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RESUMEN

El uso de FSH convencional en la hiperestimulacion folicular ha generado
preocupaciones debido a sus efectos en la expresion génica y la calidad embrionaria.
Ademas, se ha observado una variabilidad considerable en la respuesta de las vacas hiper
estimuladas, lo que afecta la eficacia del proceso. La FSH-p de origen porcino,
comunmente utilizada en estos protocolos, puede inducir respuestas inmunitarias en el
ganado bovino, lo que aumenta el riesgo de patologias y afecta la calidad de los embriones
resultantes. En contraste, la FSH-rb, derivada de tecnologia recombinante, ha demostrado
ser una alternativa prometedora para mejorar la produccion de embriones in vitro y su
calidad en vacas Holstein. El objetivo de esta investigacion fue evaluar los efectos de la
FSH-rb en la produccion de embriones in vitro en vacas Holstein. Donde los resultados
obtenidos indican que la FSH-rb no aument6 significativamente la produccion de
ovocitos viables segun la tabla de clasificacion establecida por la IETS. Por otra parte,
durante el desarrollo embrionario se valoré la etapa de segmentacion, variable porcentual
medida como tasa de clivaje, donde es claro notar cierta diferencia numérica en el grupo
tratado con FSH recombinante bovina (74,38) en comparacion con el control (68,4), pero
sin duda tal diferencia no es estadisticamente significativa (P<0,05), obteniendo de la
misma manera resultados estadisticos similares en cuanto al nimero de embriones

obtenidos tras finalizar la presente investigacion.

Palabras clave.

Produccién; embriones; FSH-rb; cultivo; In vitro.



ABSTRACT

The conventional use of FSH (follicle-stimulating hormone) in follicular
hyperstimulation has raised concerns due to its effects on gene expression and embryo
quality. In addition, considerable variability in the response of hyperstimulated cows has
been observed, affecting the efficacy of the process. Follicle Stimulating Hormone -
pituitary (FSH-p) of porcine origin, commonly used in these protocols, can induce
immune responses in cattle, increasing the risk of pathologies and affecting the quality of
the resulting embryos. In contrast, recombinant bovine Follicle Stimulating Hormone
(rbFSH), derived from recombinant technology, is a promising alternative to improve in
vitro embryo production and quality in Holstein cows. This research aimed to thoroughly
evaluate the effects of rbFSH on in vitro embryo production in Holstein cows. The results
indicate that rbFSH did not significantly increase the production of viable oocytes
according to the classification table established by the International Embryo Technology
Society (IETS). On the other hand, during embryo development, the stage of
segmentation was evaluated, a percentage variable measured as cleavage rate, where it is
clear to note a specific numerical difference in the group treated with bovine recombinant
FSH (74.38) compared to the control (68.4), but this difference was not statistically
significant (P<0.05), obtaining similar statistical results in terms of the number of
embryos obtained at the end of this study.

Keywords.

Production; embryos; rbFSH; culture; In vitro.



INTRODUCCION

La ultima década del siglo pasado, se caracterizO por ser un periodo relevante para el
mejoramiento en la manipulacion reproductiva y genética de los animales; en la
actualidad vivimos la era de la clonacion y la transgénesis, existiendo muchos estudios

dirigidos al mejoramiento de estas herramientas biotecnoldgicas (Ma et al., 2019).

La produccién de embriones in vitro ha permitido alcanzar objetivos genéticos de alta
calidad, esto gracias a la utilizacion de biotecnologias reproductivas, que permiten
obtener ovocitos viables para su fecundacion, siendo entre estas alternativas la
estimulacion a través de un sin nidmero de protocolos hormonales para aumentar la
poblacién folicular y por ende el nimero de ovocitos que posteriormente seran cultivados

en laboratorio (Alvarez et al., 2022).

El uso de la FSH convencional utilizada en diferentes protocolos de hiperestimulacion
folicular, genera mdltiples variaciones en la expresion génica asociandose comdnmente
con una disminucion de la competencia embrionaria y la calidad neta del embrion
resultante (Barros et al., 2012). Sin embargo, el principal problema dentro de los trabajos
que conlleva la superovulacion, se da en si en las donantes hiperestimuladas con FSH
convencional ya que el 15-20 por ciento de todo el universo de estudio no lograron
producir embriones implantables, lo que da como resultado una gran variabilidad
individual en la respuesta de cada animal (Gallegos et al., 2022).

