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Resumen

La investigacion se llevé a cabo en la Granja Nero de la Universidad de Cuenca, el objetivo
fue determinar la concentracion plasmética de la hormona Foliculo-estimulante (FSH) y la
respuesta ovarica al aplicar 200 mg de FSH, en dosis Unica via epidural, en vacas Holstein
mestizas. Se compararon dos vias de administracion de la FSH en un protocolo de
superovulacion (SOV): intramuscular (T1) y epidural (T2). Se valor6 la concentracién de la
FSH, respuesta superovulatoria, porcentaje de ovulacion, cantidad y calidad de estructuras
recolectadas en cada tratamiento. La concentracion de FSH se mantuvo alta hasta la hora
50, después, la hormona disminuy6 hasta llegar a niveles basales en ambos tratamientos. El
namero de foliculos observados después del tratamiento de SOV fue similar en T1 (15,5 +
4,29)y T2 (15,3 + 1,89). No se observo diferencia significativa en el diametro de los foliculos
enT1(11,9+£0,49 mm)y T2 (10,8 £ 1,49 mm) p>0,05. La cantidad de cuerpos liteos en T1
(2,8+1,03)y T2 (7,5 +3,7), asi como su tamafio (T1= 16,80 £ 0,68 mm; T2= 18,1 £ 0,99 mm)
fueron similares (p>0,05). Asimismo, se observé una gran cantidad de foliculos que no
ovularon (T1= 12,8 + 4,33; T2 = 7,50 + 2,59); y tampoco se encontré diferencia estadistica
entre el nimero de estructuras (T1=1,8 + 0,9; T2=4,8 + 3,0) y embriones transferibles
colectados (T1=0,5 + 0,3; T2=3,8 + 2,6) al final del protocolo. En conclusion, la FSH
administrada por via epidural mantuvo niveles similares durante las primeras 50 h a los
observados al aplicar la FHS via intramuscular en un protocolo convencional; sin embargo, a
las 52 h, la concentracién de FSH bajo a niveles basales en T1, los cuales se mantuvieron
hasta el final del protocolo.
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Abstract

The research was carried out at the Nero Farm of the University of Cuenca, the objective was
to determine the plasma concentration of Follicle Stimulating Hormone (FSH) and the ovarian
response when applying 200 mg of FSH, in a single dose epidurally, in cows. Holstein
crossbreeds. Two routes of FSH administration were compared in a superovulation (SOV)
protocol: intramuscular (T1) and epidural (T2). The FSH concentration, superovulatory
response, ovulation percentage, quantity and quality of structures collected in each treatment
were assessed. The FSH concentration remained high until hour 50, then the hormone
decreased until reaching basal levels in both treatments. The number of follicles observed
after SOV treatment was similar at T1 (15.5 £ 4.29) and T2 (15.3 = 1.89). No significant
difference will be observed in the diameter of the follicles in T1 (11.9 £ 0.49 mm) and T2 (10.8
+ 1.49 mm) p>0.05. The number of corpora luteain T1 (2.8 + 1.03) and T2 (7.5 + 3.7), as well
as their size (T1= 16.80 = 0.68 mm; T2= 18.1 £ 0.99 mm) were similar (p>0.05). Likewise, a
large number of follicles that did not ovulate were observed (T1= 12.8 + 4.33; T2 = 7.50
2.59); and no statistical difference was found between the number of structures (T1=1.8 £ 0.9;
T2=4.8 + 3.0) and transferable embryos collected (T1=0.5 £ 0.3; T2=3 .8 * 2.6) at the end of
the protocol. In conclusion, FSH administered epidurally maintained similar levels during the
first 50 h to those observed when FHS was applied intramuscularly in a conventional protocol;
However, at 52 h, the FSH concentration dropped to basal levels in T1, which were maintained
until the end of the protocol.

Keywords: superovulation, epidural, fsh, corpus luteum, embryo
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Introduccién
En los protocolos de superovulacion (SOV) comunmente se utiliza la hormona Foliculo-
estimulante (FSH), que impulsa el crecimiento y desarrollo de varios foliculos antrales
pequefios hasta el estadio de dominancia (Bautista et al., 2019), proporcionando un mayor
namero de foliculos que después de la ovulacion proveen ovocitos listos para ser fecundados

y luego colectados (Becaluba, 2007).

Sin embargo, la vida biolégica media de la FSH es de 5 horas, condicionante que crea la
necesidad de administrar mafiana y tarde durante 4 dias consecutivos (8 aplicaciones), con
diferencia de 12 horas entre dosis (B6 & Mapletoft, 2014). Esta manipulacién de la donadora
puede provocar estrés y esto a su vez repercutir sobre la respuesta superovulatoria; ademas,
aplicaciones consecutivas pueden llevar a errores en la dosificacion del producto (Kimura,
2016).

Varios estudios han buscado reducir el nimero de aplicaciones de FSH mediante la
administracion intramuscular o subcutanea de esta gonadotropina disuelta en agentes de
liberacion lenta, como la polivinilpirrolidona (Ratsiri et al., 2021) e hidroxido de aluminio en gel
(AH-gel) en bovinos (Kimura, 2016). Estos diluyentes mezclados con la FSH producen una
solucién viscosa dificil de preparar y homogenizar, y ademas, incrementan el costo final del

protocolo (Kimura, 2016).

Se ha reportado que la aplicaciéon de una dosis Unica de FSH por via epidural (400 mg)
provoca estimulaciéon ovarica en bovinos, generando resultados alentadores en cuanto a
namero de embriones colectados, similares a los que se obtienen al aplicar un protocolo
convencional (Sakaguchi et al., 2018). La liberacién lenta de la FSH en la circulacion periférica
se consigue gracias a la alta cantidad de grasa que contiene el conducto epidural del ganado
de carne; sin embargo, los resultados podrian variar en ganado de aptitud lechera por su

condicién corporal (Lee et al., 2001).

Recientemente, nuestro grupo de investigacion ha publicado resultados que valoran la
respuesta superovulatoria mediante la aplicacion de una dosis Unica de FSH (200 mg) por via
epidural en vacas Holstein mestizas y observé una respuesta SOV similar (P>0,05) entre
donadoras que recibieron el protocolo convencional (8 dosis de FSH=17,6 foliculos) y el
alternativo (FSH dosis Unica via epidural=13,9 foliculos), con un diametro de foliculos
valorados en el dia 9 del protocolo similar (10,5 mm y 9,9 mm respectivamente) en ambos
tratamientos; sin embargo, el nimero de foliculos que llegaron a ovular contabilizado a través
del numero de cuerpos lateos fue menor (7,8 CL) en el protocolo alternativo (via epidural),

comparado con los 14,4 CL observados en el protocolo convencional, ademas el didmetro de



UCUENCA 1

CL fue menor en el protocolo alternativo (11,1 mm) vs. el convencional (14,8 mm); finalmente,
luego de la colecta de embriones se obtuvieron 3,4 embriones viables (via epidural) vs. 8,7
en el protocolo convencional (Araujo & Cordero, 2021).

