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Resumen

Yostar, E.J.; Capellari, A.; Stahringer, R.C.; Mujica, I.F.; Munar, C.J.: Ultrasonografia
en dos protocolos de superovulacion en donantes Braford del nordeste argentino. Rev.
vet. 29: 1, 26-30, 2018. La reproduccion de animales de mayor valor genético ha llevado a
desarrollar distintas biotecnologias, como la transferencia de embriones. Los tratamientos
de superovulacion producen respuestas muy variables sobre todo en las razas sintéticas. El
objetivo fue evaluar la respuesta superovulatoria, en vacas donantes Braford del nordeste ar-
gentino, mediante el seguimiento ecografico de los ovarios. Se trabajo con 60 donantes, asig-
nadas aleatoriamente a dos tratamientos o protocolos (T1: n=30 y T2: n=30); examinandose
ecograficamente 6 por tratamiento, el dia 0 para determinar ciclicidad, al comienzo de las
aplicaciones de FSH (T1=dia 3 y T2=dia 4), en el control de celos (T1=dia 7 y T2=dia 8) para
determinar respuesta superovulatoria y en la colecta (T1=dia 14 y T2=dia 15). Las variables
cualitativas, de distribucion binomial, se analizaron mediante tablas de contingencia para el
calculo de frecuencias absolutas y relativas y prueba de chi? (p<0,05). El nimero de embrio-
nes transferibles logrado fue de 6,85+0,77; embriones degenerados de 1+0,12 y ovocitos sin
fertilizar de 5,32+1,01. La ultrasonografia en la colecta no mostré diferencias en los cuerpos
luteos totales (12,6 vs 12,06), sin embargo fueron superiores en el ovario derecho (7 y 6,66)
respecto al izquierdo (5,6 y 5,4) en T1 y T2, respectivamente. La prueba de independencia
no establecio evidencia estadisticamente significativa. Concluimos que el adelanto en la su-
perestimulacion no genera mejoras en la respuesta, pudiendo utilizarse como una alternativa
en la produccion de embriones, sin afectar la cantidad y calidad de estructuras ovaricas a la
ultrasonografia, acortando los tratamientos tradicionales.
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Abstract

Yostar, E.J.; Capellari, A.; Stahringer, R.C.; Mujica, L.LF.; Munar, C.J.: Ultrasonogra-
Dhy in two superovulation protocols in Braford donors of the Argentinean northeast. Rev.
vet. 29: 1, 26-30, 2018. Reproducing genetic merit animals led the development of differ-
ent biothecnologies such as “embryo transfer”. Superovulation treatments produce variable
responses especially in synthetic cow breeds. The aim of the present work was to evaluate
superovulatory response in Braford donors from the Argentinean northeast region trough
monitoring ovaries by ultrasound. The study used 60 donors randomly assigned for two proto-
col treatments (T1: n=30 and T2: n=30), being examined only 6 animals per treatment on day
0 to determine cyclicity, then before injecting FSH (T1=day 3 and T2=day 4), for estrus con-
trol and to determine superovulatory response (T1=day 7 and T2= day 8), and finally at em-
bryo collection (T1=day 14 and T2=day 15). Qualitative variables (with binomial distribution),
were analyzed using contingency tables to calculate absolute and relative frequencies and
chi? test (p<0.05). The number of transferable embryos achieved was 6.85+0.75, degenerate
embryos were 1+0.12, and unfertilized oocytes were 5.32+1.01. Ultrasonography in embryo
collection did not show differences in total corpora lutea (12.6 vs 12.06), however, they were
higher in right ovary (7 and 6.66) than in the left (5.6 and 5.4) in T1 and T2, respectively. The
independence test did not established statistic significant evidence. We conclude that the great
advances on superstimulation do not generate significant improvements on treatment respons-
es, but it can be used as an alternative in embryo production, without affecting quantity and
quality of ovarian structures at ultrasonography; even shortening the traditional treatments.
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INTRODUCCION

La reproduccion de animales de alto valor genéti-
co ha llevado a desarrollar distintas biotecnologias que
permiten obtener mayor cantidad de descendientes en
el menor tiempo posible. Para lograr tal objetivo se pue-
den utilizar técnicas como la transferencia de embrio-
nes 2, que consiste en seleccionar una hembra donante
genéticamente superior, a la cual se le sincroniza el es-
tro por medio de tratamientos hormonales.