Ademas, al ser la FSH-p de origen porcino, esta hormona puede inducir una respuesta
inmune humoral cuando se administra en otras especies, como el ganado bovino,
causando en si a ser mas propensos a ciertas patologias o toxinas secretadas por
organismos externos por lo que es necesario practicar otras alternativas en cuanto se trata
a la estimulacion folicular (Pellicer., 2015). La aplicacion de la hormona FSH-rb genera
mayor produccion de embriones in vitro y mejora la calidad de los mismos en vacas

Holstein.

Si bien es cierto la efectividad que presenta la hormona estimulante del foliculo bovino
de accion media (FSH-b) quien estd bien establecida para los protocolos de
superovulacion (SOV) en el ganado bovino, el uso de la hormona (FSH-rb) presenta
ventajas sobresalientes en cuanto a la aplicacién de las nuevas biotecnologias

garantizando la viabilidad y sobre todo la sostenibilidad en cuanto a la produccion de
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embriones dentro de un hato ganadero, mimos que han sido evaluados en cada una de las

etapas superadas (Gutiérrez et al., 2022).

Por lo que, como objetivo general de la presente investigacion se evalu6 y cuantifico la
produccion de embriones in vitro de vacas Holstein estimuladas con FSH recombinante
bovina, con el fin de mejorar la eficiencia y la calidad de la reproduccion bovina mediante

técnicas de reproduccidn asistida.
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3. FUNDAMENTO TEORICO

3.1 Evaluacion morfolégica de ovocitos

Los ovocitos inmaduros de mamiferos residen dentro de los foliculos rodeados por una
cimulo de células somaticas y se mantienen en un estado meidtico inactivo; esta
condicion se evidencia por la presencia de nucleos sobresalientes Ilamados vesiculas
germinales; tal estado de reposo se conserva hasta que se produce una oleada de
gonadotropinas antes de la ovulacion, lo que desencadena el inicio de la maduracion
nuclear del ovocito, mientras que la masa celular circundante se vuelve viscosa y se
expande (Sirait et al., 2021).

La calidad de los 6vulos se refiere a su habilidad para generar un blastocisto en un entorno
de produccion in vitro. Las investigaciones muestran que la calidad de los ovocitos
determina el potencial de desarrollo hasta la etapa de blastocisto y esto esta relacionado
con el cuerpo donante y el crecimiento, el tamafio del foliculo, la proliferacion y la

integridad de los ovocitos (Quishpe et al., 2018).

Tabla 1: Clasificacion de los ovocitos segtin su morfologia

Clasificacion de los ovocitos

—
100pm

Ovaocito grado 1 Ovaocito grado 2 Ovaocito grado 3 Ovaocito grado 4

Fuente: (Demetrio & Barfiel, 2021).

3.1.1 Método de seleccién ovocitaria.

La primera forma elemental de distinguir los ovocitos competentes de los incompetentes
es la morfologia del camulo, donde estas células son un subconjunto de las células de la
granulosa con diferentes funcionalidades; su actividad principal es nutrir al oocito durante

su desarrollo, participar en la formacion de la region y continuar el pico de LH, para
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limitar la matriz proteica y los componentes del acido hialurénico que son importantes en

el transporte del oviducto (Vélez, 2018).

Varias investigaciones han examinado los efectos de la morfologia del cimulo en el
desarrollo posterior del mismo; al clasificar los oocitos inmaduros por el nimero de capas
de cumulo que quedan alrededor del ovocito después de la aspiracion folicular, cuanto
mas delgado es el camulo, mayor es el potencial de desarrollo; la disminucién en el
numero de capas podria deberse al tipo de aspiracion aplicado en los oocitos o causa de
la pérdida de la capa externa producido por la atresia, por lo tanto, los grupos dispersos

pueden ser un rasgo asociado con el desarrollo competitivo (Wrenzycki, 2021).

3.2 Competencia desarrollada por el ovocito

El compendio de ovocitos con mayor potencial deriva de foliculos menos compactos,
sanos 0 levemente atrésicos, que generalmente presentan ciertas caracteristicas
foliculares, como la morfologia del ovocito y la competencia desarrollada; la distincion
de ovocitos generalmente se basa en tres criterios: diametro del ovocito, apariencia del
citoplasma y particularidad del cimulo que rodea al ovocito, siendo el didmetro del

ovocito quien determinara su capacidad de maduracion (Ozturk, 2020).