Estos resultados nos lleva a pensar que la aplicacién de 200 mg de FSH via epidural en dosis
Unica , permitiria mantener niveles altos de la hormona por un tiempo menor a 72 horas en
promedio, lo cual es requerido para que los foliculos puedan crecer y adquirir capacidad
ovulatoria (Kanitz etal., 2002), lo que conlleva a una disminucién de la respuesta
superovulatoria y reduccién en el porcentaje de recuperacion y calidad de embriones, tal
como ha descrito Chumchai et al. (2021). Por lo tanto, es necesario realizar estudios
adicionales sobre las concentraciones de FSH post- aplicacion via epidural y la respuesta

superovulatoria a este protocolo.

Paul Danilo Delgado Tello — Ashley Nicole Vasquez Prado
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Objetivos
Objetivo General

Cuantificar la concentracién plasmatica de la hormona Foliculo-estimulante (FSH) y la

respuesta ovarica al aplicar 200 mg de FSH via epidural en vacas Holstein mestizas.

Objetivos Especificos
= Medir la concentraciéon de la hormona Foliculo-estimulante post-aplicacién de una
dosis Unica de 200 mg de FSH via epidural.
= Valorar la respuesta ovarica al proceso de superovulacion con una dosis Unica de FSH
via epidural en vacas Holstein mestizas.

Paul Danilo Delgado Tello — Ashley Nicole Vasquez Prado
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Revisiéon de literatura

Multiovulacion y transferencia de embriones

El concepto de multiovulacion y transferencia de embriones (MOET, por sus siglas en inglés)
fue introducido en la Universidad de Guelph en 1987 por Smith citado por Lonergan & Boland,
(2011) haciendo referencia a una herramienta biotecnoldgica importante para el mejoramiento
genético de los animales (Rodrigues et al., 2017). Se trata de un proceso que somete a la
donante a un tratamiento hormonal de estimulacibn ovérica para posteriormente ser
inseminada con el fin de colectar el mayor nimero de embriones transferibles a multiples
receptoras que genéticamente no estan relacionadas (Hasler, 2004). Esta técnica se puede
aplicar en varias especies como vacas, ovejas, bufalas, cerdas y cabras (Faizah et al., 2018)
con el fin de incrementar la mejora genética hasta un 65% en la progenie de estos animales
(Lonergan & Boland, 2011).

Esta biotecnologia necesita de la aplicacion de protocolos de superovulacion (SOV, por sus
siglas en ingles) en las vacas donadoras, para lo cual se han utilizado diferentes esquemas
de aplicacién de farmacos para lograrlo. No obstante, a pesar de los intentos de mejorar la
técnica los resultados no han mostrado variaciones importantes (Maldonado & Bolivar, 2008).

Superovulacion

La superovulacion de la hembra donante es indispensable para todos los procedimientos
involucrados en la transferencia de embriones (Mogollon & Burla, 2013). El procedimiento
implica la sincronizacion del estro y la ovulaciébn mediante la aplicacién exdgena de un
tratamiento hormonal y la estimulacién ovarica a través de la aplicacién exdgena de la
hormona FSH con el fin de desarrollar y madurar varios foliculos simultaneamente,
posibilitando la produccion y recoleccion de embriones luego de la inseminacion (Kolling et al.,
2021).

El tratamiento se considera efectivo cuando se logran mas de dos ovulaciones por donante,
es decir, en lugar de obtener un servicio anual con gestacion por animal se obtienen 10 a 20
servicios eliminando el tiempo de gestacion de la hembra donante (Motta et al., 2011).
Aproximadamente el 85% de la donadoras fértiles responden positivamente al protocolo SOV

obteniendo seis embriones transferibles por hembra en promedio (Garzén et al., 2007).

Variabilidad de la respuesta superovulatoria

En un protocolo SOV exitoso generalmente se obtiene una media de seis embriones
utilizables (Garzon et al., 2007), sin embargo, existe la probabilidad de que entre 20-30% de
hembras superovuladas no respondan al tratamiento o no se recuperen embriones o se

produzcan muy pocos embriones de buena calidad (Becaluba, 2007), por este motivo es muy

Paul Danilo Delgado Tello — Ashley Nicole Vasquez Prado
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dificil predecir la respuesta de un protocolo de superovulacion (Gabriel B6 & Mapletoft, 2014;
Seidel & Seidel, 1991).

A lo largo del tiempo se ha tratado de explicar mediante numerosos estudios la gran variacion
individual que existe en la respuesta ovarica a los tratamientos SOV con la finalidad de
reducirla, sin embrago, el éxito de la biotecnologia esta condicionada por factores intrinsecos
0 extrinsecos no controlables que disminuyen la respuesta superovulatoria, pudiendo llegar

incluso a la ausencia total de la misma (B6 et al., 2011).

Hormonas utilizadas en el protocolo SOV

Con el fin de promover la superovulacion de la hembra donante se puede administrar la
gonadotrofina coridnica equina (eCG) asociada a un suero anti-eCG o de forma aislada
(Edelman et al., 2003) o la hormona foliculoestimulante (FSH) purificada de la glandula
pituitaria de porcinos, equinos u ovinos (Machado et al., 2013).

La eCG consigue una respuesta superovulatoria cuando se aplicaba entre los dias 8-12 del
ciclo estral, sin embargo, tiene una vida media de 40 horas y persiste en la circulacion hasta
por 10 dias (Murphy & Martinuk, 1991), provocando la estimulacion prolongada del
crecimiento folicular (Mogollon & Burla, 2013) acompafiados de niveles de estrogenos altos
gue afectan directamente a la calidad embrionaria y a la tasa de fertilizacion (Takedomi et al.,
1994). Asimismo, se ha comprobado que para obtener resultados similares en tratamientos
posteriores, existe la necesidad de aumentar la dosis de administracion debido a que dicha
hormona promueve la aparicion de anticuerpos anti-eCG (Kimura et al., 2007).

Hormona foliculoestimulante (FSH)

La hormona foliculoestimulante juega un rol muy importante en los procesos reproductivos
de varios vertebrados debido a que impulsa el crecimiento y desarrollo de varios foliculos
secundarios hasta el estadio de dominancia (Madrid et al., 2016). Esta hormona es sintetizada
en la adenohipodfisis y actia en las células de la granulosa del ovario estimulando la
foliculogénesis y la esteroidogénesis (Bautista et al., 2019). Comunmente se utiliza la FSH-p
(extracto de pituitaria porcina) en los protocolos SOV (Ponce, 2015), pero, debido a que posee
una vida media corta (5 horas 0 menos) se requiere varias aplicaciones via intramuscular
para conseguir el efecto deseado (Machado et al., 2013). Para que se desarrollen varios
foliculos y pueda ocurrir la superovulacion que permita colectar una mayor cantidad de
embriones, se necesitan entre 6 a 8 aplicaciones de FSH con intervalos de 12 horas durante
3 a4 dias (Fonseca et al., 2001). Para obtener los mejores resultados posibles, las hormonas
deben ser aplicadas en tiempos y cantidades previamente establecidas segun el protocolo y

animales a utilizar (Vilcatoma, 2018).

