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Resumen y Abstract Vi

EFECTO DE LA ESTIMULACION CON
GONADOTROPINAS SOBRE EL NUMERO DE
FOLICULOS Y LA VIABILIDAD DE OOCITOS OBTENIDOS
DE DONADORAS DIFERENTES RAZAS

Resumen

El objetivo de este estudio fue evaluar el efecto de la estimulacién ovarica con
gonadotropinas sobre a) la cantidad de foliculos ovéaricos de 3-9 mm al momento de la
aspiracion folicular, b) la cantidad y calidad de complejos cumulus oocitos obtenidos por
sesién de aspiracioén folicular, ¢) la capacidad de desarrollo de los mismos medida por la
tasa de clivaje y de blastocistos, asi como determinar si existe efecto de la raza de la
donadora en las tasas de recuperacion y viabilidad de oocitos obtenidos mediante
aspiracion folicular. Veintitrés donadoras de razas Brahman, Jersey, Gyr, Simmental y
Holstein, fueron sometidas a cuatro tratamientos: G1) control (sin tratamientos
farmacoldgicos), G2) sincronizacion de la onda folicular sin estimulacion con
gonadotropinas G3) sincronizacion con estimulacion con FSH y G4) sincronizacién con

estimulaciéon con eCG, en un modelo factorial cruzado.

Un efecto positivo (p<0.05) fue encontrado en términos del nimero de foliculos disponibles
al momento de la OPU en los grupos de tratamientos G2, G3 y G4 comparados con los
animales del grupo control (G1). No se encontraron diferencias estadisticamente
significativas entre estos tres grupos (Sincronizacion, FSH o eCG). La sincronizacién de
la onda folicular, afecté positivamente la cantidad de los complejos cumulus oocitos
(COC’s), tasas de clivaje y blastocistos. Adicionalmente, se encontré un efecto positivo de
la raza sobre la poblacion de foliculos presentes al momento de la OPU, tasas de
recuperacion, numero de COC’s recuperados, tasas de maduracion, de clivaje y de

blastocistos.
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En conclusién, se encontré un efecto positivo de la sincronizacion de la onda folicular y de
la raza sobre la calidad de los oocitos obtenidos y pardmetros de produccién de embriones
in vitro, lo cual justificaria su utilizacion en programas de produccion de embriones in vitro,
mas no se encontrd en efecto benéfico del uso de gonadotropinas (FSH o eCG) antes de
realizar la OPU.

Palabras clave: Gonadotropinas, sincronizacién, bovinos, produccién embriones in vitro



Contenido IX

Effect of stimulation with gonadotropins on the
number of follicles and the oocyte viability
obtained from donnors of different breed

Abstract

The objective of this study was to evaluate the effect of ovarian stimulation with
gonadotropins over the number of ovarian follicles (3-9 mm), at the time of Ovum Pick Up
(OPU), the quantity and quality of oocyte cumulus complexes obtained per OPU session,
their developmental capacity measured by the cleavage rate and blastocyst production;
Additionally the effect of donor breed on the recovery and viability rates of oocytes obtained
by follicular aspiration was also evaluated. Twenty-three donors of Brahman, Jersey, Gyr,
Simmental and Holstein breeds were subjected to four treatments: G1) control (without
pharmacological treatments), G2) synchronization of the follicular wave without
gonadotropin stimulation, G3) synchronization and FSH stimulation and G4)

synchronization and eCG stimulation, in a crossed factorial model.

A positive effect was found in terms of the number of follicles available at the time of OPU
in G2, G3 and G4 treatments compared to control group, with no significant differences
between these three groups (synchronization, FSH or eCG). Regarding the number of
COC's obtained, cleavage and blastocyst rates, a positive effect of synchronization was
found, but not in the animals stimulated with FSH or eCG. Additionally, a positive effect of
breed was found in terms of follicular population present at OPU, number of COC's
recovered, viable COC's, COC's recovery, maturation and cleavage rate as well as

blastocyst production.

In conclusion, a positive effect of follicular wave synchronization, was found in cows with
regard to follicular population, cleavage rate and blastocyst production, which would
indicate its use in vitro embryo production programs; there was no beneficial effect on the

use of gonadotropins (FSH or eCG).
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Keywords: Synchronization, Gonadotropins, Bovine, in vitro embryo production.
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Introduccioén

La produccién de embriones in vitro (PEIV) se ha implementado en las producciones
ganaderas a nivel mundial con el fin de maximizar el potencial genético de las hembras.
Esta técnica de reproduccion asistida ha crecido vertiginosamente en los ultimos afios, a
partir del 2012 el incremento se ha mantenido en un 15.8% anual (Viana, 2019) y se
considera una opcién comercial para el mejoramiento genético en las ganaderias de leche
y de carne. Para el 2019 donde la produccion de embriones in vitro superé la produccion
in vivo (IETS, 2019). En Suramérica la mayor proporcion de produccion corresponde a
Brasil y Argentina.

Con relacion a las donadoras de oocitos (para obtencién in vivo), muchos factores llegan
a afectar el éxito de un programa de PEIV. Entre ellos se encuentran el tamafio del foliculo
aspirado, el tamafio del oocito recuperado, la etapa de la onda folicular en la cual se realiza

el procedimiento, la raza y tipo de la donadora (Baruselli et al., 2012).