Los évulos inmaduros producen diversas proteinas mientras crecen, incluida la glucosa-
6-fosfato-deshidrogenasa (G6PDH), que se produce durante la mitad de la primera fase
de crecimiento (S) y disminuye a medida que el 6vulo completa su crecimiento. Por lo
tanto, la tincion con azul brillante de cresilo (BCB) permite seleccionar de manera no
invasiva y no perturbadora a los complejos de 6vulos y células de la granulosa (COC)
mas uniformes y competentes para la fertilizacion in vitro (PIV); esto se debe a que la
tincion permite medir la actividad de la enzima G6PDH, identificando como 6vulos
desarrollados aquellos que retienen la tincion y como incoloros aquellos que estan en

proceso de crecimiento (Ayala et al, 2018).

3.3 Maduracion de los ovocitos

Los escenarios de cultivo durante la maduracion in vitro juegan un papel importante en
la fecundacion y la posterior supervivencia del embrion. (Vasquez et al., 2014).
Anteriormente, se han utilizado medios tamponados complejos, suplementados con
albimina, suero y hormonas (FSH, LH, 17 estradiol) para la maduracion de oocitos

bovinos; no obstante, los oocitos bovinos reinician la meiosis en una variedad de medios,
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desde solucidn salina simple hasta medios mas complejos. Sin embargo, se opta por este
altimo, ya que se ha descubierto que el medio utilizado afecta no solo la fertilidad
posterior sino también el desarrollo futuro del embrién (Espin Vargas, 2018).

Un protocolo de maduracion utilizado en muchos laboratorios implica el uso de TCM-
199 a 38,5 °C complementado con suero fetal bovino al 10 % y gonadotropinas,
adicionalmente mas el dioxido de carbono atmosférico al 5 %; después de 24 horas de
maduracion, los ovocitos estdn completamente desarrollados, pues durante su maduracion
aparece el primer cuerpo polar y las prepara para la fecundacion (Spacek & Carnevale,
2018).

Por otro lado para que se produzca la maduracién meidtica del évulo la adenohipofisis
debe secretar LH quién es crucial para que se dé tal maduracion, el efecto de la LH sobre
sus células diana esta relacionado con la accion de receptores especificos sobre la
membrana celular, aunque no existen receptores de LH en la superficie de los oocitos, los
receptores de LH estan presentes en las células y se ha comprobado que tales receptores
de los ovocitos in vivo y en vitro son los responsables de la meiosis (Stroebech et al.,
2015).

También se investigd la duracion del periodo Optimo de maduracion; donde por lo
general, considerando la segunda metafase, misma que se ha normatizado a un periodo

de 22 a 26 horas, donde se llega a desarrollarse por completo (Blondin et al., 2018).

3.4 Fertilizacion in vitro (FIV)

Otro paso critico para el desarrollo exitoso del embridn es la fertilizacion, misma que se
realizar con una fecundacion in vitro, es decir tendré lugar fuera del cuerpo de la madre,

puesto que todo este procedimiento se realizara en laboratorio (Rodriguez et al., 2021).

3.5 Proceso de Fertilizacién in vitro

Una vez transcurrido la MIV, inicia el proceso de fecundacion, la cual consiste en un
conjunto de pasos secuenciales, cuyos puntos finales estan representados por la fusion de
dos nucleos gaméticos y la formacion del genoma de un nuevo individuo (Lafontaine et
al., 2023).

El paso consiguiente es la seleccion espermatica donde se determina la concentracion de

la misma, que permite conocer y ajustar la cantidad de espermatozoides que seran
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colocados con los ovocitos maduros; este conteo se realiza con hemocitometro o camara
de Thoma; generalmente la dosis puede variar de entre 1 y 6 x10"6 espermatozoides/ml
de medio de fecundacion, dependiendo del protocolo utilizado (Cruz & Vasquez, 2020,).

El medio de fertilizacion es conocido como Thyrodes-Lactate modificado, tomando en
consideracién que el tiempo de fertilizacion es aproximadamente de 20 a 24 horas en las

mismas condiciones de cultivo que durante la maduracién del ovocito (Su et al., 2021).

Tras la adicion de los espermatozoides al medio de fertilizacion con los Gvulos
previamente ubicados, se consolida el cocultivo con los dvulos y espermatozoides en
medio de fertilizacion, por periodos entre 18 y 22 horas en ambiente de alta humedad y

protegidos de la luz (Parish et al., 2013).

La implantacion de los espermatozoides provoca la iniciacion de la segunda fase de la
division de la meiosis y la expulsion del segundo cuerpo polar; la des condensacion de la
cabeza del espermatozoide y la formacion del nicleo masculino se realizan de forma
simultanea, no obstante, este proceso depende de la presencia de factores de crecimiento
masculinos en el citoplasma del ovocito (Romar et al., 2019).

