 2 aplicaciones.

PARAME | TRATAMIE DIAO DIA 4 DIA 8 DIA 13 DIA 15 DIA 17
TROS NTOS
FSH-rcs
Protocolos
DCLOD | NORMAL 3,13+2,44 | 2,22+2,22 | 0,00+0,00 | 14,44+0,0 | 15,73+0,0 | 17,9740,
Aa Aa Ba 6Ca ODa 30Ea
REDUCIDO | 2,51+2,51 | 0,30+0,30 | 0,00+0,00 | 13,88+0,2 | 15,51+,06 | 17,1540,
Aa Bb Ba 2Cbh Da 00Eb
DCLOI NORMAL 2,51+2,51 | 0,00+0,00 | 0,00+0,00 | 13,88+0,2 | 14,55+0,0 | 17,870,
Aa Ba Ba 4Ca O0Da 16Ea
REDUCIDO | 7,87+3,75 | 0,00+0,00 | 0,00+0,00 | 14,28+0,3 | 15,77+0,0 | 17,5540,
Ab Ba Ba 3Ca 7Db OOEa

Fuente: Elaboracion propia
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(p<0,05)

DCLOD-= didmetro cuerpo luteo ovario derecho; DCLOI= didmetro cuerpo luteo ovario

izquierdo.

Protocolo Normal= dosis total FSH-rcs a 4 aplicaciones.
Protocolo Reducido= dosis total FSH-rcs a 2 aplicaciones.

Dia 0= inicio del protocolo IATF; Dia 4= aplicacion FSH-rcs; Dia 8= Celo Donadoras.
Dial3= colecta de embriones; Dia 15= colecta de embriones; Dia 17= colecta de embriones.
Letras A, B, C y D indica diferencias entre los dias 0, 4, 8,13, 15y, 17 dentro de cada grupo.

Letras a y b indica diferencias dentro de cada columna dentro del mismo dia.

En la tabla 9. Se presenta del cuerpo lGteo del ovario derecho e izquierdo en vacas Holstein

Friesian sometidas a 2 diferentes protocolos de superovulacién utilizando FSH- recombinante

bovina. Se observa en el DCLOD y DCLOI normal y reducido respectivamente diferencias

estadisticas entre los dias 0, 4, 8,13 ,15 y 17, siendo mayor el diametro del CL en el dia 17

(p<0,05). El diametro del CI presenta diferencias estadisticas entre el DFOD normal y reducido

enel dia 4, 13, 17; y en el DCLOI normal y reducido en el dia 0 y 15 (p<0,05).

Respecto a la comparacion de la calidad y cantidad de embriones obtenidos de donantes

tratadas con 4y 2 aplicaciones de FSh-rcs recombinante presentamos lo siguiente:

Tabla 10. Estructuras colectadas de vacas donantes Holstein Friesian superovuladas durante
la colecta de embriones mediante el uso de FSH- recombinante con dosis total en un protocolo
normal - 4 aplicaciones y un protocolo reducido - 2 aplicaciones.

PARAMET | TRATAMIE DIA 13 DIA 15 DIA 17
ROS NTOS

FSH-rcs

Protocolos

NORMAL 7,43+1,61Aa 10,00+0,50Ba 8,00+0,38Aa
NCL

REDUCID 6,86+0,34Aa 7,86x0,34Bb 8,00+0,50Ba

@)

NORMAL 6,43+0,20Aa 7,00+0,50Aa 5,57+0,48Ba
NOFL

REDUCID 5,29+0,78Ab 6,14+0,34Ab 4,00+0,35Bb

@)

NORMAL 7,00+1,41Aa 8,00+0,50Ba 7,00+0,38Aa
EstructT

REDUCID 6,43+0,53Aa 7,43+0,53Aa 7,00+0,50Aa

o]
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NORMAL 4,71+0,81Aa 6,00+0,50Ba 5,71+0,36Aa
EmbTrasf
REDUCID 5,57+0,37Aa 5,29+0,18Ab 5,00+0,25Ab
0]
NORMAL 1,43+0,20Aa 2,00+0,25Ba 1,14+0,14Aa
EmbDeg
REDUCID 0,57+0,20Ab 1,86+0,34Ba 1,00+0,25Aa
0]
NORMAL 0,86+0,40Aa 0,00+0,00Ba 0,43+0,20Aa
UFOs
REDUCID 0,29+0,18Ab 0,29+0,18Ab 1,00+0,20Bh
O
Fuente: Elaboracion propia
(p<0,05)

DFOD= diametro foliculo ovario derecho; DFOI= diametro foliculo ovario izquierdo.
Protocolo Normal= dosis total FSH-rcs a 4 aplicaciones.

Protocolo Reducido= dosis total FSH-rcs a 2 aplicaciones.