Paul Danilo Delgado Tello — Ashley Nicole Vasquez Prado
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La FSH-p se obtiene a partir de un proceso que incluye la filtracion del extracto de pituitaria
porcina; precipitacion de proteinas; y separacion cromatogréafica por intercambio iénico,
adsorcion y exclusion de la glucoproteina, aunque no se ha determinado la pureza de FSH-
p, se ha demostrado que el producto final posee una alta potencia biol6gica (Deguettes et al.,
2020).

Estudios demostraron que la FSH pura no es adecuada para provocar superovulacién debido
a que afectara negativamente a la respuesta superovulatoria (Jiménez, 2009). En los
preparados comerciales debe existir la presencia de LH con el fin de lograr mejores resultados
en el protocolo, recomendandose un nivel maximo de 15-20% de LH debido a que
concentraciones mayores provoca efectos no deseados en la produccién y calidad

embrionaria (Mogollon & Burla, 2013).

Vias de administracion

En el tratamiento de SOV la principal via de administracién de la FSH es la intramuscular
(IM), aunque también se obtuvieron resultados deseables con la via subcutanea (SC)
(Mapletoft et al., 2002); adicionalmente se ha utilizado la via intravenosa con infusiones
continuas del farmaco (Cabodevila & Torquati, 2008). Varios han sido los estudios sobre vias
de administracion de FSH, sin embargo, la inyeccion IM en dosis decrecientes durante 3 a 4
dias genera mejores resultados, excepto cuando el compuesto es aplicado en la parte
posterior de la escapula en un sola dosis via SC, debido a que se generan resultados similares

a la inyeccién IM (Castro & Rodriguez, 2014).

Actualmente se estudia la epidural como via de administracién de FSH debido a que provoca
resultados similares al protocolo convencional (Sakaguchi et al., 2018). Se aconseja utilizar
esta via con una Unica dosis total para reducir el estrés ocasionado en los animales por las
multiples punciones y movilizaciones que tienen que experimentar con el protocolo

convencional (Cabodevila & Torguati, 2008).

Frecuencia de la aplicacion de FSH

En los protocolos convencionales se utiliza una dosis total (400 mg) de FSH, que debe ser
administrada de manera decreciente en dos dosis diarias (am/pm) durante tres a cuatro dias
(Arriaga, 2010) dependiendo del animal, la raza, y la variabilidad del animal (Jiménez, 2009).
El ganado Bos taurus es menos sensible a la accién de FSH en comparacion al ganado Bos
indicus (Becaluba, 2007). En condiciones de dificil acceso y manejo de los animales, la
administracién de una sola dosis de FSH al dia durante 3 a 4 dias puede ser considerada
debido a que varios estudios demostraron que se obtienen resultados similares en

comparacion a la aplicacion dos veces por dia (Jiménez, 2009). En cuanto a la via
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subcutanea, la administracion de una sola dosis de FSH produce resultados deseables en el
protocolo SOV (Hasler et al., 1983). La administracién de FSH via epidural en dosis Unica
induce un desarrollo folicular semejante al protocolo convencional de dos dosis diarias via IM
(Sakaguchi et al., 2018).

Farmacocinéticay farmacodinamia de la FSH via epidural
El objetivo principal de la administracion de farmacos via epidural es alcanzar un efecto mas

eficaz que cuando se administra a través de la via sistémica (Castifieiras, 2007).

La absorcion y distribucion del farmaco en la via epidural depende directamente de la cantidad
de grasa epidural (Apaza, 2017; Mugabure et al., 2005). Los compuestos administrados en el
espacio epidural son expuestos a un area vascular relativamente grande que permite una
rapida absorcion y distribucion del farmaco a través de la sangre (Lee et al., 2001; Rioja et
al., 2013). Los farmacos aplicados en la via epidural pueden tener varios destinos: la grasa
epidural, los ligamentos, el espacio muscular paraespinoso y las meninges espinales, y la
mayor parte de estos destinos disminuyen la probabilidad de que el medicamento alcance la
medula espinal (Siafaka, 2012).

La solubilidad de los medicamentos depende de sus caracteristicas fisicoquimicas
(hidrosolubles o liposolubles), esto determina su farmacocinética y distribucién en el torrente
sanguineo. Para llegar a la circulacion periférica el farmaco tienen que atravesar las
meninges, los farmacos liposolubles poseen un inicio de accion mas rapido que los
hidrosolubles debido a que alcanzan la medula espinal de forma rapida gracias a la facilidad
para atravesar la membranas (Casati, 2000).

La FSH es una glicoproteina que posee dos subunidades polipeptidicas llamadas alfa (a) y
beta (8) (Narvaez & Tamay, 2013). El farmaco debe ser primeramente absorbido para llegar
a su lugar de accion, para esto debe atravesar varias membranas que le permiten llegar hacia
la sangre, posteriormente al liquido intersticial y finalmente a las células diana en donde
realizara su funcion. Mucho tienen que ver las proteinas de fijacién existentes en el plasma
sanguineo ya que de estas depende el transporte del farmaco desde la sangre hacia los
tejidos (Armijo, 2003); asimismo se debe tener en cuenta los sistemas enzimaticos de las

meninges que son capaces de metabolizar las drogas (Siafaka, 2012).

A través de la via epidural las concentraciones de FSH en el plasma sanguineo se encuentran
aproximadamente tres horas después de su aplicacién y su pico de concentracion maxima es
de 5,7 =+ 2,5 horas después de su administracion (Sakaguchi et al., 2018). Posteriormente, la

FSH se acopla a las células de la granulosa ovarica a través de receptores denominados
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polipéptidos de tipo G, activando la adenilatociclasa y la proteina cinasa dependiente de
AMPc (Narvdez & Tamay, 2013).

Niveles plasméticos de la FSH

Fisiolégicamente, la aparicion de una nueva onda folicular esta directamente relacionada con
el aumento en los niveles de FSH, que puede incrementar entre 1,5 a 2 veces la concentracion
basal (Franco & Uribe, 2012). Durante el periodo interovulatorio del ganado Bos Indicus las
concentraciones basales de FSH oscilan entre 0,2 - 0,8 ng/ml (Castilho et al., 2007) y en el
ganado Bos taurus se mantiene entre 0,2 — 3 ng/ml (Lane et al., 2009). La concentracion al
momento del pico de FSH puede llegar hasta 6 ng/ml (Ginther et al., 2001). Dicho pico ocurre
entre 12 y 24 horas antes de la aparicion de la onda folicular (Butler et al., 2008), debido a
gue los bovinos presentan multiples ondas foliculares. Se ha observado que el pico de FSH
son mas altos en la onda ovulatoria en comparacién con la onda anovulatoria (Forde et al.,
2011).