3.6 Preparacion de los espermatozoides

Se debe tomar en cuenta algunos parametros en cuanto a la seleccion espermaética previo
a la fertilizacion; uno de los primeros procesos en la produccion de embriones es la
seleccion de espermatozoides para su uso en la fertilizacion in vitro, ya que muchas veces
depende de la calidad y procedencia de este para optimizar la viabilidad y cantidad de

embriones resultantes (Romero, 2020).

Un método frecuente es seleccionar esperma en base a medios de separacion propuestos
por Percoll, ya que se ha demostrado que la técnica de este autor es superior al método
swing-up en la obtencion de espermatozoides con mayor viabilidad e integridad del
acrosoma; de modo que la centrifugacion en gradiente de Percoll permite la separacion
de espermatozoides mediante centrifugacion a través de un gradiente de particulas de

silice coloidal recubiertas de polivinilpirrolidona (Bonilla et al., 2018).

3.7 Cultivo in Vitro

El paso final es la maduracion embrionaria, para lo cual se han desarrollado y aplicado

varios protocolos gque involucran diferentes sistemas de cultivo in vitro como; el cultivo
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SOF con liquido oviductal sintético, cultivo realizado en presencia de células epiteliales
del oviducto. y cultivo in vivo utilizando hembras previamente sincronizadas (Méndez et
al., 2020).

En este contexto se refiere a la transicion materno-embrionaria, pues implica la activacion
del genoma embrionario (AGE), que es un proceso fundamental en el desarrollo
embrionario. En el caso especifico de los bovinos, la activacion del genoma embrionario
ocurre durante los estadios de 8 a 16 células. Después de esta activacion, se inicia la
transcripcion del genoma embrionario, lo que desencadena una serie de eventos
dinamicos que controlan la compactacion de la morula y el desarrollo posterior del
blastocisto (Graf et al., 2014).

Generalmente los medios de cultivo utilizados en este &mbito, estan compuestos por
liquido oviductal ovino y la adicion de albimina de suero bovino (BSA) utilizada en
cultivo de embriones ovinos, bovinos y caprinos, segun el medio, los ovocitos fertilizados
se almacenan dentro de una incubadora durante 7 dias a 38,5 °C de temperatura con una

atmdsfera que contiene 5% de CO2 en el aire (Lino & Chasi, 2021).

3.8 Evaluacion morfolégica de los embriones

La calidad del embrion es un factor critico en el éxito del procedimiento de transferencia
de embriones, donde se han presentado varios métodos que involucran, las pruebas de
exclusion de tincion, las mediciones de la actividad enzimatica, la captacion de glucosa y
las tinciones para distinguir los embriones vivos de los muertos, todos estos son Utiles
para predecir la supervivencia del embridn después de la implantacion, pero este método
implica equipos y procedimientos complejos que requiere un proceso largo con cultivo in
vitro, por lo tanto, la transferencia de embriones en condiciones de campo tiene poco

importancia (Aguila et al., 2020).

En la actualidad, la discriminacion morfoldgica se usa considerablemente para evaluar la
calidad del embrién y ayuda a predecir las tasas de prefiez en grupos post implantacion
de embriones bovinos; la evaluacion de tales embriones sigue siendo uno de los métodos
mas subjetivos y de mayor calidad en la transferencia de embriones, y la clasificacion en

base a criterios estandarizados varia entre los expertos (Wrenzycki, 2021).

Tal medio de evaluacién, discrimina la calidad del embrion en funcion de criterios

morfoldgicos como la forma, el color, el tamafio del espacio peri vitelino, el nUmero de
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células extruidas o degeneradas y el nimero y dimension de las vesiculas, a mas de
diversos factores, como la calidad de los ovocitos, la consistencia de oxigeno, la densidad
embrionariay el tipo de sustrato energetico empleado durante la produccion de embriones
in vitro, pudiendo afectar directamente el porcentaje de pre-implantacion y el desarrollo
embrionario (Medina & Tovar, 2021).

3.8.1 Evaluacion de la calidad de embriones:

La clasificacion embrionaria se realiza bajo estandares de calidad establecidos por la
Asociacion Internacional de Transferencia de Embriones (IETS), misma que es aceptada
en entornos comerciales y estableciendo asi la continuidad en la investigacion relacionada

con la embriologia bovina (Barfiel et al., 2022).

Tabla 2: Clasificacion de los embriones segun la Asociacion Internacional de

Transferencia de Embriones (IETS).