Dia 0= inicio del protocolo IATF; Dia 4= aplicacion FSH-rcs; Dia 8= Celo Donadoras.
Dial3= colecta de embriones; Dia 15= colecta de embriones; Dia 17= colecta de embriones.
Letras A, B, C y D indica diferencias entre los dias 0, 4, 8,13, 15y, 17 dentro de cada grupo.
Letras a y b indica diferencias dentro de cada columna dentro del mismo dia.

En la Tabla 10. Se presenta el nimero de estructuras totales colectadas, asi como el nimero
de foliculos no ovulatorios y de cuerpos luteos en vacas Holstein Friesian sometidas a 2
diferentes protocolos de superovulacion utilizando FSH- recombinante bovina.

Se observa en el NCL normal diferencias estadisticas en el dia 15 respecto al dia 13 y 17
respectivamente, siendo mayor el nimero de CL en el dia 15 (p<0,05). En NCL reducido se
observa diferencias estadisticas en el dia 15 y dia 17 respecto al dia 13, siendo mayor el nimero
de cuerpos lateos en el dia 17 (p<0,05). Entre el NCL normal y reducido se observa diferencias
estadisticas en el dia 15, presentando mayor nimero de CL que el NCL normal (p<0,05).

Se observa en el NOLF normal y reducido diferencias estadisticas en el dia 17 respecto al dia
13y 15 respectivamente, siendo mayor el namero de NOFL en el dia 15 (p<0,05). Respecto al
NOFL se observa diferencias estadisticas entre el tratamiento normal y reducido en los dias 13,
15 y 17, siendo el NOFL normal en el dia 15 el que presenta mayor numero de FL no
ovulatorios (p<0,05).

Se presenta el numero de estructuras totales colectadas en vacas Holstein Friesian sometidas a
2 diferentes protocolos de superovulacion utilizando FSH- recombinante bovina. Se observa
en las Estructuras Totales normal diferencias estadisticas en el dia 15 respecto el dia 13y 17,

siendo el dia 15 el de mayor nimero de estructuras colectadas (p<0,05). En las estructuras
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totales reducido no se observan diferencias estadisticas entre los dias 13,15y 17, sin embargo,
el dia 15 presenta mayor nuimero de estructuras totales colectadas (p>0,05). No existe
diferencias estadisticas en las estructuras totales normal respecto al reducido en los diferentes
dias 13,15 y 17 de la colecta (p>0,05).

Se presenta el nimero de embriones Transferibles (viables) colectados en vacas Holstein
Friesian sometidas a 2 diferentes protocolos de superovulacion utilizando FSH- recombinante
bovina. Se observa en los embriones transferibles normales diferencias estadisticas en el dia 15
respecto el dia 13 y 17, siendo el dia 15 con el mayor nimero de embriones transferibles
(p<0,05). En los embriones transferibles reducido no existe diferencias estadisticas entre los
dias 13,15, y 17, sin embargo, se observa un nimero mayor de embriones en el dia 13 (p>0,05).
Se observa diferencias estadisticas en los embriones transferibles normales respecto al reducido
de dia 15y 17, siendo mayor el nimero de EmbTransf normal en dia 15 (p<0,05).

Se presenta el numero de Embriones Degenerados (EmbDeg) colectados en vacas holstein
Friesian sometidas a 2 diferentes protocolos de superovulacion utilizando FSH- recombinante
bovina. Se observa en los EmbDeg normal y reducido diferencias estadisticas en el dia 15
respecto el dia 13 y 17, siendo el dia 15 con el mayor niumero de EmbDeg (p<0,05). Se observa
diferencias estadisticas en los EmbDeg normales respecto al reducido de dia 13, siendo mayor
el nimero de EmbDeg en el normal (p<0,05).

Se presenta el nimero de Ovulos no fertilizados (UFOs) colectados en vacas holstein Friesian
sometidas a 2 diferentes protocolos de superovulacién utilizando FSH- recombinante bovina.
Se observa en los UFOs normal diferencias estadisticas en el dia 15 respecto el dia 13y 17,y
en el UFOS reducido diferencias estadisticas en el dia 17 respecto el dia 13 y 15 (p<0,05). Se
observa diferencias estadisticas en los UFOs normales respecto al reducido del dia 13, 15y 17
siendo mayor el nimero de UFOs en el reducido en el dia 17 (p<0,05).

Numero de Cuerpos Luteos del ovario derecho de izquierdo en vacas Holstein Friesian durante
diferentes dias de protocolos de colecta de embriones de dia 13,15 y 17 mediante el uso de
FSH- recombinante con dosis total en un protocolo normal - 4 aplicaciones y un protocolo
reducido - 2 aplicaciones.
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Numero de Cuerpos Luteos - Ovario derecho e
izquierdo: vacas Holstein - donantes

DIAl7
DiAals

DiAals

Cecolecta de embriones

0 2 4 ] E 10 12
N2 Cuerpos liteos

m Dosis: FSH-rcsreducida  m Dosis: FSH-rcs normal

Figura 2. Numero de Cuerpos Luteos del ovario derecho de izquierdo en vacas Holstein
Friesian durante diferentes dias del protocolo de superovulacion (p<0,05).