A continuacion, se induce una ovulacion multiple
con la ayuda de gonadotrofinas, técnica por la cual se
procura que la donante conduzca varios foliculos hasta
el estado ovulatorio para obtener un mayor nimero de
ovocitos viables, que seran fecundados por medio de
la liberacion de material seminal a nivel uterino (inse-
minacion artificial) *. Finalmente, los embriones seran
recuperados del utero el dia 7 post-inseminacion, cuan-
do atin no se han implantado en la superficie uterina .

Para interpretar cabalmente los tratamientos supe-
rovulatorios, es importante recordar que el ciclo estral
bovino se caracteriza por la presencia de 2 6 3 ondas
foliculares, cada una de las cuales se distingue por una
etapa de reclutamiento de 20 a 30 foliculos, seguida por
la seleccion y crecimiento de un foliculo dominante y
posterior atresia en caso de no acontecer la lutedlisis °.
Cada onda folicular tiene una duracion de alrededor
de 8-10 dias, dependiendo de la presencia del cuerpo
lateo '.

La dinamica folicular ha sido estudiada a través de
diferentes técnicas, siendo las mas aplicadas la ultra-
sonografia y la medicion de niveles hormonales, mos-
trando variaciones que dependen de la genética, el es-
tado fisiologico, el clima, la nutricion y el sistema de
produccion. El estudio de la dinamica folicular tiene
como finalidad mejorar el conocimiento de los princi-
pios fisiologicos que rigen la produccion de 6vulos y
hormonas, asi como su relacion con el comportamiento
reproductivo .

Durante cada ciclo de crecimiento folicular, un fo-
liculo dominante se desarrolla mas rapidamente y su-
prime el crecimiento de otros mas pequeiios. Cuando el
dominante se desarrolla durante la Gltima ola de cada
ciclo estral se produce la ovulacion **. Informes recien-
tes sugieren que la presencia o ausencia de un foliculo
dominante puede afectar los tratamientos superovula-
torios. El examen ultrasonografico diario ha demostra-
do que las respuestas superovulatorias se reducen en
animales tratados en presencia de un foliculo dominan-
te, comparados con animales sin foliculos dominantes
al inicio del tratamiento superovulatorio '>2*,

Con la aplicacion de hormonas como FSH, GnRH,
estrogenos (1-2,5 mg), progesterona (50 mg) y LH (o
hCG), se ha logrado evitar el efecto negativo del foli-
culo dominante y asi poder iniciar el tratamiento supe-
rovulatorio en cualquier etapa del ciclo estral. La utili-
zacion de dichas hormonas no sélo elimina el foliculo
dominante sino que ademas permite sincronizar las
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ondas foliculares y la ovulacion, permitiendo por ende
realizar inseminacion a tiempo fijo >°.

Los tratamientos superovulatorios disponibles se
caracterizan por provocar respuestas extremadamente
variables en todas las categorias, por lo cual es impo-
sible estimar el nimero de embriones que se recuperan
por donante ® . La FSH tiene una vida media corta,
por lo cual requiere realizar frecuentes aplicaciones
para inducir superovulacion; dos aplicaciones diarias
han resultado en una mayor respuesta superovulatoria
que la obtenida con una sola aplicacion & '26.

En base a lo expuesto, referente a la dindmica fo-
licular y al inicio de una nueva onda folicular, como
asi también fundamentados en un ensayo preliminar
donde se realizd un tratamiento superovulatorio co-
menzando las aplicaciones de FSH el dia 3, obteniendo
resultados superiores a los logrados hasta ese momento,
se propone comenzar la superestimulacion el dia 3 y/o
4 después la aplicacion de 17B-estradiol y progesterona.

El objetivo de este estudio fue evaluar la respuesta
a dos tratamientos superovulatorios en donantes Bra-
ford del nordeste argentino, mediante ultrasonografia
y examen de las estructuras recuperadas en la colecta.

MATERIAL Y METODOS

Lugar de trabajo. El experimento se llevo a cabo
en establecimientos de la region nordeste (NEA) de la
Republica Argentina.