Existen muy pocos estudios sobre la concentracion plasmatica de FSH cuando es aplicada
de manera exdgena. Recientemente se comparo la curva de la hormona en un protocolo SOV
convencional y un protocolo alternativo con una sola dosis de farmaco via epidural (Chumchai
et al., 2021). Los resultados demostraron que en el protocolo convencional la concentracién
plasmética de FSH aument6 después de 2 horas de la administracién y se mantuvo
relativamente constante hasta por 10 horas y conservandose en la circulacién hasta 72 horas.
A las 79 horas posteriores a la primera inyeccion los niveles de la hormona disminuyeron a
un nivel mas bajo que a la hora 0 de la administracién (Chumchai et al., 2021). Por el contrario,
la concentracion plasmatica de FSH en el grupo alternativo aumenté drasticamente en 2 horas
y alcanzo un pico durante aproximadamente 2 horas, disminuyendo a partir de entonces a un
nivel menor al registrado a hora 0, aproximadamente 10 horas después de la aplicacion. En
conclusién, la concentracion de FSH plasmatica luego de la aplicacion epidural fue menor en

todo momento que la alcanzada por el grupo control (Chumchai et al., 2021).
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Materiales y Métodos

Materiales

Materiales bioldgicos

Vacas de raza Holstein mestizas
Pajuelas de semen bovino (Holstein)

Muestras de sangre

Materiales quimicos

Kit de Elisa FSH (Bovine follicle-stimulating hormone Elisa Kit. MyBiosource inc.
California. USA)

Dispositivo intravaginal de progesterona (DIP; CIDR®; 1,9 g de progesterona;
Zoetis, Quito, Ecuador)

Benzoato de estradiol (BE; Gonadiol®; Zoetis, Quito, Ecuador 1 mg/ml)
Progesterona inyectable (Progesterona®; ERMA, Quito, Ecuador 25 mg/ml)
Prostaglandina (PG; dinoprost trometamina; Lutalyse®, Zoetis, Quito, Ecuador 25
mg)

Gonadorelina (GnRH®, MSD, Nueva York, USA 0,1 mg)

Hormona foliculo estimulante FSH (Folltropin-V®, Vetoquinol, Québec, Canada
400 mq)

Xilacina 2% (Xilacina?’, Richmond Vet Pharma, Buenos Aires, Argentina)
Lidocaina 2% (Lidocaine™, Richmond Vet Pharma, Buenos Aires, Argentina)
Yodo povidona

Alcohol 70%

Medio de lavado (VIGRO™, Vetoquinol, Québec, Canada)

Materiales fisicos

Ecdgrafo con sonda lineal 7,5 Hmz (Prosound 2)
Sistema de lavado de doble via

Sonda Foley

Mandril

Dilatador

Jeringas

Filtro de coleccion

Estereoscopio (Nikon SMZ-745T)

Pipetas

Cajas petri de busqueda

Cajas petri de cuatro pocillos
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»= Plantillas de campo

Metodologia

Area de estudio

Figura 1. Mapa Satelital, ubicacion geografica Granja Experimental “Nero” de la facultad de
ciencias agropecuarias de la Universidad de Cuenca. Fuente: Directorio Cartografico de
Google Maps, 2021.

Ubicacion geogréfica

El estudio se realiz6 en la granja de Nero de la Universidad de Cuenca, ubicada en la provincia
del Azuay, cantén Cuenca, Parroquia Bafios, sector Nero (2°57'32.4"S 79°06'13.2"W), con
una altitud de 3.100 m s.n.m., una temperatura de 7 - 8 °C y una precipitacion pluvial que
varia de 500-1.000 milimetros (mm) anuales.

Animales de granja

Se seleccionaron 8 vacas de raza Holstein mestizas, ciclicas, con una condicién corporal
entre 2,5 a 3 en una escalada de 1-5 de acuerdo a lo determinado por Hoedemaker et al.
(2009) en la que 1 es emaciado y 5 es obeso, sin problemas reproductivos, ciclicas, con mas
de 60 dias post parto y que pasaron la prueba del enhebrado (paso del dilatador a través del

CErvix).
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Disefio experimental

La investigacion realizada fue de tipo experimental, teniendo como variable independiente la
via de aplicacién de la FSH: intramuscular (T1) vs. epidural (T2). Las variables dependientes
evaluadas fueron: concentraciones de FSH durante el dia 4, 5, 6 y 7 del protocolo de SOV,
respuesta a la superovulacion valorada el dia 9, porcentaje de ovulacion y cantidad y calidad

de embriones colectados el dia 16 del protocolo.

Las 8 vacas seleccionadas se repartieron al azar en los dos tratamientos descritos a

continuacion:

» T1 =via de administracion de la FSH intramuscular (n=4)

= T2 =via de administracion de la FSH epidural (n=4)
Protocolo de SOV, mediante la administracién de FSH via intramuscular

Las cuatro donadoras de T1 recibieron un protocolo de SOV en el cual la FSH fue
administrada via epidural. Brevemente, el protocolo empezé a las 06h00 am del dia 0, con la
colocacion de un dispositivo intravaginal de liberacion de progesterona (CIDR de 1,9 g de
progesterona) mas la aplicacion IM de 2 mg benzoato de estradiol (Gonadiol) y 50 mg de
progesterona inyectable (Progesterona). A partir del cuarto dia los animales recibieron dos
veces al dia (06h00 y 18h00) dosis decrecientes de FSH via intramuscular: dia 4 (06h00 = 60
mg; 18h00 = 60 mg), dia 5 (06h00 =40 mg; 18h00 = 40 mg), dia 6 (06h00 = 30 mg; 18h00 =
30 mg). Adicionalmente, el dia 6 en la mafiana (06h00) y en la tarde (18h00) se aplicaron 25
mg de prostaglandina (Lutalyse). El dia 7 se inyectaron a las 06h00 = 20 mg de FSH al igual
que a las 18h00; ademas, el dia 7 en la mafana se retir6 el dispositivo intravaginal de
progesterona. Al dia siguiente (dia 8), a las 06h00 se colocé un parche detector de celoy en
la tarde se aplicé 0,25 mg de gonadorelina (Fertagyl). El dia 9 en la mafiana se realiz6 la
primera inseminacion y en la tarde la segunda A, y la colecta de los embriones fue ejecutada

en el dia 16 del protocolo (Figura 2).
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Figura 2. Esquema del protocolo de superovulacién, con la administracion de FSH via
intramuscular. BE=Benzoato de estradiol. P4=Progesterona inyectable. CIDR=Dispositivo
intravaginal de liberacion de progesterona. FSH=Hormona foliculoestimulante.
PG=Prostaglandina. Parche=Parche detector de celo. GnRH=Gonadorelina. IA=

inseminacion artificial. Lavado=colecta de embriones.