Fuente: Elaboracion propia
Numero de Foliculos Anovolutarios del ovario derecho de izquierdo en vacas Holstein Friesian
durante diferentes dias de protocolos de colecta de embriones de dia 13,15 y 17 mediante el

uso de FSH- recombinate con dosis reducida - 2 aplicaciones y normal - 4 aplicaciones.

Foliculos anovulatorios - Ovarios: vacas Holstein

- donantes
2
-
£
-]
-
€
] 1 2 3 4 5 B 7 B

M2 Foliculos anoulatotios

B Dosis: FiH-rcsreducida W Dosis: FSH-rcs normal

Figura 3. Numero de Foliculos Anovolutarios del ovario derecho de izquierdo en vacas
Holstein Friesian durante diferentes dias del protocolo de superovulacion (p<0,05).



Numero de Estructuras Totales recuperadas del ovario derecho de izquierdo en vacas Holstein
Friesian durante diferentes dias de protocolos de colecta de embriones de dia 13,15 y 17
mediante el uso de FSH- recombinante con dosis reducida - 2 aplicaciones y normal - 4

aplicaciones.

Estructuras Totales recuperdas: vacas Holstein -
donantes

Ccolecta de embriones
=
>
=
(9]

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
N@ Estructuras Totales

M Dosis: FSH-rcs reducida B Dosis: FSH-rcs normal

Figura 4. Numero de Estructuras Totales recuperadas del ovario derecho de izquierdo en vacas
Holstein Friesian durante diferentes dias del protocolo de superovulacion (p>0,05).

Fuente: Elaboracion propia

Numero de Embriones Viables obtenidos de vacas Holstein Friesian durante diferentes dias de
protocolos de colecta de embriones de dia 13,15 y 17 mediante el uso de FSH- recombinante

con dosis reducida - 2 aplicaciones y normal - 4 aplicaciones.

Embriones Viables: vacas Holstein - donantes

DIA 17

DIA 15

DIA 13

Ccolecta de embriones

o
[
N

3 4 5 6 7
N2 Embriones viables

B Dosis: FSH-rcs reducida B Dosis: FSH-rcs normal
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Figura 5. Numero de Embriones Viables obtenidos de vacas Holstein Friesian durante

diferentes dias del protocolo de superovulacion (p<0,05).

Numero de Embriones Degenerados obtenidos de vacas Holstein Friesian durante
diferentes dias de protocolos de colecta de embriones de dia 13,15 y 17 mediante el uso de

FSH- recombinante con dosis reducida - 2 aplicaciones y normal - 4 aplicaciones.

Embriones Degenerados: vacas Holstein -

donantes
2
-
£
]
-
T
B DI 1 e
0 0,5 1 1,5 2 2,5

N2 Embriones degenerados

B Dosis: FSH-rcsreducida m Dosis: FSH-res normal
Figura 6. Numero de Embriones Degenerados obtenidos de vacas Holstein Friesian durante

diferentes dias del protocolo de superovulacién (p<0,05).

Numero Total de Ovulos no fecundados obtenidos de vacas Holstein Friesian durante
diferentes dias de protocolos de colecta de embriones de dia 13,15 y 17 mediante el uso de

FSH- recombinate con dosis reducida - 2 aplicaciones y normal - 4 aplicaciones.
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Figura 7. Ntimero Total de Ovulos no fecundados obtenidos de vacas Holstein Friesian
durante diferentes dias del protocolo de superovulacién (p<0,05).

Respecto a la evaluacion de los niveles hormonales plasmaticos en donantes de embriones

tratadas con 4 y 2 aplicaciones de FSH recombinante presentamos lo siguiente:

Tabla 11. Niveles de concentracion hormonal de vacas donantes Holstein Friesian
superovuladas durante el protocolo de superovulacion y la colecta de embriones mediante el
uso de FSH- recombinante con dosis total en un protocolo normal - 4 aplicaciones y un
protocolo reducido - 2 aplicaciones.
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Fuente: Elaboracion propia

