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RESUMEN

La aspiracion folicular guiada por ultrasonido se ha destacado como una técnica eficaz
para la obtencion de ovocitos de alta calidad en vacas con alto valor genético,
particularmente cuando se emplean protocolos de sincronizacion folicular previos a la
aspiracion. A lo largo de las décadas, la utilizacién de FSH convencional en protocolos
de hiperestimulacion folicular ha enfrentado desafios, como la necesidad de maultiples
dosis para mantener su actividad biologica y el riesgo de contaminacion y variabilidad
entre lotes. En respuesta a esto, las gonadotropinas recombinantes, como la FSH
recombinante bovina (FSH-rb), han surgido como una alternativa prometedora. La FSH-
rb, purificada por cromatografia de afinidad, ofrece una mayor pureza y estabilidad
hormonal; por lo que en esta investigacion experimental se evalu6 el uso de FSH-rb en la
estimulacion folicular de vacas Holstein, comparandolo con la sincronizacion hormonal
estandar. Los resultados sugieren que la FSH-rb comparado con el protocolo control no
generd diferencias significativas en el desarrollo folicular y por ende en la tasa de
recuperacion, sin embargo, si se observan diferencias numéricas (FHS-rb=50,63 + 19,22;
Control= 45,85 + 19,22); de la misma manera la tasa de recuperacion ovocitaria de
acuerdo a la categoria, se observa una similitud en los resultados, resaltando la categoria
I'y Il como més recuperados. Este enfoque podria representar un avance significativo en
la siguiente etapa, es decir, en la produccion de embriones in vitro en la ganaderia lactea,
mejorando la eficiencia y la rentabilidad del proceso.

Palabras clave: FSHrb, OPU, Estimulacion Folicular, Reproduccion



ABSTRACT

Ultrasound-guided follicular aspiration has been recognized as an effective technique for
obtaining high-quality oocytes in cows with high genetic value, especially when
combined with prior follicular synchronization protocols. Over the decades, the use of
conventional FSH in follicular hyperstimulation protocols has faced challenges, such as
the need for multiple doses to maintain its biological activity and the risk of contamination
and variability between batches. In response to this, recombinant gonadotropins such as
recombinant bovine FSH (rFSH) have emerged as a promising alternative. Purified by
affinity chromatography, rFSH offers higher purity and hormonal stability. In this
experimental research, the use of rFSH in follicular stimulation of Holstein cows was
evaluated, and it was compared with standard hormonal synchronization. The results
suggest that rFSH, compared to the control protocol, did not yield significant differences
in follicular development and consequently in the recovery rate. However, numerical
differences were observed (rFSH=50.63 + 19.22; Control=45.85 + 19.22). Similarly, the
oocyte recovery rate based on category shows similarity in results, with categories | and
I highlighted as more recovered. This approach could potentially represent a significant
advancement in the next stage, specifically in the production of in vitro embryos in dairy
farming, enhancing the efficiency and profitability of the process.

Keywords: rbFSH, OPU, Follicular Stimulation, Reproduction



INTRODUCCION

Con la finalidad de optimizar la ganaderia lactea, se han implementado diferentes
biotecnologias a lo largo de los afios, siendo la produccion in vitro la Gltima
incorporada a esta explotacion pecuaria, ya que aquella sugiere ser una de las mejores
alternativas para elevar el valor genético y sobre todo mejorar la eficiencia productiva

y reproductiva de los bovinos (Baruselli et al., 2019).

La aspiracion folicular (OPU) guiada por ultrasonido es una técnica para la
recoleccion de complejos de ovocitos de cumulus, el cual ha demostrado ser una
herramienta Util en la produccién elevada de embriones bovinos in vitro a partir de
vacas donantes con alto valor genético en un periodo de tiempo corto (Ongaratto et
al., 2015).

Anteriormente la técnica de aspiracion folicular transvaginal era realizada durante
momentos aleatorios del ciclo estral, pero la necesidad de obtencidn de mayor y mejor
calidad de ovocitos y sobre todo mejorar la eficacia de esta técnica, sugiere el uso de
protocolos pre-aspiracion (Boni, 2018). Por ello, existen protocolos que permiten la
sincronizacion de las ondas foliculares para que la aspiracion se pueda realizar durante
el comienzo de la onda, por ejemplo, utilizando frecuencias de aspiracion mas cortas

y preestimulacion hormonal (Narvaez, 2020).