Protocolo de SOV, mediante administracion de FSH via epidural

En T2 los animales recibieron el siguiente protocolo: a las 06h00 en el dia 0 se coloco un
dispositivo intravaginal de liberacion de progesterona (CIDR de 1,9 g de progesterona) mas
la aplicacion IM de 2 mg benzoato de estradiol (Gonadiol) y 50 mg de progesterona inyectable
(Progesterona). En la mafiana (06h00) del dia 4 los animales recibieron una sola dosis de
FSH (200 mg) diluidos en 5 ml de solucién salina por via epidural, entre el espacio de la Ultima
vértebra sacray la primera coccigea. El dia 6 en la mafiana (06h00) y en la tarde (18h00) se
aplicaron 25 mg de prostaglandina (Lutalyse). El dia 7 en la mafiana se retir el dispositivo
intravaginal de progesterona. Al dia siguiente (dia 8), a las 06h00 se coloc6é un parche
detector de celo y en la tarde se aplicé 0,25 mg de gonadorelina (Fertagyl). El dia 9 en la
mafiana se realizé la primera inseminacion artificial y en la tarde la segunda IA, la colecta de

los embriones se ejecuto en el dia 16 del protocolo (Figura 3).
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Figura 3.Esquema del protocolo de superovulacion por via epidural. BE=Benzoato de
estradiol. P4=Progesterona inyectable. CIDR=Dispositivo intravaginal de liberacion de
progesterona. FSH=Hormona foliculoestimulante. PG=Prostaglandina. Parche=Parche
detector de celo. GnRH=Gonadorelina. 1A= inseminacion artificial. Lavado=colecta de

embriones.
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Valoracién de la concentracion de FSH en plasma

En ambos tratamientos a partir del dia 4 hasta el dia 7 se tomaron muestras de sangre (5 ml)
por venopuncion de la vena yugular en tubos Vacutainer con EDTA. El inicio del muestreo fue
a las 06h00 (antes de la aplicacién de FSH) y se tomaron muestras seriadas: 0, 2; 4; 12; 24;
26; 28; 36; 48; 50; 52; 60; 72; 74; 76; 84 horas. Una vez tomadas las muestras, estas fueron
colocadas en un cooler con hielo, luego centrifugadas a 1.000 g x 15 min. Las muestras de

plasma se congelaron a -20°C y posteriormente fueron analizadas (Tabla 1).

Tabla 1. Planificacién del horario para la toma de muestras sanguineas.

Dia 4 Dia5 Dia 6 Dia 7
Hora Muestra Hora  Muestra Hora Muestra Hora  Muestra
06:00 0 06:00 24 06:00 48 06:00 72
08:00 2 08:00 26 08:00 50 08:00 74
10:00 4 10:00 28 10:00 52 10:00 76

18:00 12 18:00 36 18:00 60 18:00 84

Fuente: Autores

La cuantificacion de la concentracion de FSH se realiz6 por inmunoensayo enzimatico
competitivo usando el kit (Bovine follicle-stimulating hormone (FSH) Elisa). La dosis minima
detectable de FSH bovina segun el fabricante fue inferior a 2 mUl/ml. Precision intra-ensayo:
CV%<15%, precision entre ensayos: CV%<15%.

Los resultados obtenidos segln la casa comercial del kit de Elisa utilizado se encontraban en
muUl/ml; sin embargo, en la mayoria de estudios la unidad de medida en la que se expresan
la concentracién de la FSH es ng/ml; por tal motivo, se transformaron las mUI/ml a ng/ml,
considerando que 1 mUIl/ml equivale a 0,047 ng/ml. Por lo antes indicado, los resultados del

presente estudio seran presentados en ng/ml.

Valoracién de la respuesta superovulatoriay de la ovulacion

Para valorar la respuesta superovulatoria se cuantificaron el nimero de foliculos (>8 mm)
presentes en cada uno de los ovarios, mediante ecografia previo a la primera inseminacion
artificial en la mafiana en el dia 9 del protocolo de SOV. La ultrasonografia se realizé con un
ecografo portétil (Prosound2), provisto de sonda lineal, con una frecuencia de 7,5 MHz,

siempre por el mismo técnico.

En el dia 16, previo a la colecta de los embriones se realizé una ecografia de ambos ovarios

para cuantificar el nimero de cuerpos liteos presentes en cada uno. La ultrasonografia se
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realiz6 con un ecografo portatil (Prosound2), provisto de sonda lineal, con una frecuencia de

7,5 MHz, siempre por el mismo técnico.

Preparacion del animal previo al proceso de recoleccion de embriones

La donadora fue colocada en una manga cumpliendo las respectivas medidas de
bioseguridad, tanto para el operador como para el animal. Luego se procedio a realizar la
asepsia y antisepsia del tren posterior del animal con agua y amonio cuaternario. A
continuacion, se localiz6 y prepar6 el lugar donde se aplicé un anestésico (mezcla de 4,5 cc
de lidocaina al 2% + 0,4 cc de xilacina) por via epidural (Ultima sacra y primera coccigea).

La recuperacion de embriones se realizé al dia 16 del protocolo, es decir, 7 dias posteriores
a la inseminacion artificial, mediante la técnica no quirdrgica. Para lo cual primero se paso
una sonda Foley hasta la curvatura mayor del cuerno derecho en donde se procedio a inflar
el balén con la cantidad de aire necesario para cada caso. Luego se sacé el mandril y se
conecto el sistema de lavado de dos vias, una de las vias se conecté al medio de lavado y la
otra a un filtro de colecta. Una vez realizado el lavado uterino, el filtro fue transportado para

su evaluacion. Este procedimiento se repitié en cada cuerno uterino.
Valoraciéon de los embriones obtenidos

Una vez realizado el lavado de los embriones, estos fueron colocados en una caja Petri de
busqueda y posteriormente evaluados mediante un estereoscopio, determinando su grado de
desarrollo y su calidad, de acuerdo con los parametros establecidos por la International
Embryo Transfer Society (2010).

Analisis estadistico

Los datos fueron procesados en Excel y analizados en el programa estadistico SPSS version
25. Se realizaron estadigrafos principales de todas las variables. Se evalu6 la normalidad de
los datos con la prueba de Shapiro wilk. El analisis de la variable concentraciones de FSH fue
realizada mediante la prueba de ANOVA y sus medidas comparadas con la prueba de Tukey
al 5%. La respuesta a la SOV, el nimero de ovulaciones y embriones obtenidos fueron
analizados con la prueba de T de Student. Y el analisis de la calidad y estadio de desarrollo

de los embriones se llevé a cabo con la prueba de Chi-cuadrado.
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Resultados y discusion

Peso, condicién corporal (CC) y recuento de foliculos antrales

Las hembras de ambos grupos presentaron pesos promedios similares (T1=542,5 + 47,10 y
T2=541,5 £ 55,93 Kg); ademas, estos animales poseian una condicion corporal de 2,8 £ 0,10
(T1)y 2,7 £ 0,11 (T2) con un recuento de foliculos antrales antes de la aplicacién de FSH de
17,3 + 3,42 para T1 y 16 £ 2,12 para T2; Tabla 2). Estos resultados demuestran la
homogeneidad de las donadoras en los dos tratamientos evaluados.

Tabla 2. Caracteristicas generales de las donadoras previo al inicio de los tratamientos de

superovulacion.