La mayoria de los oocitos se obtienen de vacas vivas por medio de la técnica de aspiracion
folicular conocida como OPU (por sus siglas en inglés, Ovum Pick UP) por via transvaginal,
en la cual se obtienen varios oocitos en diferentes estados de desarrollo. Se considera que
el oocito proveniente de un foliculo dominante que sufre maduracion in vivo tiene una
mayor competencia para producir un embrién viable dado que su proceso de maduracion
ya ha iniciado dentro del foliculo; sin embargo, si solamente se realizara la aspiracion de
dichos foliculos, la cantidad de oocitos que se obtendrian de esta manera seria muy baja,
ya que a la dominancia folicular solamente llegan uno o dos foliculos, dificultando la

aplicabilidad comercial de esta técnica. Por esta razon, se prefiere aspirar foliculos de 2-9
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mm de didmetro obteniendo un buen ndmero de oocitos inmaduros que deberan ser

madurados en condiciones in vitro.

Se considera que las razas de tipo Bos indicus poseen un mayor numero de foliculos por
cada onda folicular y por ende presentan una mayor tasa de recuperacion de oocitos que
podria impactar positivamente en la cantidad de embriones producidos por cada sesion de
aspiracion folicular. Dicha diferencia en la poblacion folicular de las vacas B. indicus con
respecto a las B. taurus parece estar relacionado con los valores circulantes de IGF-1
(Albares et al., 2000) lo cual puede influir en los mejores resultados en los programas de
produccién de embriones in vitro (PEIV) y se sugiere que en animales de tipo indicus, las
células de la granulosa adquieren un mayor namero de receptores para LH (Nogueira et
al., 2007; Barros et al., 2009).

Es indiscutible que la tasa de produccion de embriones in vitro depende de muchos
factores y aun se requieren mas estudios en diversas areas. La mayoria de las
publicaciones referencian estudios en Bos indicus, pero faltan estudios de otras razas que
no son usadas comercialmente con tanta frecuencia posiblemente por esta falta de
informacion. En general se busca aumentar el nUmero de oocitos competentes por
aspiracion para intentar incrementar la tasa de produccion de embriones viables por cada

sesién de aspiracion folicular.

El uso de hormonas como la Hormona Foliculo Estimulante (FSH) y la Gonadotropina
Coribnica equina (eCG) buscan incrementar el nimero de foliculos disponibles al momento
de la aspiracién con el fin de mejorar las tasas de recuperacion de oocitos y el nimero de
blastocistos obtenidos por cada sesion, sin embargo, los resultados de estos protocolos de

superestimulacién son variables.

Algunos autores reportan un incremento en el nimero de foliculos aspirados, el nimero de

complejos cumulus-oocitos (COC’s) recuperados y el numero de COC’s viables en
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animales tratados con FSH a dosis de 160 mg en animales de raza Angus y Brangus, en
comparacion con los animales estimulados con 800 Ul de eCG (Ongaratto et al., 2015).
Por el contrario, otros autores no reportan incrementos en las tasas de recuperacion y
clivaje en animales superestimulados posterior al tratamiento con 200 mg de FSH en
animales Holstein, aunque si se reporta un mayor nimero de foliculos de tamafio medio
(6-10 mm) y mejor tasa de blastocistos (52.8%) en los animales tratados (Vieira et al.,
2014). Un estudio realizado en animales de raza Braford reportd mejores tasas de
fertilizacion (68.6%) en el grupo tratado con 800 Ul de eCG en comparacion con el control
(36.9%); sin embargo, el numero de foliculos al momento de la OPU, tasa de recuperacion,
tasa de clivaje no tuvieron diferencias estadisticamente significativas (Ribas et al., 2018).

En Colombia, se han publicado pocos estudios sobre la PEIV y los pocos que se han
publicado estan mas enfocados a los factores que afectan las tasas de prefiez en las
receptoras (Oyuela, 2009). No se ha reportado la eficiencia de la produccion de oocitos
obtenidos de donadoras, a pesar de que hoy en dia la produccion de embriones in vitro
tiene alcances comerciales importantes en el pais especialmente en la especie Bos

indicus.

Se plantea como hipétesis que el uso de hormonas foliculo estimulantes (FSH y eCG)
promueve el reclutamiento de un mayor nimero de foliculos antrales (de 3-9 mm) los
cuales estarian disponibles al momento de realizar la aspiracion folicular, incrementando
la tasa de recuperacion de oocitos y que esto redunde en una mayor tasa de embriones
producidos in vitro; en ése sentido, el objetivo de este estudio fue evaluar el efecto de la
estimulacién ovérica con gonadotropinas sobre la cantidad de foliculos ovéaricos de tamafio
medio (3-9 mm) al momento de la aspiracion folicular, la cantidad y calidad de complejos
cumulus oocitos obtenidos por sesion de aspiracion folicular, asi como la capacidad de
desarrollo de los mismos medida por la tasa de clivaje y produccién de blastocistos;
adicionalmente se determind si existe un efecto de la raza de la donadora en las tasas de

recuperacion y viabilidad de oocitos obtenidos mediante aspiracion folicular.
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1. Capitulo 1 Marco teodrico