PARAME | TRATA DIA 4 DIA 7 DIA 8 DIA 13 DIA 15 DIA 17
TROS MIENT
O
FSH-rcs
Protocol
0S
NORM | 75,0443, | 195,96+4 | 440,42+9 | 81,5441, | 79,98+25 | 72,00+2,5
ESTRAD | AL 88Aa 8,52Ba 7,12Ca 26ADa 0ADa 2Aa
I0OL
REDU 91,21+1, | 166,55+3 | 341,14+5 | 84,054, | 77,01+2,7 | 84,12+2 5
CIDO 30Ab 5,37Ba 7,41Ca 27ADa 7ADa 0Deb
NORM | 0,62+0,0 | 0,35+0,04 | 0,19+0,02 | 0,17+0,0 | 0,10+0,00 | 0,18+0,02
FSH AL TAa Ba Ca 1Da Ea Ca
REDU 0,64+0,0 | 0,25+0,03 | 0,16+0,09 | 0,14+0,0 | 0,15+0,01 | 0,15+0,00
CIDO 5Aa Bb Ca 1Db Eb Eb
NORM | 0,14+0,0 | 0,21+0,05 | 0,24+0,02 | 0,18+0,0 | 0,10+0,00 | 0,14+0,01
LH AL 1Aa Ba BCa 2BDa Ea Aa
REDU 0,17+0,0 | 0,16+0,02 | 0,26+0,02 | 0,20+0,0 | 0,18+0,02 | 0,26+0,00
CIDO 1Ab Ab Ba 0Ca Cb Bb
PROGES | NORM | 1,27+0,1 | 1,08+0,10 | 0,43+0,05 | 7,17+0,4 | 26,82+0,0 | 33,34+45
TERON AL 5Aa Aa Ba 9Ca 0Da 1Ea
A
REDU 1,13+0,0 | 1,30+0,06 | 0,51+0,05 | 7,01+0,0 | 24,58+3,4 | 36,18+0,0
CIDO TAa Aa Ba 7Ca 9Da OEa
(p<0,05)

DFOD= diametro foliculo ovario derecho; DFOI= diametro foliculo ovario izquierdo.

Protocolo Normal= dosis total FSH-rcs a 4 aplicaciones.
Protocolo Reducido= dosis total FSH-rcs a 2 aplicaciones.
Dia 0= inicio del protocolo IATF; Dia 4= aplicacion FSH-rcs; Dia 8= Celo Donadoras.
Dial3= colecta de Embriones; Dia 15= colecta de embriones; Dia 17= colecta de embriones.
Letras A, B, C y D indica diferencias entre los dias 0, 4, 8,13, 15y, 17 dentro de cada grupo.
Letras a y b indica diferencias dentro de cada columna dentro del mismo dia.

Niveles plasmaticos de estradiol en vacas Holstein Friesian durante protocolos de colecta de

embriones mediante el uso de FSH- recombinante con dosis reducida - 2 aplicaciones y normal

- 4 aplicaciones.




Estradiol: proctocolo FSH - recombinante
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Figura 8. Niveles plasmaticos de estradiol en vacas Holstein Friesian durante protocolos de
colecta de embriones mediante el uso de FSH recombinate (p<0,05).
Fuente: Elaboracion propia

En la figura 8. Se presentan los niveles hormonales plasmaticos de estradiol de vacas Holstein
Friesian sometidas a 2 diferentes protocolos de superovulacién utilizando FSH- recombinante
bovina. Se observa diferencias estadisticas en la concentracion de estradiol en los dias 7, 8,13
y 15 respecto los dias 4 y 17 del protocolo de FSH-rcs normal y reducida respectivamente,
siendo mayor la concentracion de estradiol en el protocolo FSH-rcs normal. y reducido en el
dia 8 (p<0,05). La concentracion de estradiol presenta diferencias estadisticas entre

tratamientos FSH-rcs normal y reducido en los dias 4 y 17 (p<0,05).
Niveles plasmaticos de hormona foliculo estimulante (FSH) en vacas Holstein Friesian durante

protocolos de colecta de embriones mediante el uso de FSH- recombinante con dosis reducida

- 2 aplicaciones y normal - 4 aplicaciones).
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Figura 9. Niveles plasméticos de hormona foliculo estimulante (FSH) en vacas Holstein
Friesian durante protocolos de colecta de embriones mediante el uso de FSH
recombinate (p<0,05).

Fuente: Elaboracion propia

En la figura 9. Se presenta los niveles hormonales plasmaticos de FSH de vacas Holstein
Friesian sometidas a 2 diferentes protocolos de superovulacion utilizando FSH- recombinante
bovina. Se observa diferencias en la concentracion de FSH en los dias 4, 7, 8, 13,15 del
protocolo de FSH-rcs normal y reducida respectivamente; siendo mayor la concentracion de
FSH en el protocolo FSH-rcs normal y reducida en el dia 4; y diferencias estadisticas entre
FSH normal respecto FSH reducida en el dia 7, 13,15, y 17 (p<0,05).

Niveles plasméticos de hormona luteinizante (LH) en vacas Holstein Friesian durante
protocolos de colecta de embriones mediante el uso de FSH- recombinante con dosis reducida
- 2 aplicaciones y normal - 4 aplicaciones).
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Figura 10. Niveles plasmaticos de hormona luteinizante (LH) en vacas Holstein Friesian
durante protocolos de colecta de embriones mediante el uso de FSH recombinate (p<0,05).