Animales, variables dependientes. Los animales
sujetos al ensayo pertenecieron a la raza Braford, utili-
zados como donantes de embriones en cabaiias del NEA
adheridas a un Centro Biotecnologico de Reproduccion
Bovina (Munar y Asociados S.A.). Se trabajo con 60
donantes, asignadas aleatoriamente a dos tratamientos
superovulatorios (T1: n=30 y T2: n=30), evaluandose
la respuesta superovulatoria mediante ultrasonografia
a un subgrupo de 6 donantes por tratamiento.

Los tratamientos se iniciaron con el control de las
ondas foliculares y del foliculo dominante, comenzan-
do ambos el dia 0 a las 08:00 h con dispositivos intra-
vaginales impregnados con progesterona CIDR® (1,9
g de progesterona, Lab.Zoetis, Argentina) + 100 mg
de Progesterona® (Lab. Rio de Janeiro, Argentina) + 5
mg de 17-f estradiol® (Lab.Rio de Janeiro, Argentina)
(P4+17Be+DIB).

En T1 el dia 3 comenz6 la superovulacion con FSH
Folltropin-V® (400 mg NIH-FSH-PI; Vetrepharm, Ca-
nada Inc.), 8 aplicaciones totales IM a dosis decrecien-
tes, 2 aplicaciones diarias, 08:00 y 18:00 h (320 mg to-
tales). En el dia 5, ademas de la FSH, se aplicaron 150
pg (2 ml) de prostaglandina sintética Acceleration-D®
(Lab. Vabriela, Argentina). El dia 6 se retir6 el dispo-
sitivo intravaginal y el dia 7 se detecto la presencia de
celos por la mafiana (08:00 h) y por la tarde (18:00 h),
aplicandose 50 mg (2 ml) de GnRH (Gonasyn®, Lab.
Syntex, Argentina) y realizando inseminacion artificial
con dos dosis (pajuelas) de semen, repitiéndose el dia 8



28

(08:00 h) con una sola dosis. El dia 14 se llevo a cabo la
colecta de embriones. A continuacion se esquematizan
los protocolos correspondientes.

Tratamiento 1
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y error estandar. Las variables fueron las estructuras
totales, subdivididas en: embriones transferibles, em-
briones degenerados y ovocitos sin fertilizar.

Debido a que las variables estudiadas por ultraso-
nografia toman valores alternativos presentando distri-

P4+17Pe+DIB PGF 08:00 hs Retirar DIB Control Celo  IATF x2 dosis
08:00 hs FSH08:00hs  FSH08:00hs FSH 08:00hs  FSH 08:00 hs 08:00 hs 08:00 hs Colecta 08:00 hs
| Dia0 [ D3 Dia 4 Dia 5 Dia 6 Dia 7 Dia 8 Dia 14
FSH 18:00hs  FSH 18:00hs  FSH 18:00hs  FSH 18:00 hs GnRH 18:00 hs
PGF 18:00 hs IATF x2 dosis

En T2, la superestimulacion comenzo6 el dia 4 y de
esta forma toda la secuencia del tratamiento se atraséd
24 h respecto a T1.

Tratamiento 2

bucion binomial, se utilizaron tablas de contingencia
para el calculo de las frecuencias absolutas y relativas y
la prueba de chi? (p<0,05) mediante el software Infos-
tat/Profesional bajo entorno Window .

P4+17Be+DIB PGF 08:00 hs Retirar DIB Control Celo  IATF x2 dosis
08:00 hs FSH08:00hs FSH08:00hs FSH 08:00hs  FSH 08:00 hs 08:00 hs 08:00 hs Colecta 08:00 hs
| Dia0 | Diad Dia 5 Dia 6 Dia 7 Dia 8 Dia 9 Dia 15
FSH 18:00hs  FSH 18:00hs  FSH 18:00 hs ~ FSH 18:00 hs GnRH 18:00 hs
PGF 18:00 hs TATF %2 dosis
Para determinar ciclicidad, se realiz6 ultrasonogra- RESULTADOS Y DISCUSION
fia ovarica el dia 0 del tratamiento, al comienzo de las
aplicaciones de FSH (dias 3 en Tl y 4 en T2), identifi- Los resultados para embriones transferibles

cando y contabilizando foliculos de 1-3 mm y de 3-6
mm. También se realizoé el dia de control de celos (dia 7
en Tl y dia 8 en T2), para determinar respuesta supero-
vulatoria (foliculo dominante) y dia de la colecta (dia 14
en T1 y dia 15 en T2), contabilizandose cuerpos lateos
y otras estructuras.