VARIABLES N Tl T2 P
Peso (kg) 4 542,5 + 94,21 541,5+ 111,87 ns
Condicion Corporal (escala de 1 4 2,8+0,2 2,7+0,24 ns
ab)
Recuento Foliculos Antrales (n) 4 17,3 +6,84 16 +4,24 ns

Tl1=intramuscular. T2=epidural. P=significancia estadistica entre grupos. Prueba de T de
Student.

Concentracion de la hormona Foliculo-estimulante (FSH) post aplicacién de una dosis
Unica de 200 mg de FSH via epidural

En el presente estudio se observo que antes de aplicar la primera dosis de FSH, en el dia 4
del protocolo a la hora 0 (06h00) la concentracion de esta hormona fue similar (p>0,05) en
ambos tratamientos T1 (1,40 + 0,20 ng/mL) y T2 (1,25 + 0,08 ng/mL). Estos valores se
encontraban dentro de los niveles basal para la especie bovina 1,5 ng/ml de FSH reportado
por Chasombat et al. (2013).

Sin embargo, después de la aplicacion intramuscular y epidural de FSH, la concentracion de
la hormona se elevo 14,80 veces en T1 (20,75 ng/mL) y 20,20 veces en T2 (25,46 ng/mL) a
las 2 horas, sin diferencia entre tratamientos (p>0,05). Estos valores son concordantes con
los descritos por Chumchai et al. (2021), quienes reportaron que la FSH administrada via
epidural proporcionaba valores superiores a 25 ng/mL después de 10 horas posteriores a la

aplicacion de la hormona.

La evidencia cientifica describe que el protocolo ideal de superovulacién requiere que la FSH

circulante mantenga niveles superiores a los 2,5 ng/mL al menos por 72h, para que el
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crecimiento de los foliculos se mantengan constante y sostenido hasta que alcancen el

tamafio 8 mm y adquieran la capacidad para ovular (Gabriel B6 & Mapletoft, 2020).

El nivel mas alto de FSH en ambos tratamientos se observo a las 4 horas (10h00) y luego se
observd una disminucion constante hasta la toma de las 24 horas, post aplicacién de FSH
(Figura 4).

w
o
]

N
(6}
1

— Intramuscular
----- Epidural

N
o
1

-
o
1

a1
1

Concentracion de FSH (ng/mL)
H
(6]
]

| —
0 2 4 12 24 26 28 36 48 50 52 60 72 74 76 84

Figura 4. Concentracion media de FSH en T1 (intramuscular) y T2 (epidural) valorada a partir
del dia 4 alas 0; 2; 4; 12; 24; 26; 28; 36; 48; 50; 52; 60; 72; 74; 76; 84 horas.

En el quinto dia del protocolo previo a la administracion de FSH (24h) en T1 la concentracion
de FSH fue la mitad (10,80 + 8,21 ng/mL) de la observada en T2 (20,80 £ 10,05 ng/mL), lo
cual es indicativo de que la via epidural permite mantener una liberacién lenta y constante de
la FSH comparada con la intramuscular (Bernards, 2002). Probablemente esto sea debi6 a la
cantidad de grasa que posee el espacio vertebral que disminuy6 la absorcion de la hormona;
asi como también a la cantidad y disponibilidad de venas epidurales y a la solubilidad de la

sustancia aplicada por esta via (Lee et al., 2003).

De manera similar en el sexto dia, la concentracion hormonal previo a la administracion de
FSH (48h) en T1 (8,63 + 4,11 ng/mL) present6 1,87 veces menos hormona en comparacion
con T2 (16,22 + 7,47 ng/mL); sin embargo, 2 horas después (50h) de la administracién de
FSHvia IM en T1 los valores se igualaron a los observados en T2 (17,54 + 7,15 ng/mL; 17,94
+ 7,28 ng/mL respectivamente). Por lo tanto, la concentracion de FSH mantuvo en niveles

similares hasta las 50 horas en los dos tratamientos como se puede observar en la Figura 4.
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En la décimo primera valoracion (52h) fue la Unica vez que se observo diferencia estadistica
(p<0,05) entre T1 (20,83 £+ 3,23 ng/mL) y T2 (8,86 £ 1,77 ng/mL), llegando a presentar 2,3
veces menos concentracion que las donadoras de T1. Esta particularidad indica que la
administracion de 200 mg de FSH via epidural, en una sola dosis, permite mantener
concentraciones elevadas de esta hormona hasta 50 horas post aplicacion, esta disminucion
drastica de la hormona podria explicar el gran niumero de foliculos que no llegaron a ovular
en T2, basado en el principio de la necesidad de que los niveles de FSH se mantengan altos
por al menos 72h para que alcancen tamafio y capacidad para ovular (B6 & Mapletoft, 2020)

para luego bajar a niveles basales.

Recuento de foliculos antrales valorados en el dia 0 y 9 del protocolo de
superovulacion

No se observé diferencia significativa (p>0,05) en cuanto al nimero de foliculos antrales al
inicio del protocolo entre los tratamientos T1 (17,3 + 3,42) y T2 (16 £+ 2,12; Figura 5; Panel
1). Estos resultados son similares a los valores establecidos (17,5 + 0,85 foliculos) para vacas
de la raza Holstein alimentadas bajo un sistema pastoril en el tropico alto ecuatoriano (Araujo
& Cordero, 2021) y 17,26 + 0,38 foliculos (Ayala et al., 2022). Los mismos que concuerdan
con los observados por Mossa et al. (2012) en un estudio realizado en la zona alta de Irlanda,

determinando una media de 18,5 + 9,0 foliculos antrales.

Sin embargo, en otras investigaciones realizadas en ganado Holstein alimentadas en
sistemas intensivos y en condiciones tropicales se establecen un recuento de foliculos
antrales (RFA) superior al del presente estudio, por ejemplo Furukawa et al. (2020)
encontraron 27,2 + 12,2 foliculos, mientras que Gobikrushanth et al. (2017) reportaron 26 +

1,0 foliculos.

La diferencia en el RFA observados en los trabajos antes indicados podria estar relacionados
con las caracteristicas propias de la zona, ya que existe evidencia cientifica que describe que
vivir en regiones altas (3.000 m s.n.m) afecta negativamente algunas funciones corporales
como la reproductiva en humanos (Verratti & Di Giulio, 2012), ademas, la hipoxia hipobarica
y el estrés oxidativo que sufren los ovinos en zonas altas influye en el funcionamiento del eje
hipotalamo, hipdfisis, ovarios, comprometiendo la foliculogénesis, crecimiento del cuerpo
lateo y la expresion de los genes IGF-1 y IGF-II (Parraguez et al., 2013), llegando a reducir
la fertilidad de estos animales, en comparacion con los que viven a nivel del mar (Parraguez
& Gonzalez, 2020)

Si bien no existen trabajos en la especie bovina que relacionen la hipoxia y la fertilidad, hay

estudios que describen cambios en la fisiologia ovarica del bovino Criollo en la sierra del
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Ecuador (Ayala et al., 2019) que podrian estar ligados al factor piso altitudinal (hipoxia
hipobérica). Sumado a esto, también hay que considerar las condiciones nutricionales propias
de la zona que podrian alterar el medio metabdlico y endécrino de la descendencia de estos
bovinos (Santos et al., 2008), ya que, estudios de epigenética (reprogramacion) describen
gue el medio ambiente que rodea a la madre afecta al nuevo ser durante su vida fetal,
ejerciendo profunda influencia en el desarrollo, y funcién fisiolégica del neonato (Reynolds &
Caton, 2012).
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Figura 5. Media y error estandar del recuento de foliculos antrales (RFA) en el dia 0 (Panel
1). En el Panel 2 se describe la respuesta al protocolo de superovulacion (dia 9) y el
porcentaje de superovulacion observado (Panel 3). Prueba T de student.