1.1 Produccidon de embriones in vitro

El uso de técnicas de reproduccién asistida (TRA) ha sido un impulso importante en la
eficiencia de las producciones lacteas y carnicas en el ganado bovino maximizando el

potencial genético de las hembras. La produccion de embriones in vitro

(PEIV) ha crecido vertiginosamente en los Ultimos afios; a partir del 2012 el incremento ha
sido constante en promedio de un 15.8% anual (Viana, 2019) y se considera una opcion
comercial para las ganaderias con una relativa facilidad en la aplicabilidad en la préactica.
Para el 2016 cerca del 50% de los embriones producidos a nivel mundial eran derivados
de produccion in vitro, tendencia que fue superada segun informe de la IETS para el 2019
donde la produccién de embriones in vitro superoé la produccion in vivo (Perry, 2016; Viana,

2019). En Suramérica la mayor produccion corresponde a Brasil y Argentina.

16x105 4
14x105 4
12x10° 4
10x105 4
8x10°
6x10%
4x10° 4

2x105 4

World embryo production in cattle

0

Figura 1. Estadisticas de produccion de embriones in vitro e in vivo en bovinos (tomado de data
retrieval report, 2019).
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El proceso de PEIV involucra cuatro etapas fundamentales: obtencion de oocitos de vacas
vivas mediante la técnica de aspiracion folicular OPU o por aspiracién directa de los ovarios
extraidos postmortem con el posterior procesamiento en laboratorio que se divide en
maduracion, fertilizacién y cultivo de oocitos hasta la etapa de blastocito (Cavalieri et al.,
2018; Ferré et al., 2020).

Con relacion a la donadora, muchos factores afectan el éxito de un programa de PEIV.
Entre ellos se encuentran el tamafo folicular, el tamafio del oocito, la etapa de la onda

folicular, la raza y el tipo de animal donador (Baruselli et al., 2012).

Actualmente, la mayoria de los oocitos son obtenidos de vacas donadoras vivas mediante
la técnica de OPU. Los foliculos presentes en los ovarios varian de tamafio y nimero de
acuerdo con la onda folicular, la cual tiene tres etapas principales: reclutamiento, seleccién
y dominancia. Se considera que el oocito proveniente de un foliculo dominante que sufre
maduracion in vivo tiene una mayor competencia, la cual depende de factores como son
el tamafio folicular, la etapa del ciclo y el estado de atresia al momento de la obtencién
(Machatkova et al., 2004).

Asi pues, en condiciones fisiolégicas el oocito madurado in vivo tendria mayor competencia
como se observa en la Figura 2. La produccién de blastocistos a partir de oocitos
madurados in vitro es mas baja (cercana al 30%) comparada con la produccién de
embriones obtenidos a partir de oocitos madurados in vivo provenientes de foliculos
dominantes (cercana al 60%); (Matoba et al., 2014). Sin embargo, la cantidad de oocitos
gue se obtendrian de esta manera seria muy baja considerando que, a la dominancia
folicular, llegan solo uno o maximo dos foliculos y se dificultaria la aplicabilidad comercial
de la PEIV. Por esta razén se prefieren aspirar foliculos de 2-9 mm de diametro obteniendo

oocitos inmaduros que se deben madurar in vitro.



23

(%)
100

- In vivo
80 |: In vitro

60
40

20

Nuclear Fertilization Cleavage Blastocyst
maturation

Figura 2. Competencia de oocitos bovinos obtenidos de foliculos madurados in vivo o in vitro (Tomado de
Matoba, 2014).

En otro estudio, se evaluo el potencial de desarrollo de oocitos obtenidos por OPU en
diferentes etapas de la onda folicular (Nagano et al., 2007). En este estudio se report6 que
el potencial de desarrollo de los oocitos fue mejor si se aspiraban foliculos en las fases de
reclutamiento y seleccién folicular que coincide con una mayor poblacion de foliculos entre
3-9 mm de diametro. Este estudio fue corroborado por otro estudio (Gimenes et al., 2015)
realizado en novillas Nelore y Holstein que concluyé que la tasa de recuperacion de oocitos
fue similar si el procedimiento OPU se realizaba al dia 1,3 o 5 del inicio de la onda folicular
(que corresponderian a las primeras dos etapas de la onda folicular).

Un estudio en animales Bos Taurus, reporté que al obtener oocitos en los dias 2,3,5,y 7
de la emergencia folicular (fase de crecimiento, estatico temprano, estatico tardio y fase
de regresioén) se obtuvo una tasa de blastocistos del 17%,15%,49% y 26% respectivamente
para cada dia siendo mayor para el dia 5 en comparacién con los colectados los demas
dias, y concluyeron que se presenta un efecto positivo entre la atresia temprana y el

desarrollo de la competencia en el oocito (Vassena et al., 2003).

Un factor importante para considerar es el tamafio del oocito; se ha reportado que la tasa

de competencia de desarrollo es mejor si el oocito tiene un tamafo entre 115-120 micras
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en comparacion con oocitos de menor tamafio. Estos oocitos provendrian de foliculos de
mas de 3 mm siendo mejores los oocitos que provienen de foliculos entre 6-9 mm (De
Bem et al., 2014).