En los ultimos 40 a 50 afios que se vienen utilizando la hormona FSH convencional
como protocolo de hiperestimulacién folicular, sin embargo, se han derivado un sin
namero de inconvenientes debido a la tasa de prefiez de las vacas receptoras, ya que
eran necesarios alrededor de 6 embriones/animal para alcanzar su concepcion siendo

totalmente desfavorable para el ganadero (Hesser, et al., 2011).

La bioactividad de FSH es relativamente corta en comparacién con FSH-p, siendo de
5hyde 10 a 12 h respectivamente, lo que confirma la aplicacion necesaria de varias
dosis para su accionar (Wilson, et al., 2022). De la misma manera, el uso de productos
derivados de la hipdfisis puede provocar la contaminacion con otras hormonas,
problemas dentro y entre lotes y la propagacion de vectores de enfermedades (Perez,
etal., 2019).



En la actualidad se hace uso de un tratamiento de hiperestimulacion antes de la OPU
el cual permite aumentar el nimero de foliculos aptos para la puncion por sesién de
aspiracion y por ende una recuperacion de mayor cantidad de ovocitos (Baruselli et
al., 2019).

Las gonadotropinas recombinantes se han disefiado para producir variedades de FSH
y hormona luteinizante a partir de una miriada de huéspedes heterdlogos y los
productos resultantes demuestran varios niveles de actividad bioldgica (Pal, 2019).
Por esta razon el uso de la FSH-rb en los protocolos de estimulacion serian una
alternativa y ofrecer una mejor respuesta, como en la produccion folicular y
ovocitaria, ya que ofreceria mejores resultados en comparacion con los extractos

comerciales de FSH de origen animal.

Por lo cual actualmente se ha hecho uso de la hormona FSH recombinante bovina
derivada de ADN (FSHOrb) como agente superovulatorio ya que es purificada por
cromatografia de afinidad, lo que garantiza un nivel de pureza superior al 97%
asegurando una alta actividad, potencia, homogeneidad y reproducibilidad de los
resultados obtenidos, esto debido a la ausencia de la LH obteniendo una alta
estabilidad hormonal como la vida media en el organismo ( una vida media superior
a 48 h) (Gutierrez, et al., 2022).

Es por esta razon que la presente investigacion de caracter experimental tuvo como
objetivo principal el evaluar el uso de FSHrb en la estimulacién folicular de vacas
Holstein, es decir, comparar la cantidad y caracteristicas morfométricas de los
foliculos, asi como la tasa de recuperacion ovocitaria; todo esto en comparacion frente

a un grupo control en donde no hubo estimulacién.

Para la aspiracion folicular frente a la sincronizacién (Grupo Control); asi como el
efecto de la hormona la cantidad y caracteristicas morfométricas de foliculos el cual
posteriormente se comparo la tasa de recuperacion y calidad de ovocitos obtenidos
por OPU de vacas estimuladas con FSHrb frente al grupo Control y finalmente se
establecid la competencia e integridad de los ovocitos provenientes de vacas

estimuladas con FSH-rb.
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3. FUNDAMENTO TEORICO
3.1 Anatomia y fisiologia del tracto genital de la hembra bovina

2.1.1 Vulva: estd conformada por los labios mayores, menores y el clitoris, su funcion

se basa en aislar la vagina del exterior y sobre todo forma parte del canal del parto.

2.1.2 Vagina: Parte genital cuya estructura forma parte del canal del parto quienes
poseen glandulas estrictamente localizadas encargadas de la lubricacion y
humectacion de la zona; también permite la recepcion del pene y descarga de los
gametos masculinos durante la monta natural; en esta zona se ubica el diverticulo

suburetral y la uretra (Dejarnette & Nebel., 2018).

2.1.3 Cérvix: También denominado cuello uterinos cuya caracteristica principal es la
presencia de anillos de colageno revestidas de moco cervical, en donde su funcion
consiste en formar una barrera bioldgica y fisica importante impidiendo el ascenso de

los patdgenos desde el tracto genital inferior hasta el Gtero (Osei et al., 2020).

2.1.4 Utero: Conforma la union entre el cérvix cuernos uterinos con una longitud de 1
a5 cm, posee 3 capas de tejido el cual el externo se denomina perimetrio o serosa, la
intermedia o también mucosa y internamente el endometrio el cual se caracteriza por
poseer proyecciones circulares de nombre carinculas; durante la inseminacion

artificial, el Utero conforma el lugar para depositar el semen (Boeta et al., 2023).

2.1.5 Cuernos uterinos: tienen la funcion de recibir al embrion en desarrollo y permitir
que ocurra el proceso de implantacion y desarrollo hasta el momento del parto. Los
cuernos uterinos estan separados entre si por el tabique intercornual, pero son
sostenidos por el mesometrio o ligamento ancho y el ligamento intercornual (Alvarado
et al., 2016).