Distribucion de las ecografias en T1y T2

(6,85+0,77) fueron inferiores a lo informado por otros
autores, de 7,8+0,3 en razas sintéticas Braford y Bran-
gus, y 7,5+0,6 en Bonsmara ?'; 7,6+0,7 en Bonsmara 2
y 7,7£1,1 en Brangus ?°, aunque fueron superiores a
5,7+0,3 2' y 5,7+0,6 en donantes Aberdeen Angus 7.
No obstante, fueron similares a los logrados en la raza
Simmental ?' (6,8+0,6) y Braford ** (7,0£1,7), utilizan-
do para estos ensayos 260 mg de Folltropin-V en dosis

decrecientes cada 12 h, durante 4

ECO 08:00hs  ECO 08:00 hs ECO 08:00 hs ECO08:00hs  (jas.
| Dia0 | Dia3 |Diad [ Dia5|Dia6| Dia7 |[Dia8| Dia14 | Los embriones degenerados

ECO 08:00 hs  ECO 08:00 hs ECO 08:00 hs ECO08:00hs — (1+0,12) resultaron inferiores a los
| Dia0 | Diad [ Dia5[Dia6|[Dia7]| Dia8 [Dia9] Dia15 |

informados, de 3,5 trabajando con

Las donantes utilizadas fueron clinicamente sanas
y se manejaron bajo las mismas condiciones de alimen-
tacion, sanidad y manejo.

El semen fue producido en centros de inseminacion
certificados por SENASA y por la Camara Argentina de
Biotecnologia de la Reproduccion e Inseminacion Ar-
tificial (CABIA, Argentina) o por organizaciones equi-
valentes de los paises de origen para semen importado.

Los embriones fueron obtenidos mediante el mé-
todo no quirdrgico a circuito cerrado de flujo disconti-
nuo >y luego fueron clasificados segun las normas
de la International Embryo Transfer Society (IETS) %°.

Disefio experimental, estadistica. El disefio fue
completamente aleatorizado (DCA) y cada una de
las 12 donantes evaluadas por ultrasonografia fueron
consideradas como unidades experimentales. Se cal-
cularon las estadisticas descriptivas: media aritmética

FSH-P: 3 mg IM dos veces al dia
durante 5 dias *. Los ovocitos sin fertilizar (5,32+1,01)
se mostraron superiores a los declarados, de 3,19+3,09,
en Brahman con un protocolo P-24 similar al T2 .

En la Tabla 1 se presenta la estadistica descriptiva
para el nimero de cuerpos luteos en ovario izquierdo,
derecho y totales segin T1 y T2 en donantes Braford
del nordeste argentino (NEA).

La ultrasonografia no mostroé diferencias en la can-
tidad de cuerpos luteos totales, sin embargo, fue mas
alto en el ovario derecho respecto del izquierdo. Los

Tabla 1: Media aritmética para el nimero de cuerpos
luteos en ovarios izquierdos (izq), derechos (der) y to-
tales (tot) segun T1 y T2 .

tratamiento izq der tot
T1 (dia 3) 5,6 7,0 12,6
T2 (dia 4) 5,4 6,66 12,06
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Tabla 2. Frecuencias absolutas y relativas de estructuras ovaricas: cuerpo lateo (CL), foliculo dominante (FD),
foliculos de 1 a 3 mm (Fol 1-3 mm), de 3 a 6 mm (Fol 3-6 mm) y totales; prueba de chi’ y p-valor, segin T1 y T2
en los momentos de las ultrasonografias, en donantes Braford del NEA.

momento estructura T1 T2 total v p-valor
CL 8(0,07) 9 (0,09) 17 (0,08)
FD 11 (0,10) 9 (0,09) 20 (0,10)