Se tiene una conviccién general que las razas de la especie Bos Indicus tienen un mayor
namero de foliculos por onda folicular y tanto la tasa de recuperacion de oocitos por
aspiraciéon como la cantidad de embriones producidos in vitro es mayor, Gimenes et al.,
2015 realizaron una comparacion entre novillas Holstein y novillas Nelore en el cual se
encontré una mayor tasa de foliculos disponibles para aspiracién, mayor tasa de oocitos
obtenidos y mayor tasa de embriones en las novillas B.Indicus. Adicionalmente, en este
estudio se concluy6 que la tasa de recuperacién de oocitos fue similar si el procedimiento

OPU se realizaba al dia 1,3 o0 5 del inicio de la onda folicular.

1.2 Superestimulacion ovéarica

Se estima que los foliculos que son sensibles a las gonadotropinas tienen un diametro de
3-4 mm (Hunter et al., 2004). En ese orden de ideas, se busca con el uso de
gonadotropinas “rescatar” de la atresia fisiologica foliculos que pueden proveer oocitos
competentes para produccion de embriones in vitro y asi aumentar la poblaciéon de foliculos

disponibles al momento de la aspiracion (Vieira, et al., 2014; Ongaratto et al., 2020).

Se han empleado diferentes protocolos de estimulacion ovarica a partir del uso de FSH (da
Silva et al., 2017). Algunos estudios han reportado un incremento en la cantidad de
foliculos disponibles al momento de la aspiracion folicular lo cual a su vez ha tenido un
efecto positivo en la cantidad y competencia de los oocitos Vieira, et al., 2014 demostr6 un
efecto positivo en el numero de foliculos de tamafio medio (6-10 mm) disponibles al
momento de la aspiracion folicular, siendo el 50.2% de dicho tamafio en los animales

tratados con pFSH vs 17% para animales control; de igual forma la proporcion de foliculos



25

de tamafio pequefio en animales con el tratamiento fue del 38.8% en comparacion con los

animales control donde fue de mas frecuente 69.7%.

También se ha descrito el uso de la Gonadotropina Coriénica equina (eCG), por su accion
tanto FSH como LH, que promueve la esteroidogénesis, el crecimiento folicular (Duffy et
al., 2004), y la maduracion de los oocitos (P. Baruselli et al., 2008; Murphy, 2012). Un
estudio realizado en animales Braford, report6 el uso de diferentes dosificaciones de eCG
(200, 400 y 800 Ul por animal), encontraron un mayor niumero de foliculos de tamafio
medio (6 mm) en animales tratados con 800 Ul de eCG. Sin embargo, el total de foliculos
disponibles al momento de la aspiracién fue similar tanto en los grupos tratados, cémo en
el grupo control (Ribas et al., 2018). (Figura 3).

ol “ m B Large Follicles
Medmm Follicles
I Small Follicles

P=0.00001

100+

80+

604

Aspirated follicle size proportion, %

Control eCG200 €CG400 eCGB00

Figura 3. Porcentaje de tamafios foliculares previa aspiracion folicular comparando tres dosificaciones de eCG

y el grupo control (Tomado de Ribas, 2018).

En este caso, los autores concluyen que el efecto positivo en cuanto al aumento del
namero de foliculos de tamafio medio al momento de la aspiracion depende de la
dosificacion de la eCG, los cuales tendrian una mayor competencia para la produccion de
embriones in vitro (Blondin & Sirard, 1995; Blondin et al., 2002; ; Nivet et al., 2012).
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En el estudio de los animales Braford, si se reporté un efecto positivo en la tasa de
fertilizacion con el uso de 800 Ul eCG previo a la aspiracion folicular siendo de 68.6% para

los animales tratados y de 36.9% para los animales control. (Ribas et al., 2018),
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Figura 4. Distribucion de las tasas de fertilizacién en animales superestimulados con eCG (Tomado de Ribas,
2018).

Se ha reportado un efecto positivo de la estimulacion con FSH sobre la cantidad de
foliculos de tamafio medio al momento de la aspiracion, pero no se demostré un efecto del

tratamiento (P> 0,70) en cuanto a tasa de produccién de embriones. (da Silva et al., 2017).

Por otra parte, el uso de la FSH ha sido reportada en varios estudios con el fin de generar
estimulacion ovarica. Teniendo en cuenta la vida media corta de la FSH, se han propuesto
diferentes protocolos, los cuales han mostrado el influjo positivo de la misma sobre la

poblacion de oocitos disponibles al momento de la aspiracion folicular.

Un estudio compar6 dos protocolos de estimulacion con FSH previa a la aspiracion folicular
con una dosis total de 200 mg, dividida en 4 o 6 aplicaciones. Se evidencié un mejor
resultado con el protocolo de dosificacion dividido en 6 ocasiones, encontrando una mayor

proporcion de foliculos mayores de 6 mm (18.1 + 1.4) comparada con las 4 aplicaciones
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(5.2 £ 0.5) (da Silva et al., 2017). Sin embargo, éste aumento en el nimero de foliculos
disponibles, no se correlaciond positivamente con el nimero de oocitos viables (12%),
tasas de recuperacion (36%) y blastocistos producidos (4%), para los grupos tratamiento

y control respectivamente.
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Figura 5. Comparacion de foliculos de tamafio pequefio, mediano y grande entre animales tratados con FSH y

controles (Tomado de da Silva, 2017).