2.1.6. Oviductos: posee una forma tubular y longitud de 25 cm y cumple la funcion
de transportar los Gvulos, estos 6rganos se dividen en 3 porciones, siendo la primera
el istmo cuya funcion es la de reservorio para los espermatozoides; la segunda porcién
denominada &mpula en donde se produce la fecundacién y finalmente el infundibulo
gue consiste en una estructura expandido en forma de embudo que rodea el ovario, su

borde presenta veintiuno proyecciones filiformes que constituyen la fimbria y la
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apertura se llama ostium Este es el encargado de recibir el 6vulo cuando es expulsado
del ovario (Mancheno, 2022).

2.1.7. Ovarios: tienen forma ovoide y son pares ubicados a lado del Gtero mediante
ligamentos, siendo el derecho un poco méas grande que la izquierda causa de su
funcionalidad, este rgano esta compuesto por la corteza y la meédula, en donde en la
superficie sobresalen los foliculos y cuerpo luteo que son los mas importantes,
mientras que en el interior posee tejido conectivo denso y vascularizacion, su funcion
se caracteriza en la maduracion del ovocito y produce el estradiol (Narvaez et al.,
2019).

3.2 Ciclo estral y ondas foliculares

Los bovinos son animales en poliestro, que consta de dos etapas, la fase folicular y la
fase latea, con una duracion promedio de 21 dias (17-24 dias), regulada por hormonas
bovinas como la hormona liberadora de gonadotropina o GnRH secretada por el
Hipotalamo, hormona estimulante del foliculo (FSH) y hormona luteinizante (LH) por
la hipofisis, progesterona (P4), estradiol (E2) e inhibina por el ovario y la
prostaglandina (F2a, PGF) por el utero (Aletiga et al., 2019).

Estas hormonas actlian a través de sistemas de retroalimentacion positiva y negativa.
Carvajal & Martinez, (2020) mencionaron que durante el ciclo estral se producen 2-3
oleadas u ondas foliculares, teniendo como primer periodo caracteristico la
emergencia, seguida por la seleccion y finalmente la ovulacion del foliculo dominante,
en donde la LH y FSH actian como principales hormonas reguladoras en la

foliculogénesis y la esteroidogénesis.

Colazo et al, (2017) afirma que durante los ciclos que constan de 2 y 3 ondas, la onda
folicular aparece por primera vez el dia de la ovulacién (dia 0); en bovinos que poseen
un ciclo de 2 ondas la segunda oleada se da el dia 9 0 10 y el dia 8 0 9 en animales

con un ciclo de 3 ondas ya que la ultima oleada ocurre el dia 15 o 16.

Las ondas foliculares presentes en la fase lutea del ciclo estral permanecen
anovulatorias hasta la disolucion lutea; Posteriormente, el foliculo dominante de esta
onda se convierte en el foliculo preovulatorio; pero para que ocurra la ovulacion, las

concentraciones de P4 deben disminuir (gracias a la lutedlisis) y las concentraciones

12



de E2 deben incrementarse para proporcionar retroalimentacion positiva, lo que
desencadena el aumento de LH necesario para la ovulacion, que ocurre

aproximadamente 27 a 28 horas después de ese pico.
3.3 Técnica de la Aspiracién Folicular guiada por ultrasonografia

Para realizar correctamente la técnica de aspiracion folicular en las hembras bovinas,
es necesario un equipo de ultrasonido, una sonda sectorial, una bomba de aspiracion

y finalmente un sistema de guia de la aguja.

El transductor de ultrasonido para la OPU esta disefiado para que la aguja pueda
manipularse fuera del animal y el transductor pueda contactar con el ovario y de esta
forma, se puede visualizar la punta de la aguja cuando entra en el foliculo que se

pretenda aspirar (Grajales, et al., 2018).

La aguja se conecta a una bomba de vacio mediante un tubo de plastico o silicona que
permite vaciar el contenido del foliculo directamente en un filtro similar a los que se
utilizan para la recogida de embriones. Primero se debe sedar a la hembra seleccionada
con una dosis de xilacina y anestesia epidural mediante lidocaina concentrado al 2%
antes de comenzar a trabajar, luego procedemos a limpiar y desinfectar zona de la

vulva y el perineo (Alvarado, et al., 2020).