En la figura 10. Se presentan los niveles hormonales plasméticos de LH de vacas Holstein
Friesian sometidas a 2 diferentes protocolos de superovulacién utilizando FSH- recombinante
bovina. Se observa diferencias estadisticas en la concentracion de LH en los dias 4, 7, 8, 13 y
15 del protocolo de FSH-rcs normal y del protocolo FSH-rcs reducida respectivamente; siendo
mayor la concentracién de LH en el protocolo FSH-rcs normal en el dia 8 y en el protocolo
FSH-rcs en el dia 8 y 17 (p<0,05). Se observan diferencias estadisticas entre los tratamientos
FSH-rcs normal y reducido en los dias 4, 15 y 17, con una mayor concentracion de LH en el
protocolo FSH-rcs reducida durante el dia 8 respecto al protocolo FSH-rcs normal (p<0,05).
Niveles plasmaticos de progesterona en vacas Holstein Friesian durante protocolos de colecta
de embriones mediante el uso de FSH- recombinante con dosis reducida - 2 aplicaciones y
normal - 4 aplicaciones.
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Figura 11. Niveles plasmaticos de progesterona en vacas Holstein Friesian durante protocolos
de colecta de embriones mediante el uso de FSH recombinate (p<0,05).
Fuente: Elaboracion propia

En la figura 11. Se presentan los niveles hormonales plasmaticos de progesterona de vacas
Holstein Friesian sometidas a 2 diferentes protocolos de superovulacion utilizando FSH-
recombinante bovina. No se observa diferencias en la concentracion de progesterona en los
dias 4, y 7 del protocolo de FSH-rcs normal y FSH-rcs reducida, sin embargo, se observa
diferencias estadisticas en los dias 8,13,15 y 17 y una mayor concentracion de progesterona en
losdias 13, 15y 17, siendo mayor en el dia 17 (p<0,05). No se observan diferencias estadisticas
en la concentracion de progesterona entre los tratamientos FSH-rcs normal y reducido durante

los dias del protocolo (p>0,05).
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19.

CAPITULO V

DISCUSION

Pese a existir un avance vertiginoso en los ultimos afios en la aplicacion de TRA
(multiovulacion y transferencia de embriones -MOET) en el bovino; aln existen varios factores
que afectan la respuesta superovularia, entre estos factores estan aquellos intrinsecos asociados
a la variabilidad individual de cada donante y extrinsecos asociados al origen de la hormona
para superestimular. Varias investigaciones han descrito el uso y estandarizacion de protocolos
para superovular. Sin embargo, ain es una limitante el uso de hormona foliculo estimulante
(FSH) y hormona luteinizante (LH) de origen animal, presentando concentraciones hormonales
con variabilidad entre lotes producidos (Mikkola et al., 2019). Estos factores que generan esta
variabilidad a dia de hoy aln estan vigentes en los protocolos convencionales de
superestimulacion, y consecuentemente el nimero de embriones viables para transferencia o
congelamiento aun no llegan a superar en nimero de 4,5 / vaca-vacona / colecta (Erdem et al.,
2020).

Ademas, es importante comprender la dindmica folicular y sus mecanismos de autorregulacién
para estudiar nuevas alternativas para el control del ciclo estral (Gabriel A. Bé & Mapletoft,
2014). En el presente estudio, se ha usado una hormona estimulante del foliculo bovino de
cadena simple monocatenaria de accidon extralarga (FSH-rcs) que incluye sitios de N-
glicosilacién adicionales (Gutiérrez-Reinoso et al., 2022). La funcionalidad fisioldgica de
FSH-rcs ha sido evaluada mediante un protocolo de inyeccién Unica/dia (cuatro dosis
decrecientes FSH-rcs normal o convencional) y un protocolo de 2 inyecciones (dos dosis
decrecientes FSH-rcsreducida) para sobreestimular el crecimiento de los foliculos ovéricos en
ganado vacuno. El objetivo principal del presente estudio fue evaluar las respuestas de SOV
mediante el uso de dos protocolos a dosis normal y reducida. La evaluacion del efecto
fisiolégico de este nuevo FSH-rcs experimental mostré una respuesta SOV robusta, teniendo
en cuenta el nimero de cuerpos luteos obtenidos, los niveles de concentracion de Estradiol,
FSH, LH y de progesterona, el nimero y calidad de los embriones recolectados.

Respuesta superovulatoria en donantes de embriones tratadas con 4 y 2 aplicaciones de
FSH recombinante.