Etapael dia 7 Grado IVD Grado IVP
3 mérula de pre compactacion 2 3

4 morula 1 2

5 blastocisto temprano 1 lo02

6 blastocisto 1 1

7 blastocisto expandido 1 1

Fuente: Manual IETS, 5a edicion. 2021.

a) Codigo 1 (Excelente): presenta una masa embrionaria simétrica y esférica con
blastomeros de excelente tamafio, color y densidad; las irregularidades deben ser
relativamente menores y al menos el 85% del material celular contenido dentro
de la ZP debe ser parte del embrién propiamente dicho, las células del
trofoectodermo deben tener un tamario parejo y un color claro (Barfiel et al.,
2022).

b) Cddigo 2 (Bueno): las irregularidades son moderadas en la forma general de la
masa embrionaria o en el tamafio, color y densidad de las células individuales. Al
menos el 50% del material celular debe ser parte de una masa embrionaria intacta
y viable (Barfiel et al., 2022).
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c) Cddigo 3 (Regular): se observan irregularidades importantes en la forma de la
masa embrionaria o en el tamafio, color y densidad de las células individuales. Al
menos el 25% del material celular debe ser parte de la masa embrionaria intacta y
viable. Se hacen visibles que carecen de un ICM facilmente discernible o tener
muy pocas células de diferentes densidades que componen un ICM mal
organizado (Barfiel et al., 2022).

d) Cddigo 4 (Degenerado): los 6vulos no fertilizados y los embriones que han dejado
de desarrollarse en las etapas de division se consideran no viables si las
evaluaciones se realizan 7 dias después de la FIV.

Los blastomeros pueden aparecer granulados y el citoplasma puede estar
desprendiéndose de la membrana plasmatica y no se identifica ninguna masa
embrionaria viable (Barfiel et al., 2022).

Tabla 3: Clasificacion embrionaria segun el manual de IETS.

Clasificacion embrionaria

Embrién grado 1 Embrién grado 2 Embrién grado 3 Embrién grado 4

Fuente: Manual IETS 2022
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4. MATERIALES Y METODOS

El tipo de estudio que se utilizo en la presente investigacion es de caracter experimental,
ya que se intervino directamente en la produccién ovocitaria con la ayuda de la hormona
FSH recombinante bovina, para la estimulacién folicular de los bovinos donantes y que
posterior a esto se evaluo su incidencia en la calidad y cuantificacion de los mismos hasta

alcanzar la fertilizacion in vitro.

4.1 Area de estudio

Cabe mencionar que la presente investigacion es una continuacion de una etapa anterior
de trabajo de campo donde se realizd la OPU y la debida seleccidn de ovocitos idéneos
para el siguiente proceso, misma que esta ubicada en la Provincia del Cafiar, Canton
Biblian, sector Pilatos, con coordenadas geograficas (UTM en X) 732841 (UTM en Y)
9706195.

La presente investigacion se realizd exclusivamente en el laboratorio de la Unidad
Académica de Ciencias Agropecuarias de la Universidad Catolica de Cuenca, misma que
se encuentra ubicada en la provincia del Azuay, cantdon Cuenca, con coordenadas
geogréficas (UTM en X) 726867 (UTM en Y) 9681354.

Figura 1 Ubicacién geogréafica de la Unidad Académica de Ciencias Agropecuarias.

aldoni
7
= (

Fuente: (Google Maps., 2023)

4.2 Universo de estudio

El universo de estudio que conformoé el presente estudio son todos los ovocitos viables
(grado 1y grado 2) extraidos mediante OPU de las 8 unidades bovinas de la propiedad

del sr. Sergio Chauca del predio que se menciona anteriormente, los mismos que fueron



19

evaluados y seleccionados para su continuacion en el laboratorio de la Unidad Académica

de Ciencias Agropecuarias.

Se procedi6 a dividir en dos grupos de trabajo, mismos que seran clasificados segun el
protocolo de estimulacién que corresponda; es decir, el grupo “A” donde implica la
utilizacion de la hormona FSH-rb y el grupo “B” sin manejo hormonal o llamado también

grupo control.

La primera etapa inicio con la recepcion de los ovocitos extraidos mediante OPU bajo la
estimulacion folicular con la hormona FSH recombinante bovina de 8 unidades bovinas

de la raza Holstein.

Cabe mencionar que, los ovocitos aspirados fueron previamente seleccionados y
clasificados posterior a la OPU, recalcando que Unicamente los de grado 1y 2 de acuerdo
a los estandares de calidad presentados por la Asociacion Internacional de Transferencia

de Embriones (IETS), avanzaron a la siguiente etapa de trabajo de laboratorio.