Cuando se completa el protocolo de higienizacion, se inserta una sonda adjunta a un
sistema de guia de aguja. No se necesita meter la mano en el canal vaginal para esto.
Las cabezas de los transductores deben colocarse a ambos lados del cuello uterino,
segun el ovario que se vaya a perforar. Luego, la mano izquierda se inserta a través
del recto y el ovario se sujeta al cabezal del sensor para que el foliculo y la aguja
también se puedan visualizar en la pantalla de la maquina de ultrasonido (Giraldo, et
al., 2017).

La trayectoria de la aguja se puede mostrar continuamente en la pantalla de
ultrasonido, lo que nos permite determinar los foliculos ovaricos para una aspiracion
exitosa. Después de posicionar mediante ultrasonido el foliculo que se va a aspirar, se
debe impulsar la aguja suave y lentamente para que pase a través de la pared vaginal

y del foliculo, una vez logrado esto, se activa una bomba de vacio, que aspira el

13



contenido y lo coloca en un filtro o recipiente de embriones preparado previamente
(Meza, et al., 2023).

En cualquier caso, estos deben contener un medio de aspiracion heparinizado (PBS +
suero fetal bovino al 10%). Luego, los ovocitos se procesan de la misma manera que

en la fertilizacion in vitro (Nava & Hernandez, 2005)
3.4 Calidad ovocitaria

Uno de los aspectos que afectan directamente a la calidad del oocito en las vacas
lecheras de la raza Holstein es la baja fertilidad, aspecto que ha sido sustentado en
base a varios estudios quienes mencionan que, la herencia no esta asociada con la tasa
de fertilidad; no obstante, otras indagaciones han relacionado la baja fertilidad con
causas dietéticas, balance energético negativo, mala condicion fisica, dietas
hipocaldricas, urea y nitrégeno como toxicidad y niveles vitaminicos y minerales

relativamente bajos (Idrovo, 2020).

Se deben considerar distintas estrategias para incrementar la tasa de recuperacion
ovocitaria, que incluyen: mantener un nivel de vacio de 36 a 49 mmHg, ya que una
presidn elevada aumenta el nimero de ovocitos no viables; para prevenir la formacion
de coagulos en el complejo cumulus es necesario concentraciones de heparina entre 4
y 5 Ul/ml en el medio de recoleccion; Las vacas donantes deben ser preestimuladas
con hormonas para aumentar el nimero de foliculos y ovocitos para la aspiracion,
cuyo tamafio medio debe ser de 2 mm de diametro, porque los ovocitos méas pequefios

no se desarrollan normalmente (Alvarado et al., 2016).
3.5 Clasificacién de los ovocitos

La clasificacion basada en la calidad de los ovocitos es de acuerdo a las caracteristicas
morfoldgicas visuales, teniendo en cuenta la homogeneidad del citoplasma, la zona
pellcida integra y el nimero de capas que forman las células del cimulo (Duma, et
al., 2019). Los pardmetros de seleccion ovocitaria se define o clasifica en 4 grados

siendo estos los siguientes:

2.5.1. Grado 1: El ovocito tiene al menos 3 capas de células del cimulo, el citoplasma

esta tefiido uniformemente y no contiene pigmento (Alvarado et al 2016).

14
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Figura 1. Ovocito de primer grado

Fuente: (Demetrio & Barfiel, 2021).

2.5.2. Grado 2: Los ovocitos poseen alrededor de 1 a 3 capas de complejos cimulos
las cuales pueden estar o no completas mientras que el citoplasma permanece
uniforme (Alvarado et al, 2016).

Figura 2. Ovocitos de segundo grado
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Pl
100pum

Fuente: (Demetrio & Barfiel, 2021).

2.5.3. Grado 3: Ovocito sin presencia de células del cumulo como tampoco de

pigmentacion citoplasmatica (Alvarado et al., 2016).

Figura 3. Ovocitos de tercer grado

12

Fuente: (Demetrio & Barfiel, 2021).



2.5.4. Grado 4: Los ovocitos contienen células de cimulos en estado maduro, pero
estas estan fibrosadas y cuyo citoplasma es de pigmentacion oscura (Alvarado et al,
2016).

Figura 4. Ovocitos de cuarto grado

15

Fuente: (Demetrio & Barfiel, 2021).

3.6 FSH recombinante bovina (FSHrb)

La tecnologia del ADN recombinante es un avance farmacoldgico importante en la
produccion de rFSH. Este método utiliza procesos bioldgicos capaces de codificar las
dos subunidades de FSH, creando formas recombinantes de la hormona, lo que le
permite inducir una respuesta superovulatoria sin LH exdgena. Sin embargo, lograr
modificaciones postraduccionales apropiadas, como la glicosilacion, es un desafio
importante en la produccion de estas proteinas recombinantes para aumentar su
actividad biologica y su vida media, ya que la glicosilacién adecuada ayuda a proteger
la hormona de la degradacion enzimatica en el torrente sanguineo, reduciendo el

aclaramiento renal y hepatico (Baruselli et al, 2023)

La besrFSH es una bio variante mejorada de FSH bovina. Se desarroll6 una variante
de la secuencia genética de FSH bovina recombinante monocatenaria (bscrFSH)
considerando las subunidades alfa y beta de Bos taurus unidas a dos sitios potenciales

de N-glicosilacion a través de un péptido espaciador flexible.