La competencia de desarrollo del oocito se refiere a la capacidad de un oocito para
completar la maduracion, fertilizaciéon y desarrollarse hasta el estado de embridn
aumentando la posibilidad de producir una progenie viable (Watson, 2007). In vivo, esta
competencia aumenta con relacion al desarrollo folicular (Machatkova et al., 2004) y la
cercania al pico de LH, que tiene la funcién a nivel del oocito de estimular el reinicio de la
Meiosis (maduracién nuclear). Adicionalmente ocurre una acumulacién de ARNm en los
oocitos durante la maduracion citoplasmatica, la cual parece tener un papel clave en los

primeros ciclos del desarrollo embrionario temprano (Watson, 2007).

Rutinariamente en los programas de produccion de embriones in vitro, se realiza una

clasificacion de los oocitos obtenidos en relacion con su morfologia. Sin embargo, (De Bem
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et al., 2014) sugiere que la clasificacién dada por la apariencia morfoldgica no garantiza
un adecuado desarrollo embrionario ya que éste es multifactorial y demostr6 que los
oocitos que se consideraban de peor calidad (grado Ill), poseian mejor potencial de

desarrollo embrionario.

Table 2. Embryo development and blastocyst hatching rates accord-
ing to morphological classification of COCs

Qocytes Cleavage D2 Blastocysts D7 Hached D9
Group N n (% + SD) n (% + SD) n (% + SD)
Gl 92 T8 (85 £ 4.0) 34 (36.9 £ 1.1)*° 31(91.2 + 5.2)
GII 9] 73 (80 + 8.8) 26 (28.5 + 4.8)° 22 (84.6 + 8.3)
Gl L T2 (82 £ 4.2) 42 (47.7 £ 5.5 37 (88,1 £ 8.4

SD, standard deviation of the mean.
Results of four replicates.
Different letters within the same column indicate a difference between

treatments.

Figura 6. Comparacion de las tasas de Clivaje, Blastocistos y Blastocistos expandidos de acuerdo con la
clasificacion en grados L1l y Il (Tomado de Bem, 2014).

De igual forma, (Blondin & Sirard, 1995), reportaron que, tras realizar clasificaciones
morfoldgicas, los oocitos grado 3 que por el método morfolégico no serian considerados
los mejores ya que presentaban un grado de expansién en las células del cumulus y
adicionalmente el citoplasma se observaba granulado, consiguieron la mayor capacidad

de desarrollo

En este orden de ideas, no solo se debe tener en cuenta aumentar la cantidad de foliculos
disponibles por sesion de aspiracion folicular, sino también, evaluar la competencia de los
oocitos obtenidos. Un estudio evalud la relacién entre la morfologia de los oocitos
recuperados de foliculos antrales de tamafio pequefio y su competencia de desarrollo
(Nagano, 2019). La clasificacion de los oocitos se realizé de acuerdo con las caracteristicas
morfoldgicas en siete grados y posteriormente fueron sometidos a maduracion, fertilizacion

y cultivo; los resultados indicaron que los oocitos de las primeras tres categorias, tuvieron



29

mayores tasas de clivaje y de blastocistos, a diferencia de lo que reportaron los otros dos

estudios mencionados anteriormente.
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y blastocistos se evidencian en los grados I, Il y lll (Tomado de Nagano, 2019).

En diferentes estudios se ha demostrado que las razas de tipo Bos indicus tienen un mayor
namero de foliculos por cada onda folicular y por ende presentan una mayor tasa de
recuperacion de oocitos que podria impactar positivamente en la cantidad de embriones
producidos por cada sesion de aspiracion folicular. Dicha diferencia en la poblacién folicular
de las vacas Indicus con respecto a las Taurus parece estar relacionado con los valores
circulantes de IGF-1 (Alvarez et al., 2000), lo cual puede influir en los mejores resultados
en los programas de produccion de embriones in vitro (PEIV) en esta especie (Viana y
Camargo., 2007).

Un estudio comparando animales de tipo indicus y taurus reporté un mayor numero de
foliculos al momento de la emergencia folicular en animales Brahman (30 £4) comparado
con vacas Angus (21+4) (Alvarez et al., 2000) . Por otra parte, otro estudio que comparaba
novillas Nelore con Holstein, reporté un mayor nimero de foliculos disponibles para
aspiracion (Nelore 38,3 £ 3) vs (Holstein 23.1 + 2.6), mayor tasa de oocitos recuperados
(35,2 + 4.8) vs (13.8 £ 1.8) y mayor tasa de blastocistos (28.1 £ 5.6) vs (16.6.1 + 5.2)
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(Gimenes et al.,, 2015). Adicionalmente, en este estudio se concluyé que la tasa de
recuperacion de oocitos fue similar si el procedimiento OPU se realizaba al dia 1, 3 0 5 del

inicio de la onda folicular

Con el &nimo de comprobar este impacto positivo en la PEIV, un estudio realizado en
animales de tipo indicus reporté un promedio de 41 foliculos en comparacion con 24
foliculos al momento del reclutamiento (3-5 mm) posterior a la una sincronizaciéon de la
onda folicular con 2mg de BE combinado con dispositivo intravaginal de progesterona
(Sartori & Barros, 2011)

Adicional a la mayor poblacion folicular durante la emergencia, se sugiere que las células
de la granulosa en vacas tipo indicus como las Nelore, adquieren un mayor numero de
receptores para LH en un foliculo dominante de menor tamafio en comparacion con vacas

de tipo Taurus como las Holstein (Nogueira et al., 2007; Barros et al., 2009).