En nuestro estudio la respuesta superovulatoria de vacas Holstein se evalué en funcién del
aumento de tamario de los ovarios respecto a la longitud y ancho tanto del ovario derecho como

del izquierdo; en el grupo ODL a dosis normal a dia 8 se obtuvo un tamafio de 46,42+3,06 mm,
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y a dia 15 de 76,00+0,00 y en el ODA de 35,57£2,05 mm y en el dia 17 de 45,85+1,65mm.
Por otro lado, en el OIL a dosis normal de dia 8 el tamafio fue de 40,43+2,86 mm, en el dia 17
de 47,14+2,64mm; en el dia 13 el OIL a dosis reducida fue de 60,00£1,41mm, y en el OIA fue
de 47,71+2,02 a dosis reducido. Nuestros resultados indican que la respuesta superovulatoria
fue Optima y es compatible con estudios descritos por (Carvalho et al., 2014) (Dell’Eva et al.,
2019) (Gutiérrez-Reinoso et al., 2022) Por tanto, la superovulacién mediante la aplicacion de
FSH-rcs a dosis normal y a dosis reducida podrian ser equivalentes. Los promedios més altos
de tamafio ovéricos en relacion a una adecuada respuesta superovulatoria en nuestro estudio
podrian deberse a una respuesta individual de sensibilidad de cada donante, como lo descrito
por (Mikkola et al., 2020)

En nuestro estudio el nimero de estructuras ovaricas en las vacas donantes en relacion al
numero de foliculos totales (NFTOTAL) a dosis normal a dia 8 (14,43+1,19) fue mayor que a
dosis reducida (12,86+0,88). Mientras en el dia 15 el numero de cuerpos ldteos totales (NCL
TOTAL) a dosis normal fue de 10,00+0,00, y en el dia 17 a dosis reducida de 8,00+0,00.
Nuestros resultados indican que existe una Optima respuesta superovulatoria comprables con
el nimero de cuerpos lGteos de estudios descritos por (Gabriel A. B6 & Mapletoft, 2014).
(Dell’Eva et al., 2019) (Khodadadi et al., 2022). Por lo tanto, el nimero de estructuras ovaricas
mediante la aplicacién de FSH-rcs a dosis normal y a dosis reducida presentaron diferencias.
El nimero de cuerpos luteos estan directamente relacionados con la respuesta superovulatoria,
las diferencias entre protocolos podrian deberse a un efecto individual y de disponibilidad de
hormona respecto a la vida media (Mikkola et al., 2020). En otros trabajos se compararon varios
protocolos SOV en novillas utilizando una Unica inyeccién de FSH bovina recombinante de
accion prolongada en diferentes dosis (media y alta) en una sola aplicacién frente a una dosis
media de FSH-p (ocho aplicaciones, respectivamente) (Carvalho et al., 2014). Se observaron
diferencias en el nimero de foliculos ovulatorios, siendo mayores en las novillas tratadas con
FSH-p y bscrFSH en ocho inyecciones de dosis media, y menores en las novillas tratadas con
inyecciones unicas de dosis media y alta. Posiblemente, el uso de dosis medias de FSH-p o
rbFSH no sea suficiente para equilibrar los niveles de FSH necesarios para la estimulacion
folicular (Carvalho et al., 2014).

El didmetro folicular en el estudio no se observo diferencias estadisticas, siendo en el dia 8
(celo donante) el DFOD a dosis normal de 10,42+0,31 mm, a dosis reducido de 10,55+0,37 m;
y el DFOI a dosis normal de 10,90+0,18 mm y a dosis reducido de 11,08+0,43 mm. Sin
embargo, en el dia 15 del protocolo (colecta de embriones) se presentd el mayor diametro

folicular, posiblemente por la vida media larga de la hormona Fsh-rcs genere una mayor
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prolongacion del efecto estimulatorio folicular. Mientras tanto el didmetro de los cuerpos liteos
tanto del ovario derecho como izquierdo fue mayor en el dia 17 del protocolo (colecta de
embriones), siendo el DCLOUD a dosis normal de 17,97£0,30mm, a dosis reducida de
17,15+£0,00mm, y en el DCLOI a dosis normal de 17,87+0,16mm, y a dosis reducida de
17,55+0,00mm.

Embriones obtenidos de donantes tratadas con 4 y 2 aplicaciones de FSh recombinante

El desarrollo de productos de FSH recombinantes de accidon prolongada han permitido la
superestimulacién con un tratamiento Unico o, alternativamente, dos tratamientos con
gonadotropinas con 48 horas de diferencia (Gutiérrez-Reinoso et al., 2022). Ademas, se ha
probado la mezcla de FSH-p con polimeros de liberacién sostenida para reducir el manejo de
los animales durante la superestimulacion (Gabriel A. B6 & Mapletoft, 2014). En nuestro
estudio las Estructuras Totales recuperadas en la colecta de embriones a dia 13,15y 17 presentd
diferencias entre los dias de colecta, siendo la dosis normal mayor el nimero de estructuras
recuperadas (8,00+0,50) en el dia 15 respecto a dosis reducida (7,43+0,53). EI nimero de
embriones transferibles (viables) en el dia 15 a dosis normal fue de 6,00+0,50 siendo mayor
que el de dosis reducida de 5,29+0,18. En nuestro estudio fue mayor el nimero de embriones
viables respecto a lo reportado por trabajos en el que usaron FSH-p (Hayes et al., 2009) y

fueron similares a los trabajos descritos por (Khodadadi et al., 2022)