Segun esta secuencia de aminoacidos, el peso molecular previsto de bcsrFSH es 26,6
kDa. Sin embargo, los 6 N-glicanos unidos a la molécula afiaden entre 24 y 30 kDa
adicionales. Por lo tanto, bcsrFSH es una glicoproteina de 51-57 kDa con
aproximadamente el 50 % de su peso molecular derivado de oligosacaridos
(Gutierrrez et al., 2022).
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4., METODOLOGIA
4.0 Tipo de estudio

El presente estudio fue de caracter experimental, debido a que la informacion se
obtuvo directamente tras la evaluacion de la actividad hormonal de la FSH

recombinante bovina en hembras bovinas de la raza Holstein sometidas a OPU.
4.1 Area de estudio

La presente investigacion se realizd en una propiedad ubicada en la provincia de
Caniar, en el cantdn Biblian, cuya altitud es de 3380 msnm y presenta las coordenadas
de (-2.656368, -78.90563), en el cual, la temperatura oscila de 18 a 26 ° C

respectivamente y se maneja mayormente ganado de caracter lechero.

Figura 5: Ubicacion geografica del lugar donde se realizo el estudio.

g Ferrihogar y
" Muebleria Panama

Fuente :(Google Maps., 2023)
4.3 Universo de estudio

La presente investigacion tomo como universo de estudio 8 unidades bovinas de la raza

Holstein.
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4.4 Variables

La variable independiente es el tratamiento que fue aplicado a cada grupo de bovinos;
las variables dependientes son el porcentaje de cuerpo lUteo, presencia de foliculo
dominante, cantidad y tamafio de los foliculos (mm), porcentaje de tasa de
recuperacion, cantidad de ovocitos totales, clasificacion de los ovocitos, porcentaje de

ovocitos viables e integridad de los oocitos.
4.5 Procedimiento
Fase o Etapa 1

Como primera fase se procedié a seleccionar y evaluar a las vacas donantes destinadas
para el estudio, tomando en consideracién los siguientes aspectos: un adecuado
periodo de descanso de 45 dias aproximadamente, una condicion corporal de 2,5a 3,5
y sobre todo que mantengan un alto valor genético de la raza holstein representada es
su produccién lactea de 25 litros diarios en promedio de todas las vacas donantes; de
la misma manera se adquirieron todos los materiales necesarios para la OPU, como

también la hormona FSH-rb para la estimulacién folicular.
Fase o Etapa 2

Una vez adquirido todos los materiales necesarios para la investigacién, se procedio a
iniciar con el trabajo de campo, que consistié en dividir en dos grupos de trabajo; el
grupo A con la aplicacion de la hormona FSH-rb para la estimulacién folicular y el

grupo B sin aplicacion hormonal o llamado también grupo control.

Una vez separado los dos grupos de trabajo que constan de 4 unidades bovinas
aleatorias cada una, se inicia con el protocolo de sincronizacion, que se detalla a

continuacion:

Dia 0: ubicacion de un dispositivo intravaginal de progesterona activa (1,3 mg), mas 2
mg de Benzoato de estradiol (E2) y 2 ml de PGF2 alfa via intramuscular en los 2 grupos

de trabajo
Dia 3: aplicacion de la hormona FSH-rb (75ug x unidad bovina) en el grupo A.

Dia 5: retiro del implante de P4 e iniciacion de la OPU detallada en la Fase 3.
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Cabe mencionar que se aplicéd un disefio cruzado de 2 x 2 en cuanto al tratamiento
hormonal, teniendo un total de 4 repeticiones, en donde hubo un intervalo de descanso de

15 dias desde la aspiracion folicular hasta comenzar de nuevo con el protocolo hormonal.
Fase o Etapa 3.

Finalmente, en esta etapa se determind la respuesta folicular, realizando un conteo de los
foliculos, evaluar su morfologia y determinar si existe presencia del foliculo dominante,
cuerpo lateo, todo esto a través mediante ecografia (Ecdgrafo Mindray) para

posteriormente aspirar cada uno de ellos.