Esta revision indica que son diversos los factores que afectan las tasas de éxito en la
produccion de embriones in vitro, tales como la raza, tratamientos farmacolégicos y nimero
de foliculos disponibles al momento de la OPU entro otros. Es indiscutible que intentar
aumentar la poblacién de foliculos aspirables podria aumentar la eficiencia de la
produccion de embriones In Vitro; adicionalmente se debe considerar si la estimulaciéon

con gonadotropinas pueda variar con factores individuales como la raza.
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2. Capitulo 2 Articulo de investigacidén

EFECTO DE LA ESTIMULACION CON
GONADOTROPINAS SOBRE EL NUMERO DE
FOLICULOS Y LA VIABILIDAD DE OOCITOS OBTENIDOS
DE DONADORAS DIFERENTES RAZAS

Andrea Ruiz-Cristancho?, Jorge Zambrano-Varén?, Claudia Jiménez-Escobar?.
!Departamento de Salud Animal, Universidad Nacional de Colombia, Facultad de
Medicina Veterinaria y Zootecnia, Grupo de investigacion en Reproduccién Animal y
Salud de Hato.

cjimeneze@unal.edu.co

Resumen

El objetivo de este estudio fue evaluar el efecto de la superestimulacién ovarica con
gonadotropinas sobre la cantidad de foliculos ovaricos de 3-9 mm al momento de la
aspiracion folicular (OPU), la cantidad y calidad de complejos cumulus-oocitos (COC’S)
obtenidos por sesion de aspiracion folicular. Adicionalmente se determind la capacidad de
desarrollo de los mismos medida por la tasa de clivaje y de blastocistos y el efecto de la
raza de la donadora sobre las tasas de recuperacion y viabilidad de oocitos obtenidos.
Veintitrés donadoras de razas Brahman, Jersey, Gyr, Simmental y Holstein, fueron
sometidas a cuatro tratamientos antes de la aspiracion folicular: G1) control (sin
tratamientos farmacoldgicos), G2) sincronizacion de la onda folicular sin estimulacion con
gonadotropinas G3) sincronizacion y estimulacion con FSH y G4) sincronizacion y
estimulacion con eCG, en un modelo factorial cruzado. Se encontr6 un efecto positivo en
cuanto a la cantidad de foliculos disponibles al momento de la OPU en los grupos G2, G3

y G4 en comparacion con los animales control, sin que hubiera diferencias significativas
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entre estos tres grupos que recibieron tratamiento (sincronizacién, FSH o eCG). En cuanto
a cantidad de COC’S obtenidos, las tasas de clivaje y de blastocisto, se encontré un efecto
positivo de la sincronizacibn mas no en los animales estimulados con FSH o eCG.
Adicionalmente se encontré un efecto de la raza en cuanto, a la poblacién de foliculos
presentes ala OPU, nimero de COC’s recuperados, COC’s viables, tasas de recuperacion
de COC'’s, tasa de maduracion, de clivaje y de blastocistos. En conclusion, se encontrd un
efecto positivo de sincronizacion de la onda folicular en vacas sobre la poblacion folicular,
la tasa de clivaje y la produccion de blastocistos, lo cual indicaria su utilizacion en
programas de produccion de embriones in vitro, mas no se encontré un efecto benéfico del

uso de gonadotropinas (FSH y eCG).

Palabras clave: Gonadotropinas, Bovinos, sincronizacion, produccién embriones in vitro

2.1 Introduccidn

La produccion de embriones in vitro (PEIV) se considera una opcién comercial para el
mejoramiento en las ganaderias de leche y de carne. Para el 2016, cerca del 50% de los
embriones producidos a nivel mundial eran derivados de produccion in vitro, tendencia que
fue superada segun informe de la IETS para el 2019 donde la produccién de embriones in
vitro correspondio al 72.7% de los embriones reportados, superando la produccién in vivo
(Viana, 2019).

Los oocitos para la PEIV se obtienen de vacas vivas por medio de la técnica de aspiracion
folicular conocida por sus siglas en inglés, Ovum Pick UP (OPU) por via transvaginal. La
poblacion objetivo de estas rutinas son los foliculos de 3-9 mm de diametro (tamafio
medio), de los cuales se obtienen un nimero significativo de oocitos que serdn madurados

en condiciones in vitro (Sendag et al., 2008; Vieira et al., 2014).
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Es comUnmente aceptado que las razas de tipo Bos indicus tienen una mayor poblacion
folicular por cada onda y gracias a esta condicibn se expresa una mayor tasa de
recuperacion de oocitos que impacta positivamente en las tasas de embriones producidos
por cada sesion de aspiracion folicular. Diferentes autores han atribuido dicha diferencia
en la poblacién de foliculos por cada onda folicular de las vacas B. indicus con respecto a
las B. taurus la cual parece estar relacionada con los valores circulantes de IGF-1 (Alvarez
et al., 2000) y con un mayor numero de receptores para LH en las células de la granulosa
(Nogueira et al., 2007; Sartori & Barros, 2011).