En cuanto nimero de foliculos antrales que respondieron al protocolo SOV y que fueron
valorados en el dia 9, no se encontraron diferencias significativas (p<0,05) entre los
tratamientos T1 (15,5 +4,29) y T2 (15,3 £ 1,89; Figura 5; Panel 2). Es decir, que para T1 el
89,59% de los foliculos antrales respondieron al protocolo de SOV llegando a presentar un
tamafo >8 mmy en T2 el 95,62% (Figura 5; Panel 3).

Los resultados observados son concordantes con trabajos que describen que la respuesta a
la SOV fue similar al aplicar FSH por via intramuscular o por via epidural, por ejemplo,
Sakaguchi et al. (2018) obtuvieron una media de 18, 3 + 7,5 foliculos en el protocolo
convencional vs. 15,4 + 6,0 foliculos en el protocolo via epidural y Ochea et al. (2015)
determinaron una media de 14 foliculos como media al evaluar un protocolo SOV alternativo

(epidural) vs. el convencional (IM) en vacas Holstein.

Los resultados obtenidos en T1 (15,5 £ 4,29 foliculos; Figura 5; Panel 2) en el presente
estudio fueron similares a los resultados reportados por Chumchai et al. (2021) quienes al

evaluar dos vias de administracion de FSH (IM=Convencional y Epidural) en un protocolo
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SOV, obtuvieron un promedio de 17,1 £ 1,5 foliculos 29 mm para el grupo control, pero ellos
describieron un namero menor de foliculos que respondieron a la SOV al aplicar FSH via
epidural (8,5 = 1,5) en comparacion al tratamiento T2 de nuestra investigacion (15,3 + 1,89;
Figura 5; Panel 2).

Diametro de foliculos visualizados en el dia 9 del protocolo de SOV

La capacidad ovulatoria de un foliculo se adquiere cuando este llega a tener un tamafio igual
0 superior a 8 mm (Ginther, 2016), sin embargo, para Lépez et al. (2022) la capacidad
ovulatoria de un foliculo dominante en vacas Bos taurus se adquiere cuando este ha
alcanzado un diametro aproximado de 10 mm. Basados en este principio, se considera que
el tratamiento alternativo via epidural de nuestro estudio (T2) estimul6 el crecimiento de
foliculos en la fase de reclutamiento hasta la etapa de dominancia y estos resultados fueron
similares al tratamiento convencional intramuscular (T1), sin diferencias estadisticas (p>0,05)
entre tratamientos T1 (11,9 %= 0,49 mm) y T2 (10,8 £ 1,49 mm; Figura 6). Estos valores
coinciden con la media de 11,6 £ 0,5 mm determinadas para vacas de la raza Holstein (Duica,
2013).
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Figura 6. Media y error estdndar del tamafio de los foliculos que respondieron a la SOV,

valorado el dia 9 del protocolo. Prueba de T de Student.

Recuento y diametro de cuerpos lateos (CL) en el dia 16 del protocolo de SOV

El estudio demostré que ambos tratamientos (T1 = 2,8 + 1,03y T2 = 7,5 = 3,7) no se
diferenciaron estadisticamente en cuanto al nimero de CL presentes, pero se encontro
diferencia numérica que indica un mayor nimero de ovulaciones en T2 (Figura 7; Panel 1).
Sin embargo, en otros trabajos de nuestro grupo de investigacion se ha observado que un

protocolo convencional (14,4 + 1,7) proporciona un mayor nimero de CL en comparacion con
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el protocolo via epidural (7,8 £ 1,9) con dosis de 400 mg y 200 mg de FSH respectivamente
(Araujo & Cordero, 2021), igual reporte emitieron Chumchai et al. (2021) cuando la dosis de
FSH en el protocolo alternativo fue de 400 mg (convencional = 15,3+ 1,0 CLy epidural = 8,5
+ 1,3 CL).

El cuerpo luteo desempefia un rol muy importante en el ciclo estral de la hembra, su funcién
principal es la produccion de progesterona (P4), hormona que regula la fertilidad y mantiene
la prefiez (Okuda et al., 2001). Herzog et al. (2010) indicaron que el CL se forma posterior a
la ovulacion y tiene tres fases, la fase de crecimiento en donde el CL duplica su tamafio en
los proximos 4-7 dias, la fase estética en el cual el CL mantiene su dimensién hasta el dia 16,

para finalmente disminuir su volumen lentamente en la llamada fase de regresion.
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Figura 7. Media y error estandar del nimero de cuerpos liteos observados en los dos
tratamientos el dia 16 del protocolo (Panel 1). Tamafio medio de los cuerpos liteos

contabilizados el dia 16 (Panel 2). Prueba de T de Student.

La valoracién del diametro del CL en este trabajo se realizé en el dia 7 post ovulacién y no se
encontraron diferencias estadisticas (p<0,05) entre tratamientos (T1= 16,80 + 0,68 mmy T2=
18,1 + 0,99 mm; Figura 7; Panel 2). Los resultados encontrados son inferiores a los
determinados por Chumchai et al. (2021), quienes evaluaron dos protocolos de SOV el
convencional y el epidural, y observaron un tamafio promedio de cuerpos liteos de 24,1+ 1,1
mm y 19,6 = 1,3 mm respectivamente; posiblemente esto se debe a que en nuestro estudio

se utilizaron 300 mg de FSH para el protocolo convencional y 200 mg para el alternativo en
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comparacion con los 400 mg de la hormona utilizados en los dos protocolos por los autores

mencionados.

Recuento y diametro de foliculos que no ovularon en el dia 16 del protocolo SOV

Al evaluar el namero de foliculos que no llegaron a ovular no se encontré diferencia (p<0,05)
entre los tratamientos (T1 =12,8 + 4,33y T2=7,50 £ 2,59; Figura 8; panel 1). Los resultados
observados en el presente estudio difieren de los reportados por Araujo & Cordero, (2021)
quienes observaron que los animales que recibieron FSH via epidural presentaron mayor
namero de foliculos anovulatorio (6,6 + 1,46) en comparacion con el tratamiento convencional
(2,6 £ 0,87). Es importante sefalar que el tamafio de los foliculos que no ovularon (Figura 8;
panel 2) fue similar entre tratamientos T1 (12,60 £ 0,51 mm) y T2 (11 + 1,44 mm).