Por otro lado, el nimero de embriones no viables (degenerados) en el dia 15 a dosis normal fue
de 2,00+0,25 y a dosis reducida de 1,860,34. Y el nimero de Ovulos no fecundados (UFOS)
en el dia 17 fue mayor a dosis reducida (1,00+0,20). Nuestros resultados describen un menor
namero de 6vulos no fecundados en relacion a los reportes de (Dell’Eva et al., 2019) y de
(Khodadadi et al., 2022). Por tanto, en los protocolos SOV utilizados en el presente estudio,
teniendo en cuenta el total de embriones viables de grado | obtenidos, se han observado
diferencias significativas entre FSH-rcs dosis normal y FSH-rcs dosis reducida. Otros estudios
similares usando FSH de origen animal mostraron diferencias en protocolos convencionales
comparando FHS-p vs. FSH-rcs posiblemente porque la FSH recombinante tenga mejor
afinidad por los receptores de FSH en los foliculos (Gutiérrez-Reinoso et al., 2022).
Finalmente, la recuperacion de ovocitos/estructuras embrionarias (embriones no viables,
embriones degenerados y ovocitos no fertilizados) fue comparable a estudios previos que
utilizaron FSH-p durante los protocolos SOV y FSH-p (Acosta et al., 2005) (Gutiérrez-Reinoso
etal., 2022).
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Estos resultados utilizando bscrFSH fueron consistentes y, por lo tanto, bscrFSH podria

considerarse como una alternativa interesante para su uso en protocolos SOV en el presente.

El uso de FSH humana recombinante pura (rhFSH) en bovinos sin LH y gonadotropina
coridnica equina (eCG) como fuente de FSH con alta actividad de LH ya se ha sido descrito,
encontrandose diferencias en las concentraciones de estradiol, progesterona y LH en vacas
SOV que podrian ser relacionado con la falta de actividad de la LH junto con una supresion
grave de la pulsatilidad de la LH (Van de Leemput et al., 2001). Respecto a los niveles de
concentracion plasmatica hormonal de estrégenos, FSH, LH y progesterona en nuestro estudio
presentaron diferencias estadisticas entre los grupos de tratamiento y entre dias. En nuestro
estudio se observaron diferencias en la concentracion de esteroides; el estradiol presenté mayor
concentracion plasmatica en el dia 8 a dosis normal (440,42+97,12) respecto a dosis reducida
(341,14457,41 ng/dl). Se sugiere que los foliculos preovulatorios provenientes de protocolos
de superovulacién presentan niveles de estrogenos en mayor concentracion debido en el dia 8
debido a la presencia del celo de las donantes, lo fisiologicamente permite que la estimulacion
de picos LH que intervienen en la maduracion folicular final y sen la sincronizacion de la
ovulacion. Se ha descrito que la frecuencia del pulso de LH suprime el crecimiento folicular,
la tasa de ovulacién y la fertilizacién En nuestro estudio la LH present6 mayor concentracion
en el dia 8 a dosis reducida (0,26+0,02) que a dosis normal (0,24+0,02 ng/dl) (Macedo et al.,
2011).

Por tanto, la ovulacion local podria inducir una respuesta inflamatoria folicular fisiol6gica
necesaria para una ovulacion exitosa (Dobson & Smith, 2000), que aumentaria con un mayor
namero de foliculos preovulatorios después de la ovulacion (Espey, 1994) en vacas

superovuladas.

En varios estudios la FSH humana recombinante pura (rhFSH) a sido usada en bovinos sin LH,
asi como la gonadotropina coriénica equina (eCG) como fuente de FSH con alta actividad de
LH, encontrandose diferencias en las concentraciones de estradiol, progesterona y LH en vacas
SOV que podrian ser relacionado con la falta de actividad de la LH junto con una supresion
grave de la pulsatilidad de la LH (Van de Leemput et al., 2001). En nuestro estudio la
concentracion plasmatica de FSH fue mayor en el dia 4 a dosis reducidas (0,62+0,07) como a
dosis normal (0,62+0,07 ng/dl) durante el protocolo de superovulacion. En otros estudios se ha
comparado la vida media de la FSH con la FSH-p, siendo de 5 h y de 10 a 12 h respectivamente,

lo que confirma la necesidad de inyecciones dos veces al dia (Laster, 1972).
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Por tanto, se han modificado los protocolos SOV y se han incorporado varias moléculas para
mejorar el rendimiento de la superovulacion (Kemper Green et al., 1996). Asi, en nuestro
estudio la diferencia en concentracion plasmatica de FSH en los diferentes dias protocolo se
podria deber a la variabilidad de aplicacion de la FSH-rcs a dosis normal y a dosis reducida, lo
que podria generar desniveles de concentracion de FSH plasmaética.