Posteriormente se procedié a ubicarlos en una incubadora de CO2 al 5% con una
temperatura de 38,5 grados, durante 18 a 24 hora en TCM-199 complementado con suero
fetal bovino al 10% conjuntamente con amikacina 50 mcg/ml, FHS-p 5 mcg/ml y

cisteamina 100 pM.

Una vez transcurridos las 24 horas de iniciada la maduracion ovocitaria, se procedié a
estabilizar el medio de fecundacion por un lapso de una hora aproximadamente, el mismo
contiene 80 pl de medio de FIV y 800 a 1000 pl de aceite mineral el cual se coloco en
cada uno de los 4 pocillos de las cajas Numc. Este medio fue ubicado en la misma
incubadora de CO2 bajo las mismas condiciones en las que se encuentran los ovocitos

durante.

Al mismo tiempo se procede a realizar la capacitacion esperméatica misma que inicia con
el descongelamiento del semen sexado previamente seleccionado, esto en bafio maria a

37 grados durante 1 minuto.

Inmediatamente se procede a medir la concentracidn espermatica, misma que consta de

los siguientes pasos:

A. Las pajuelas seleccionadas fueron vaciadas en un tubo Falcon de 15 ml para luego

ser centrifugado a 300 gravedades durante 5 min y mediante una pipeta se extrajo
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todo el pellet que se encontraba en la parte inferior del tubo. Este procedimiento

se repitio dos veces.
B. Una vez extraido el pellet del semen se mezclo 5 pl de este junto a 95 ul de agua.

C. Con una pipeta se extrajo 10 pl de la mezcla anterior y se coloc6 en una cdmara
de Neubauer para realizar el respectivo conteo de espermatozoides, y mediante

los calculos adecuados se determind que la concentracidn espermatica.

D. Finalmente, determinada la concentracion (2x1076) procedimos a fertilizar los
ovocitos colocando 20 pl por gota en cada pocillo donde estd el medio de FIV

junto a los ovocitos seleccionados.

A las 18 horas de haber iniciado la fecundacion se procedié a denudar los ovocitos de los
restos de células del cumulus y sobre todo de espermatozoides muertos mediante la

técnica del pipeteo esto en un medio de lavado.

Una vez obtenidos los ovocitos fecundados se realizé la ubicacion de los mismos en un
nuevo medio de HSof para el cultivo de embriones el cual fue preparado con anterioridad
ubicando 500 pl del medio en cada uno de los 4 pocillos de las cajas Numc, luego se
colocd 300 pl de aceite hasta cubrir el medio. Cabe mencionar que el medio de cultivo
HSof fue previamente estabilizado en la incubadora a una temperatura de 38,5 grados y
5% de CO2 durante 2 horas.

Se realiz6 una primera evaluacion luego de 72 horas posterior a la fecundacion en donde

se determind la tasa de clivaje.

La segunda evaluacion se la realiz6 al alcanzar el dia 7 post fertilizacién en donde se
evaluo la cantidad, la calidad y el estado de desarrollo embrionario.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados de esta investigacion indican que la estimulacién con FSH-rb no condujo
a un aumento significativo en la produccion de ovocitos (5,63 + 1,21) en comparacién
con el grupo control (5,31 = 1,21), por tanto no existe diferencia significativa en los dos
grupos tratado; sin embargo, es importante destacar que la estimulacion con FSH-rb
resulto con valores numéricos positivos en cuanto al clivaje de (2,23 + 0,65) frente a (2,94
+ 0,65) del grupo control de ovocitos, siendo no representativa tal diferencia, lo que
concuerda con estudios realizados por Nawaz., et al (2021) donde obtuvo los siguientes
resultados en cuanto al clivaje (control 1,80 + 0,65, F100 3,2 £ 0,95, F200 3,9 £ 0,8),
mismos que una vez analizados no mostraron diferencias estadisticas (p>0,05) entre los

tres grupos tratados en su estudio; resultados que se encuentran descritos en la Tabla 4.

B6 y Mapletoft (2020) indicaron que al usar y mantener un régimen hormonal relativo
puede estimular el crecimiento del foliculo antral y elevar el nimero de embriones
viables; por lo que El-Hayek y Clarke (2015) menciona que la hormona foliculo
estimulante (FSH) desempefia un papel fundamental en el crecimiento y desarrollo de
ovocitos viables, ya que promueve la autorrenovacion de las células madre ovéricas, lo
que resulta en una mayor produccién embrionaria. Esto difiere a los resultados obtenidos
en este estudio, ya que el nimero de embriones obtenidos fue (0,69 + 0,24) en el grupo
FSH-rb en comparacién con (0,38 £ 0,24) en el grupo control, pero que concuerda con
Barbosa et al. (2017), donde el nimero de blastocistos obtenidos el dia 7 fue: (4,1£0,5)
en el grupo control y (4,3+0,5) en el grupo (FSH), resaltando asi que no existe diferencia

estadisticamente significativa en los dos grupos estudiados.