Es indiscutible que la tasa de produccion de embriones in vitro depende de muchos
factores y aln se requieren mas estudios en diversas areas ademas del factor raza. Una
de ellas es la cantidad del oocitos competentes por aspiracion que determinaria el nimero
de embriones viables por cada sesion de aspiracion folicular (Sendag et al., 2008; Vieira
et al., 2014).

El uso de hormonas como la Hormona Foliculo Estimulante (FSH) y la Gonadotropina
Corionica equina (eCG) buscan incrementar el nimero de foliculos disponibles al momento
de la aspiracién con el fin de mejorar las tasas de recuperacion de oocitos y el nimero de
blastocistos obtenidos por cada sesion; sin embargo, los resultados de estos protocolos de

estimulacion son variables (Chaubal et al., 2007; Ongaratto et al., 2015). °

Algunos autores reportan un incremento en el nimero de foliculos aspirados, el nUmero de
complejos cumulus-oocitos (COC’s) recuperados y el numero de COC’s viables en
animales tratados con FSH. Tal es el caso de un estudio donde se observé un efecto
positivo cuando se aplicé una dosis de 160 mg de FSH a animales de raza Angus y
Brangus, en el nimero de foliculos aspirados (17.9 + 1.2), en comparacion con los
animales estimulados con eCG a dosis de 800 Ul (13.6 £ 1.2), COC’s recuperados (FSH
10+0.8vseCG 7.3+0.8) y COC’s viables (FSH 6.8 + 0.6 vs eCG 3.7 * 0.6) (Ongaratto et
al., 2015). Por el contrario, otros autores no reportan incrementos importantes sobre las

tasas de recuperacion y clivaje en vacas Holstein tratadas con 200 mg de FSH, aunque si
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reportan un mayor nimero de foliculos de tamafo medio (55.1 vs 20.8 respectivamente),
asi como una mejor tasa de blastocistos (52.8%) en los animales tratados versus los
animales control (31.3%) (Vieira et al., 2014).

Con relacion a la eCG, un estudio realizado en animales de raza Braford, reporté mejores
tasas de fertilizacion (68.6%) en el grupo tratado con 800 Ul de eCG en comparacién con
el control (36.9%); sin embargo, el nimero de foliculos al momento de la OPU, tasa de
recuperacion, tasa de clivaje y blastocistos, no tuvieron diferencias estadisticamente
significativas. (Ribas et al., 2018).

Se han reportado muy pocos estudios que comparan tasas de PEIV en donadoras de
diferentes razas y con protocolos de sincronizacibn con o sin estimulacién con
gonadotropinas. Se plantea como hipotesis que el uso de hormonas foliculo estimulantes
(FSH y eCG) promueve el reclutamiento de un mayor numero de foliculos antrales (de 3-9
mm) los cuales estarian disponibles al momento de realizar la aspiracion folicular, lo cual
incrementaria la tasa de recuperacion de oocitos y a su vez la tasa de blastocistos
producidos in vitro. También se plantea que hay una variacion entre razas. El objetivo de
este estudio fue evaluar el efecto de la estimulacién ovarica con gonadotropinas (FSH 'y
eCG) sobre la cantidad de foliculos ovaricos de tamafio medio (3-9 mm) al momento de la
aspiracion folicular, la cantidad y calidad de complejos cumulus oocitos obtenidos por
sesién de aspiracion folicular, asi como la capacidad de desarrollo de los mismos medida
por la tasa de clivaje y blastocistos; adicionalmente se buscé si existe un efecto de la raza
de la donadora en las tasas de recuperacion y viabilidad de oocitos obtenidos mediante

aspiracioén folicular.

2.2 Materiales y métodos

2.2.1 Animales
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Se seleccionaron inicialmente 25 hembras donadoras por conveniencia, en grupos de
cinco por raza: Brahman, Gyr, Jersey, Simmental y Holstein. Se excluyeron dos animales
por razones de salud (una vaca Holstein y una vaca Simmental) quedando, 17 vacas
multiparas (2-13 afios) y 6 vacas nuliparas (2-4 afios). Todas las vacas estaban vacias, no
lactantes, con adecuada condicion corporal, en promedio de 2.7-3 /5 (en escala de 1-5)
para las razas de leche y 7-8 /9 (en escala de 1-9) para las razas de carne, anatdbmicamente
normales y sin patologias reproductivas evidentes. Las donadoras se encontraban
alojadas en una central de reproduccién de la empresa Embiovet, en el caso de los
animales de carne, se encontraban en San Martin-Meta a una altura promedio de 405
msnm y temperatura promedio de 28 °C. en el caso de los animales de leche se
encontraban en Rosal-Cundinamarca, a una altura promedio de 2685 msnm y con una
temperatura promedio de 19 °C. Todos los animales se manejaron en condiciones

controladas de alimentacion y alojamiento.