Se ha informado que las concentraciones séricas de progesterona en el dia 7 (recogida de
embriones/dia 15) podrian diferir dependiendo de la dosis de NIH-FSH-p junto con la adicion
de suplementos nutricionales en las vacas (Snider et al., 2019). Este hecho estaria relacionado
con un mejor desarrollo folicular y formacién y funcionalidad del cuerpo luteo; sin embargo,
es importante considerar que factores como el origen de FSH vy la reserva folicular ovérica
estan directamente asociados con los resultados obtenidos. La Progesterona en nuestro estudio
presentd mayor concentracion en el dia 17 a dosis reducida (36,18+0,00 ng/dl) que a dosis
normal (33,34+4,51 ng/dl). Por lo tanto, las vacas FSH-rcs reducida SOV presentaron niveles
maés altos de progesterona plasmatica posiblemente por una mayor calidad de cuerpos lGteos
en comparacion con las vacas superovuladas mediante FSH-rcs normal.

Consecuentemente, las concentraciones de progesterona posiblemente no se vieron
influenciadas por el tratamiento en si, pero podrian haber sido afectadas por las interacciones
entre tratamientos. En otros estudios se observé que la progesterona disminuyd a niveles
basales antes en las novillas tratadas con FSH-p que en las novillas tratadas con gonadotropina

menopausica humana (HMG) (Alcivar et al., 1992).
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CAPITULO VI
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
CONCLUSIONES

La respuesta superovulatoria (SOV) de vacas tratadas con FSH-rcs a dosis total en un protocolo
normal (4 aplicaciones) y en un protocolo reducido (2 aplicaciones) proporcionaron una

respuesta similar en la superovulacién de vacas lecheras lactantes Holstein de alta produccion.

El nimero de estructuras ovaricas totales obtenidas (foliculos — cuerpos IGteos) de vacas
superovuladas con FSH recombinante (protocolo normal — 4 aplicaciones y protocolo reducido

— 2 aplicaciones) fue similar y aceptable por vaca donante superestimulada.

La calidad y cantidad de embriones transferibles por vaca donante superestimulada no presentd
diferencias entre tratamientos, sin embargo, los protocolos mediante el uso de FSH-rcs hoy en
dia podrian aumentar el nUmero de embriones transferibles recuperados por unidad de tiempo,

para facilitar y simplificar la aplicacion de programas de transferencia de embriones en granja.

Los niveles hormonales plasméticos de estradiol, LH, FSH y progesterona son equivalentes
entre los protocolos de FSH-rcs normal y FSH-rcs reducido, lo cual no afecta el rendimiento

de cada uno de los protocolos aplicados.

En el presente estudio, se obtuvieron resultados prometedores asociados con una respuesta
SOV oOptima entre los protocolos FSH-rcs dosis normal y FSH-rcs dosis reducida. En
consecuencia, es necesario sefialar que el uso de FSH-rcs de cadena simple y de accion
extralarga podria ser una alternativa interesante para mejorar los resultados asociados a los

protocolos SOV convencional
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RECOMENDACIONES

Dado que los resultados muestran que los protocolos reducidos de FSH-rcs (2
aplicaciones) proporcionan una respuesta similar a los protocolos normales (4
aplicaciones), se recomienda considerar la adopcion de protocolos reducidos. Esto puede
no solo reducir los costos asociados con el tratamiento, sino también minimizar el estrés
y el tiempo dedicado a la administracion de hormonas tanto para el personal de la granja

COmo para las vacas.

Dado que los resultados muestran que los protocolos reducidos de FSH-rcs (2
aplicaciones) proporcionan una respuesta similar a los protocolos normales (4
aplicaciones), se recomienda considerar la adopcion de protocolos reducidos. Esto puede
no solo reducir los costos asociados con el tratamiento, sino también minimizar el estrés
y el tiempo dedicado a la administracién de hormonas tanto para el personal de la granja

Como para las vacas.

Aunque la calidad y cantidad de embriones transferibles no difirieron entre los
protocolos, se menciona la posibilidad de aumentar el nimero de embriones transferibles
recuperados por unidad de tiempo con el uso de protocolos basados en FSH-rcs. Es
importante explorar esta oportunidad para maximizar la eficiencia de los programas de

transferencia de embriones en la granja.

Segun los resultados prometedores obtenidos en el estudio, el uso de FSH-rcs de cadena
simple y accién extralarga podria ser una alternativa interesante para mejorar los
resultados asociados con los protocolos de superovulacién convencionales. Se
recomienda investigar mas a fondo esta opcion y evaluar su viabilidad en el contexto de
la produccion lechera. Aunque no se encontraron diferencias significativas en los niveles
hormonales plasmaticos entre los protocolos, se sugiere un monitoreo regular de estos
niveles para garantizar la estabilidad y eficacia del tratamiento a lo largo del tiempo. Esto
puede ayudar a ajustar los protocolos segun sea necesario para mantener una respuesta
Optima de superovulacion. Dado el potencial prometedor de los protocolos de
superovulacién basados en FSH-rcs, se recomienda continuar la investigacién en este
campo para explorar nuevas formas para mejorar la eficiencia y la rentabilidad de la

produccion de embriones en vacas lecheras.
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