Los problemas en la ovulacion de las vacas generalmente se asocia a la edad, nutricion,
condiciébn corporal y enfermedades reproductivas entre otros (Chamba etal.,, 2017;
Wrzecinska et al., 2021). Sin embargo, hoy en dia es ampliamente conocido que los foliculos
preovulatorios no ovulan a consecuencia de un desequilibrio neuroendocrino en el eje

hipotalamo-hipéfisis-gbnadas causado por un factor estresante (Rutter & Russo, 2010).

Esta demostrado que el estrés activa el eje hipotalamo-hipéfisis-adrenocortical (Mormede
et al., 2007), el cual a su vez modifica la secrecién de gonadotropinas, que modulan la funcién
del eje hipotalamo-hipdfisis-gonadal (Stock & Fortune, 1993). Por lo tanto, la presencia de un
factor estresante obliga al hipotalamo a secretar hormona liberadora de corticotropina (CHR)
y vasopresina (VP) (Minton, 1994) que provoca la liberacion de hormona adenocorticotrépica
(ACTH) en la hipdfisis, la que estimula a la corteza suprarrenal para que libere
glucocorticoides, principalmente cortisol (Chen et al., 2015). El cortisol inhibe la liberacion de
los esteroides sexuales (estradiol y progesterona) generando un bloqueo en la produccién de

gonadotropinas hipofisiarias (LH y FSH) (Fernandez et al., 2020).

Cuando el estrés coincide con la presencia de un foliculo preovulatorio los glucocorticoides
producidos suprimen el efecto de retroalimentacion del estrdgeno sobre la liberacién de
GnRH vy posteriormente la de LH (Rutter & Russo, 2010), motivo por el cual el foliculo
preovulatorio no llega a ovular dando lugar a la formacién de foliculos anovulatorios (Cooke
& Benhaj, 1989; Refsal et al., 1987).

Bajo este contexto, el alto nUmero de foliculos anovulatorios encontrados en el experimento
en los dos tratamientos podria estar asociado a las mdultiples punciones realizadas para
extraer las muestras de sangre sobre todo al hacerlo en la vena yugular (estrés por

manipulacion), que en una SOV comercial no se realiza.
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Figura 8. Media y error estandar del nimero (Panel 1) y tamafio (Panel 2) de los foliculos que

no ovularon en los dos tratamientos en el dia 16 del protocolo. Prueba de T de Student.

Recuento de estructuras y embriones colectados en el dia 16 del protocolo de SOV

En el dia 16 del protocolo se colectaron un numero similar de estructuras en los dos
tratamientos T1 (1,8 + 0,9 estructuras) T2 (4,8 + 3,0 estructuras; Figura 9; Panel 1), los datos
difieren de Sakaguchi et al. (2018) quienes evidenciaron un ndmero similar de estructuras
encontradas para los tratamientos convencional (18,3 + 5,4) y epidural (10,90 * 7,60). Sin
embargo, se acercan mas a los resultados obtenidos por Chumchai et al. (2021) de 8,6 + 1,4

estructuras recolectadas para el protocolo convencional y 4,9 £ 2,0 para el protocolo epidural.

Los embriones transferibles obtenidos fueron en promedio T1 (0,5 + 0,3 embriones) y T2 (3,8
+ 2,6 embriones), sin diferencia entre tratamientos (Figura 9; Panel 2). Los valores
encontrados en el protocolo convencional fueron inferiores a los resultados de 6,3 = 1,26
embriones encontrados por Araujo & Cordero, (2021) pero son superiores a 1,3 + 0,59

embriones encontrados en el protocolo epidural por los mismos autores.
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Figura 9. Media y error estandar del total de estructuras (Panel 1) y de embriones (Panel 2)
colectados el dia 16 del protocolo en ambos tratamientos. Prueba de T de Student.

T2

32

La cantidad media de embriones transferibles recuperados en un protocolo SOV por donante

en vacas lecheras, se ha mantenido casi constante en los Ultimos 50 afos, con

aproximadamente 6 embriones recuperados por programa (Mikkola, 2017). El nUmero de

embriones colectados en promedio en los dos tratamientos de este estudio es inferior al

reportado en vacas lecheras. Esta diferencia esta probablemente relacionada al estrés

generado por las frecuentes colectas de sangre en nuestro estudio, lo cual pudo haber

afectado el nimero de ovulaciones y, por lo tanto, el nUmero de estructuras y embriones

colectados, pero, para hacer esta afirmacion es necesario el desarrollo de estudios

especificos que confirmen la hipotesis.
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Conclusiones

= Laadministracion de una unica dosis de 200 mg de FSH por via epidural en vacas de
raza Holstein mestizas mantuvo niveles similares de esta hormona durante 50 horas
a los observados al aplicarla por via intramuscular en un protocolo convencional; sin
embargo, a las 52h los niveles de FHS en los animales que recibieron FSH via epidural
caen a valores inferiores a los necesarios para impulsar la superovulacion de los
foliculos disponibles en las donadoras.

= El nimero de foliculos que respondieron a la FSH administrada por via epidural fue
similar al obtenido al aplicar la hormona por via intramuscular repartida en 8 dosis en
4 dias consecutivos.

= Elporcentaje de ovulacién en los dos tratamientos fue similar; sin embargo, se observé

un alto nimero de foliculos que no llegaron a ovular en ambos tratamientos.
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Anexo A: Seleccién de donadoras.

Fuente: Autores.
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Anexo B: Recuento de foliculos antrales

Fuente: Autores
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Anexo C: Observaciéon de celo mediante monta entre vacas.

Fuente: Autores.

Anexo D: Observacién de celo mediante parche detector de celo.

Fuente: Autores.
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Anexo E: Observacion de la presencia cuerpos lateos (CL).

Fuente: Autores.

Anexo F: Valoracion de la ovulacion mediante observacion de numero de CL presentes.

Fuente: Autores.
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Anexo G: Preparacion del material para lavado de embriones.

Fuente: Autores.

Anexo H: Insensibilizacion del tren posterior mediante anestesia epidural.

Fuente: Autores.
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Anexo |: Proceso de recoleccidn de estructuras.

Fuente: Autores.
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AnexoJ: Recuento y valoracion de embriones recolectados.

Fuente: Autores.
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7.5 Valoracion de los niveles de FSH en sangre

Anexo K: Extraccién de muestra sanguinea.

Fuente: Autores.

Anexo L: Centrifugacion de las muestras de sangre obtenidas.

Fuente: Autores.
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Anexo M: Extraccion del plasma sanguineo.

Fuente: Autores.
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Anexo 1 N: Etiquetado del plasma sanguino obtenido

Fuente: Autores.
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Anexo N: Kit de Eliza utilizado para determinar los niveles de FSH.

Fuente: Autores.
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Anexo O: Uso del Kit de Elisa para determinar niveles de FSH en plasma.

Fuente: Autores.

Anexo P2: Lectura de los niveles de hormona FSH en plasma sanguineo.

Fuente: Autores.
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