Para ello se siguio el procedimiento adecuado e higienizado que consiste en los

siguientes pasos:

1. Primero se debe de sedar a la hembra bovina mediante una mezcla de anestésicos
los cuales son Roxicaina al 2% (3 ml) + Bupirop al 5% (2 ml)+ Xilacina al 2 %
(0,03 mg/kq) aplicada via epidural; luego procedimos a la limpieza y desinfeccion

de la vulva y el perineo.

2. Insertamos una sonda con un sistema de guia de aguja el cual esta disefiado para
que la cabeza del transductor contacte directamente con el ovario a aspirar
mientras que permite la manipulacion externa en el animal visualizando solo la

aguja al momento de la perforacion y aspiracion.

3. La aguja se conect6 a una bomba de vacio mediante un tubo de silicona que

permite vaciar el contenido del foliculo directamente en el tubo Falcon.

4. Posteriormente, la mano izquierda insertamos a través del recto y el ovario se
sujeta al cabezal del sensor permitiendo que el foliculo y la aguja sean visibles en
la pantalla del ecografo.

5. Una vez visualizado el ovario y las estructuras presentes se procede a realizar el
conteo y medicion tanto de los foliculos antrales y dominante, como también del

cuerpo ldteo en caso de que esté” presente.

Para la aspiracion folicular impulsamos la aguja suave y lentamente traspasando la pared

vaginal y folicular y una vez activado la bomba de vaci6 se procede a aspirar el contenido



20

el cual sera depositado en los tubos Falcon de 50 ml los cuales ya estan previamente
preparados con lactato de ringer, el medio de aspirado heparinizado, amikacina y alcohol
polivinilico (PVA) previamente estabilizado a temperatura de 38.5 ° C.

El resultado obtenido se filtrd y se puso en una placa de basqueda y con el estereoscopio

se procedio a analizar los ovocitos que se clasificaran segun su morfologia.
4.6 Estadistica

Para comparar las variables entre tratamientos de presencia de cuerpo luteo y foliculo
dominante se utilizé la prueba de chi cuadrado y para las demas variables se realiz6 una
comparacion de promedios mediante un ADEVA al 5% de significancia. Para mostrar los

datos se utilizo las tablas de contingencia.



5. RESULTADOS Y DISCUSIONES

Tabla 1.- Efecto de la FHSrb sobre el desarrollo folicular y recuperacion de
ovocitos mediante OPU frente al grupo control.

Tratamiento N  Foliculos n Ovocitos n Recuperacion %
FSHrb 16 14,11 + 2,03 5,81 +2,29 50,63 + 19,22
Control 16 11,40 + 2,03 6,56 + 2,29 45,85 + 19,22

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

De acuerdo con la Tabla 1. en la que muestra datos obtenidos de la recuperacion de
ovocitos se puede apreciar una diferencia entre los dos grupos en cuanto al porcentaje
de recuperacion, siendo el mas alto en aquel grupo en donde se realiz6 la estimulacion
folicular (50,63%); sin embargo, al comparar los datos de los dos tratamientos no se
muestran diferencias significativas como tal (p>0,05); resultados que son similares a
los obtenidos por Morera Jiménez et al, (2022) quien utilizé un protocolo hormonal
utilizando pFSH frente a al grupo control, y donde obtuvo mayor porcentaje de
recuperacion en el primero mencionado (44,62%); por lo contrario Aller et al. (2020)
en su estudio obtuvo una tasa de recuperacion COC en vacas tratadas con FSH
(35,5%) menor (P<0,001) que en las vacas no tratadas (70,9%).

En otro estudio realizado por Rodriguez et al. (2023), quienes sometieron a las vacas
a tres tratamientos hormonales, en donde hizo uso de la hormona FHSr en el cual en
un grupo se aplic6 una dosis Unica 100 pg de FSHr, otro grupo recibié una dosis Gnica
de 150 pg de FSHr (3 dias previos a la OPU)y un tercer grupo recibi6é una dosis de
200 mg de pFSH (Folltropin, Vetoquinol) administrado en cuatro dosis decrecientes;
obteniendo una tasa de recuperacion superior en el grupo control (81,9%) y similares
en los grupos tratados con FSHr (F100ug= 71,1%; F150ug=74,7%) a comparacion
con FHSp (68%) que fue relativamente bajo (P<0,05); por lo que se puede decir que
este estudio no coincide numéricamente con los datos obtenidos en nuestra
investigacion ya que la tasa de recuperacion es superior en el grupo control, contrario
en nuestra investigacion donde se obtuvo mejores resultado en el grupo sometido al

protocolo hormonal..
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La utilizacion de FSH-rb en la estimulacion ovérica de hembras bovinas de raza
Holstein con fin de producir embriones in vitro ha demostrado ser una estrategia eficaz
para aumentar la tasa de recuperacion de ovocitos. Por ello la administracion de FSH-
rb resulté en una mayor respuesta ovarica en comparacion con otros tratamientos, lo
que sugiere una mejora en la calidad y cantidad de ovocitos viables para la

fecundacién in vitro (FIV).