Se ha demostrado que una alternativa para ayudar a animales con baja actividad folicular
es el uso de hormonas estimulantes. Por lo cual, Barucelli et al (2019) manifiesta que la
gonadotropina corionica equina (eCG) tiene un efecto positivo en los tratamientos, a
través de su accion como hormona foliculo estimulante (FSH) y luteinizante (LH),
estimulando el crecimiento folicular, incrementa el tamafio del foliculo y las
concentraciones plasmaticas de progesterona y finalmente mejora la calidad y viabilidad

del oocito durante el desarrollo embrionario.

Sin embargo, en una investigacion realizada por Medina et al. (2023) en donde hizo uso
de la hormona eCG en un sistema de 4 dosis aplicada en bovinos para la estimulacion
folicular (T1. 0 Ul eCG; T2. 1000 Ul eCG; T3. 2000 Ul eCG; T4. 3000 Ul eCG), en el
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cual, en razas europeas (Bos taurus) se obtuvo mayor nimero de ovocitos viables en TO
con 4.0 (1.0), mientras que en los demas tratamientos los resultados no tuvo efectos
significativos: T1:1.7 (0.7); T2: 2.0 (0.6); T3: 3.3 (1.3); con respecto a la tasa de
blastocistos, existe una clara diferencia significativa (p>0,05) entre el tratamiento TO en
comparacion a los demds tratamientos, debido a que el primero presenta mayor
produccion con 1.7. (0,6) a diferencia de los demas (1,0). Valores totalmente diferentes a
nuestra investigacion en donde mediante la induccion con FSH-rb no presenté diferencias
estadisticamente significativas frente al grupo control, pero si huméricamente, siendo

mayor en las vacas en donde se realizd el protocolo hormonal.

Tabla 4.- Comparacion de la produccidn de ovocitos y de embriones in vitro en promedio

por vaca
Tratamiento N Ovocitos n Clivaje n Embriones n
FSH-rb 16 563+1,21 2,23 +0,65 0,69 £0,24
Control 16 531+1,21 2,94 £ 0,65 0,38 £0,24

N= numero de vacas. Los datos mostrados son X + EE.

En la Figura 2 se representa la proporcion de ovocitos viables y no viables segln el
tratamiento empleado, mismos que tras la investigacion se puede evidenciar que en el
grupo FSH-rb arroja un valor de (74,38%) frente al grupo control con (68,4%) valores
que numéricamente presentan cierta diferencia, pero que estadisticamente son similares.
Lo que discrepa con estudios realizados por Samaniego et al. (2020) quienes encontraron
un namero promedio de ovocitos viables por unidad experimental con FSH que fue
significativo en comparacion con el grupo control, coincidiendo con los resultados
obtenidos por Ayala et al. (2018).

Finalmente, Morera et al. (2022) también informaron parametros positivos para la
obtencion de ovocitos viables mediante un protocolo hormonal implementado en base a
FSH (Folltropin®, Vetoquinol, Madrid, Espafia) con un total de 350 Ul/animal,
distribuidas en 10 ml, via i.m. y repartidas en 4 inyecciones en dosis decrecientes (3,5,
3, 2y 1,5 ml, respectivamente), administradas 36 h después de la aplicacién de GhnRH y
durante 3 dias consecutivos, obteniendo una media de 13 ovocitos por unidad, a diferencia

del grupo control cuya media es de 4 ovocitos viables.
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Figura 2.- Proporcidn de ovocitos viables y no viables por tratamiento.

Con respecto a la Tabla 5, se describe el nimero total de embriones obtenidos de las 4
repeticiones, asi como la tasa de clivaje, donde no tuvo un efecto significativo entre los
dos grupos tratados (FSH-rb) y control. Con respecto al porcentaje de clivaje puedo
mencionar un estudio realizado por Nawaz et al. (2021) quienes aplicaron 3 protocolos
hormonales (Control, FHS 100 mg, FSH 200mg) donde obtuvo un porcentaje a la tasa de
blastocistos sin diferencias significativas (24,32, 33,33 y 20,00%) pero si diferencias
numeéricas (control 0,9 + 0,37, F 100 2,0 + 0,69, F 200 1,8 + 0,59) ya que el nimero de
blastocistos duplicé numéricamente en grupos tratados hormonalmente que en control,

valores similares a nuestra investigacion (FSH-rb=44,7%; Control=41,1%).