P4+17-Be+CIDR Fol 1-3mm 64 (0,58) 51 (0,54) 115 (0,56) 0,65 0,8842
Fol 3-6mm 27 (0,25) 26 (0,27) 53 (0,26)
Total 110 (1,0) 95 (1,0) 205 (1,0)
CL 8(0,07) 10 (0,09) 18 (0,08)
FD 3(0,03) 3(0,03) 6 (0,26)

Inicio de FSH Fol 1-3mm 66 (0,55) 64 (0,60) 110 (0,49) 1,89 0,5947
Fol 3-6mm 42 (0,35) 29 (0,27) 71 (0,31)
Total 119 (1,0) 106 (1,0) 225 (1,0)
CL 0 (0,00) 2(0,01) 2(0,01)
FD 78 (0,44) 109 (0,53) 187 (0,49)

celo Fol 1-3mm 64 (0,36) 62 (0,30) 126 (0,33) 5,27 0,1528
Fol 3-6mm 34 (0,19) 31(0,15) 65 (0,17)
Total 176 (1,0) 204 (1,0) 380 (1,0)
CL 100 (1,00) 109 (0,98) 209 (0,99)
FD 0 (0,00) 1(0,01) 1 (4,7E-03)

colecta Fol 1-3mm 0 (0,00) 1(0,01) 1 (4,7E-03) 1.82 04027
Total 100 (1,0) 111 (1,0) 211 (1,0)

resultados fueron superiores a los generados en otras
investigaciones, de 8,8+1,7 en vacas tratadas con as-
piracion del foliculo dominante previo al tratamiento
superovulatorio ' y de 8,0+1,5 y 7,0+1,4 en vaquillas
y vacas respectivamente, tratadas con eCG y anti eCG
(Folligon® 25001U IM y Neutra-PMSG® 5ml) .

En la Tabla 2 se exhiben los resultados de la prueba
de chi? y las frecuencias absolutas y relativas de las es-
tructuras ovaricas estudiadas por ultrasonografia.

Mediante la prueba de independencia no se pudo
establecer asociacion entre tratamientos y estructuras
ovaricas, en ninguna de las ultrasonografias.

Los resultados de dicha técnica en el dia 0 para foli-
culos de 1 a 3 mm tanto en T1 como en T2, fueron infe-
riores a 95,12% en vacas anéstricas superovuladas pre-
tratadas con implantes de Syncro-Mate-B y benzoato
de estradiol en otros trabajos *. Para foliculos de 3 a 6
mm los resultados de T1 y T2 se mostraron superiores
a los informados por los mismos autores *° , de 4,88%,
mientras que no registraron foliculos dominantes ni
cuerpos luteos, posiblemente debido a que trabajaron
con vacas en anestro 2.

Los foliculos de 1 a 3 mm, en el dia del inicio de las
aplicaciones de FSH, fueron inferiores a 97,04% y los
de 3 a 6 mm superiores a 2,96% *°.

El dia del celo las estructuras mas importantes
fueron los foliculos dominantes, tanto en T1(13) como
en T2 (18,16); superiores a 5+1,2 en vacas Holstein uti-
lizando FSH (Folltropin, Vetrepharm, Canada) 6 dias
después de sincronizar la onda folicular con 6 mg de
Norgestomet y 5 mg de Valerato de Estradiol ?* e in-
feriores a 20,3+4,8 en razas de carne en un protocolo
similar °.

En el dia de la colecta, el nimero de cuerpos luteos
fue similar entre ambos tratamientos (16,6 vs. 18,16 en
T1 y T2, respectivamente), superiores a lo informado
de 9,9£1,8 en vacas Holstein >y similares a 16,6+3,4
obtenidos en vacas de carne superovuladas 5 dias des-
pués de iniciada la onda folicular utilizando FSH ¢.

Concluimos afirmando que, bajo las condiciones en
las que se realiz6 el ensayo, si bien el adelanto en la
superestimulacion en donantes de embriones Braford
del NEA no gener6 mejoras en la respuesta a la ultra-
sonografia, puede ser utilizado como una alternativa en
la produccién de embriones acortando el tratamiento
tradicional y/o por razones de logistica, sin afectar la
cantidad y calidad de estructuras ovaricas y embriones
recuperados.
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