Tabla 2.- Tamafio de foliculos antrales en vacas estimuladas con FSHrb y sin

estimulacion hormonal.
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Tratamiento N Ovario Ovario Total
Derecho Izquierdo (mm)
(mm) (mm)

FSHrb 16 4,92+0,01 5,26 + 0,012 5,09+0,012

Control 16 4,36+0,02 4,34 +0,02° 4,35+0,01°

N= ndmero de vacas. Los datos mostrados son X + EE. Letras diferentes en la misma

columna muestran diferencias estadisticas significativas p<0,05 @

Los datos expuestos en la Tabla 2. muestra una clara diferencia estadisticamente
significativas entre los dos grupos estudiados en lo que se refiere al tamafio de los
foliculos; siendo este méas notorio en el ovario izquierdo (FHSrb= 5,26 + 0,01,
Control= 4,34 + 0,02; p< 0,05); por otro lado el tamafio de los foliculos del ovario
derecho no presenta diferencias significativas (FHSrb= 4,92 + 0,01; Control= 4,36 +
0,02; p> 0,05), el cual en el total provoca diferencias significativas; esto se puede
relacionar a lo que plantean Giraldo et al. (2017), el cual realizé un estudio en donde
obtuvo un mayor tamafio folicular en vacas estimuladas con FSH (8,4t 0,39) a

comparacion del grupo sin estimulacion hormonal (3,8+ 0,14).

Por otro lado, en un estudio realizado por Presicce et al. (2019), en el cual hizo uso de
la hormona eCG revela un mayor nimero de ovocitos medianos (3-6 mm) en vacas
estimuladas hormonalmente (1,70 + 0,20) contrario al grupo en donde no se aplico
(0,90 = 0,18), confirmando que el uso de hormonas ofrece mejores resultados en

tratamientos como la OPU.

Por lo tanto, la aplicacion hormonal previo a la OPU como la FSH porcina y eCG

promueve el crecimiento folicular por ende ofrece mejores resultados en tratamientos.



Aunque la hormona FHSp ofrece resultados positivos en el crecimiento folicular
evitando la atresia en los mismos, la eCG estimula la esteroidogénesis, crecimiento
folicular y maduracion a causa de su actividad tanto de FSH como LH incluyendo
también una vida media de 46 h por lo cual solo es necesaria una Unica dosis (Noal et
al., 2018).

Tabla 3.- Morfologia y presencia del cuerpo luteo y foliculo dominante entre
dos grupos de estudios (FHSrb vs Control).
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Tratamiento N Presencia  Tamafio Presencia de Tamafio de
Foliculo Foliculo Cuerpo Luteo Cuerpo
Dominante Dominante n (%) Lateo (mm)
n (%) (mm)

FSHrb 16 7 (43,8) 12,9+1,70 3(18,8) 14,4 + 2,40

Control 16 9(56,3) 13,4+ 0,80 5(31,3) 20,8 +2,07

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

Como se muestra en la Tabla 3, no se encontraron diferencias significativas (p>0.05)
entre los dos tratamientos hormonales en la presencia y tamafio de tejido Iuteo y
foliculo dominante, pero es importante enfatizar que ya existe una diferencia numérica,
ya que es notable un mayor porcentaje de estas estructuras mencionadas en el grupo
sin tratamiento hormonal (FD = 56,3%; CL = 31,3%).

La induccion de PGF2a se empleo al inicio del tratamiento hormonal con el fin de
causar luteolisis el cual permite la facil identificacion y aspiracion de pequefios
foliculos antrales debido a la ausencia del parénquima ovarico ocupado por el CL; sin
embargo en el presente estudio se determinG su presencia que aunque no muestra
diferencias significativas si son de caracter numérico, siendo mayor en el grupo
control (31,3%) que el que posee tratamiento hormonal con FSH-rb(14,4%); dichos
resultados que son refutados por el estudio realizado por Barboza et al. (2017) en
donde encontraron mayo porcentaje de CL en el grupo previamente estimulado
(19,7%) frente al control (17,1%).