Lo que concuerda plenamente con las investigaciones de Presicce et al. (2019) los cuales
al usar ECG obtuvieron resultados similares en la colecta de ovocitos de las vacas
donantes, sin embargo, la aplicacién hormonal aumentd la tasa embrionaria en estadio de
blastocisto (41,1 = 5,7 frente a 23,0 + 4,2; p = 0,054). Valores similares a los obtenidos
por Fernandes.et al. (2020) ya que no encontraron diferencias significativas entre el grupo
control y tratadas con FSH (P > 0,05) en relacion con el porcentaje promedio de
embriones (47,1 + 4,2% y 45,3 £ 7,7%, respectivamente) o media de embriones (6,2 +

0,8y 5,1+ 0,6) producidas in vitro en los dos grupos tratados.
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Tabla 5.- Comparacion de la produccién in vitro de embriones por tratamiento en cuatro

repeticiones

Tratamiento N Ovocitos Clivaje n (%) Embriones n (%)
FSHrb 16 85 47 (44,7) 7 (8,2)
Control 16 90 37 (41,1) 11 (12,2)

N= numero de vacas. Los datos mostrados son el nimero y porcentaje de ovocitos

clivados y embriones segun cada tratamiento.

La Figura 3, presenta una comparacion detallada de los estados de desarrollo embrionario
en diferentes condiciones experimentales para comprender el impacto de los tratamientos

(FSH-rb y Control) en el proceso de produccion de embriones in vitro.

Donde se puede notar una clara diferencia numérica en el estadio de blastocisto expandido
de los embriones resultantes del presente estudio con una tasa del 60% del grupo con
FSH-rb frente al 13% del grupo control lo que garantizara la viabilidad de los embriones.
Valores que son respaldados por los hallazgos de Valencia et al. (2023) quienes
mencionan que al realizar un total de 1,710 transferencias con embriones por fertilizacion
in vitro, logré una tasa de prefiez general del 29%, destacando que, el blastocisto
expandido con 7 dias de desarrollo obtuvo una probabilidad del 0.9 veces mas en
comparacion con otros estadios embrionarios, respalddndose con investigaciones
realizadas por Conrad et al. (2019), donde se encontr6 que la tasa de blastocistos fue
significativamente mayor en los animales tratados con FSH (T1-FSH7=21%, T1-
FSH15=30%) en comparacién con el grupo de control (T0=5%, TO-DFR=0 y T2-
Residual=0).

Estos hallazgos sugieren que una Unica aplicaciéon estratégica hormonal (FSH-rb)
conduce a un aumento numéricamente significativo tanto en la calidad ovocitaria como
en el desarrollo embrionario, este patrén de resultados también se refleja en la
investigacion de Mendoza (2024), quien en un estudio donde aplico 50mg FSH
(Folltropin®, Vetoquinol) al dia 5 en vacas donantes obteniendo resultados positivos en
el grupo con FSH, donde el 60% de los 10 embriones totales fueron clasificados como
viables, en contraste, con en el grupo control, donde el 37.5% de los 8 embriones totales

fueron considerados viables.
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Figura 3.- Comparacion de los estados de desarrollo embrionario en la proporcién de los

embriones in vitro en cada tratamiento.
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6. CONCLUSIONES

Finalmente tras la presente investigacion donde se hizo uso de la hormona FSH-rb, en
una instancia anterior en lo que refiere a la estimulacion folicular en 8 unidades bovinas
obteniendo un nimero determinado de ovocitos, mismos que fueron clasificados y
separados en dos grupos (FSH-rb) y (Control), para la produccion de embriones In Vitro,
se obtuvieron resultados que no muestran diferencia significativa alguna en los dos grupos
mencionados anteriormente, en cuanto refiere a la tasa de ovocitos viables, clivaje y

blastocistos totales.

Es claro mencionar que, luego del analisis realizado a los resultados obtenidos en los dos
grupos estudiados es evidente notar cierta diferencia numérica en la produccion de
embriones por vaca como porcentual en cuanto a la viabilidad de los ovocitos, pero que

tales diferencias no superan el grado de significancia requerido estadisticamente.

Por ultimo, cabe destacar que el tamafio de la muestra empleada en este estudio podria
haber tenido un impacto significativo en los resultados obtenidos. Es fundamental
considerar que una muestra mas amplia podria haber proporcionado una mayor
representatividad de la poblacion y, por ende, resultados mas sélidos y generalizables.
Por lo tanto, es importante tener en cuenta esta variable al interpretar los hallazgos de la

investigacion.
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