En cuanto al tamafio del foliculo dominante, Solis et al. (2019) realiz6 un estudio con

respecto a la dinamica folicular en vacas sincronizadas, pero no estimuladas



hormonalmente, en donde obtuvo un diametro del foliculo dominante (12,70 + 0,64)
significativamente diferente a nuestra investigacion en cuanto al grupo control (13,4
+ 0,80) durante la primera onda folicular.

Tabla 4.- Clasificacion de la calidad ovocitaria en vacas tratadas con FHSrb y en

no tratadas hormonalmente.

Tratamiento N Calidad1 Calidad2 Calidad 3 Calidad 4
FSHrb 16 3,64+0,76  3,27+1,21 1,18+ 0,48 1,55+ 0,48
Control 16 3,00+0,69 4,56+1,33 2,00+ 0,53 1,11 + 0,53

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

De acuerdo con los datos obtenidos en la Tabla 4, no se evidencia diferencias
significativas (p>0,05) en los resultados entre los dos protocolos hormonales, pero, si
se demuestra una mayor recuperacién de ovocitos grado | en aquellas estimuladas con
FSHrb; contrario a una investigacion realizada por Billon et al, (2018) en vacas pre-
estimuladas con FHS, se obtuvo mayor nimero de ovocitos categoria 11 (35,14%),

seguida de categoria | (29,13%) y finalmente categoria 111 (21,66%).

Otro estudio realizado por Ayala et al. (2020), observo cémo afecta el intervalo de
tiempo en la estimulacion ovéarica con FSH/LH y en los ovocitos, obteniendo
diferencias significativas en vacas estimuladas (1=3.4 +£0.45 , 11=3.0 £0.81 , 11I=1.6
+0.64, 1V=1.8 £0.44) en comparacion al grupo que no recibi6 estimulacion (1=0.2
+0.45, 11=0.4 £0.81 , 111=2.0 +£0.64, 1\V=0.5 £0.40), en los grupos donde se realiz0 la
OPU 48hs posterior a la aplicacién hormonal; por lo que se puede deducir que dichos
datos coinciden parcialmente a nuestra investigacion debido a que la estimulacién
mediante hormonas permite recuperar ovocitos de mayor calidad; aunque durante
nuestra investigacion no se encontraron diferencias significativas, este si se presenta

en el estudio antes mencionado.

Estrella et al. (2017), realiz6 un estudio para evaluar la calidad de ovocitos segun el
tamafo del foliculo del cual son recuperados, estableciendo que los ovocitos de
categoria A y B presentan mayor porcentaje (66.0+2.23) y provienen de foliculos de

4 a 8 mm; corroborando con nuestra investigacion en donde se obtuvo mayor nimero



de ovocitos en las categorias antes mencionadas, recalcando que el tamafio promedio
de los foliculos es mayor a 4 mm (FSHrb=5,09 + 0,01; Control= 4,35 + 0,01).

60

s 30 M Contol
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Grado 1 Grado 2 Grado 3 Grado 4

Figura 6.- Esquema general del porcentaje de ovocitos recuperados mediante
aspiracion folicular (OPU) en bovinos estimuladas hormonalmente (FSHrb)

comparado al grupo control.

La figura 6 muestra lo datos en base a la Tabla 4 el cual se observa el nimero de
ovocitos segun su grado en cada protocolo hormonal; visualizando una mayor
cantidad de ovocitos grado | en el protocolo con FHS-rb, dicha cantidad va
descendiendo progresivamente en la categoria Il y 1l y manteniéndose en el 1V; a
diferencia del grupo control en donde el mayor nimero de ovocitos corresponde a la
categoria 1. Por lo que se puede deducir una mejor respuesta ovocitaria en vacas pre-

estimuladas hormonalmente.
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6. CONCLUSIONES

En vista de que han surgido nuevas alternativas para el mejoramiento genético en
ganado bovino, siendo estas alternativas la produccién de embriones in vitro; la
presente investigacion realizada mediante el uso de FSHrb en cuanto a la respuesta
folicular para posteriormente realizar la aspiracion en un dos grupos de estudios donde
se hizo uso de un disefio cruzado 4X4, se determind que dicha hormona no causo
resultados estadisticamente significativos en cuanto a la cantidad de los foliculos, sin
embargo, sus caracteristicas morfométricas fueron mejores en aquellas tratadas
hormonalmente. Por otro lado, en cuanto a la tasa de recuperacion ovocitarias y la
clasificacion de estos, se puede concluir que los resultados obtenidos presentan mucha
similitud, pero diferencias numéricas; estos resultados pueden ser debido al tamafio
de la muestra experimental debido a que el tratamiento ofrecera mejores resultados en

una poblacion mayor.
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