Dentro de los criterios de inclusién estaba la certificacion de libertad de Brucella y
tuberculosis emitida por ICA y serologias negativas a Virus de leucosis bovina, Neospora

caninum, Brucella abortus y Pl de Diarrea viral bovina.

2.2.2 Disefio experimental y esquemas de estimulacién hormonal.

Se realiz6 un ensayo clinico de disefio factorial cruzado. Los animales (n=23) fueron
asignados aleatoriamente a los cuatro grupos (control, sincronizacién, sincronizacién +
FSH, sincronizacién + eCG); todos fueron sometidos a todos los tratamientos. Al Grupo 1
(G1, control) se le realizé la aspiracion folicular sin ningin tratamiento hormonal previo y
sin tener en cuenta la etapa del ciclo estral. El G2 (GnRH + DIV P4) consistié en un
protocolo de sincronizacién de la onda folicular que incluyé: el dia 0, GhRH 0.01lmg DT
(2.5 ml Sincroforte ® IM) e insercién de dispositivo intravaginal de 1gr de Progesterona
(Sincrogest ®); el dia 5 se retird el dispositivo y se procedié con la aspiracion folicular. El
G3 (GnRH + DIV P4+ eCG) recibi6 el mismo protocolo de sincronizacion; adicionalmente
el dia 2, se realiz6 un Unico tratamiento de Gonadotropina corionica equina (eCG) 400Ul
en vacas o 240Ul en novillas (2 y 1.2 ml IM Sincro eCG ® respectivamente). El G4 (GnRH

+ DIV P4+ FSH) también incluyd un protocolo de sincronizacion y adicionalmente el dia 2
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y 3 se realiz6 tratamiento con FSH a dosis de 50mg de Hormona Foliculo Estimulante FSH
(2.5ml Foltropin® IM BID) por dia, en este caso, se usé la misma dosis tanto para novillas

como vacas sin diferenciar tampoco entre tipo de raza. Todos los animales sincronizados
fueron aspirados al Dia 5.

Se determind dar un descanso a las donadoras de en promedio de 20 dias entre cada

tratamiento y se realizaron un total de 119 sesiones de aspiracion folicular.

Figura 1. Esquemas de estimulacion hormonal para los diferentes grupos. De tratamiento (G1:
control, G2: sincronizacién, G3: sincronizacion + FSH y G4: sincronizacion + eCG

1 . . .
Sin considerar la etapa del ciclo estral
" 1 ] 1 Grupo 1
DIA 5
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| 1 [} 1
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DIA O DIAS
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2.2.3 Aspiracion folicular

No se realiz6 un conteo folicular antes del inicio de los tratamientos. Previa aspiracion
folicular (D5) se realiz6 la evaluacion del estatus ovarico mediante ultrasonografia en modo
B con transductor microconvex de 7.5 MHz (DP-2200 Vet-Mindray-Nanshan, Shenzhen-
China). Se realizé el conteo del numero total de foliculos presentes entre 6-9 mm, los

cuales fueron la poblacion de foliculos a aspirar. De igual forma se evalué la presencia de
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foliculo dominante (>10 mm) y/o la presencia de cuerpos lateos. Se registro la cantidad de
estructuras obtenidas en comparacion con las contadas al inicio de la sesion (tasa de
recuperacion). Las donadoras fueron restringidas en un brete especifico para bovinos y se
procedi6 a realizar anestesia epidural con clorhidrato de Lidocaina al 2% a efecto; la zona
perineal fue lavada y desinfectada; el transductor fue insertado por via vaginal y al obtener
la imagen del ovario y previo conteo y evaluacion de estructuras ovaricas se procedio a la
aspiracion folicular. Dicha aspiracion folicular fue guiada por ultrasonografia transvaginal,
con una guia de aspiracion folicular a la cual se le conecté una aguja calibre 20G que a su
vez se conecto a una bomba de vacio (BV 003-WTA-Cravihnos-SP-Brasil) con una presion
de aspiracion de 70 mm/Hg, a una tasa de 12-15 ml/min (Sendag et al., 2008).

Mediante un sistema de conduccion, los complejos cumulus-oocitos (COC's) fueron
recuperados en tubos Falcon® de 50ml, estériles y atemperados; el medio de colecta
utilizado fue solucién salina fisiolégica enriquecida con suero fetal bovino al 1% y 10UI/ml
de Heparina sddica (Ongaratto et al., 2020); este medio se encontraba en un rango de
temperatura de 35 a 37 grados Celsius. El liquido folicular recuperado se pas6 por un filtro
con tamafio de poro de 75 um con el fin de facilitar la recuperaciéon de los COC’s estudio
se realizé la clasificacion propuesta por (Sendag et al., 2008), dicho filtro fue lavado
instilando con jeringa estéril el mismo medio de aspiracion. Las sesiones de aspiracion

folicular fueron realizadas por dos operarios de la empresa Embriovet.

2.2.4 Procesamiento de los oocitos

Una vez obtenidos los complejos cumulus-oocitos (COC’s), fueron clasificados
morfolégicamente mediante estereoscopio (Olympus S22-ST) ) asi: Grado |: >4 capas de
células del cumulus, citoplasma homogéneo, COC claro y transparente, Grado Il: de 1-3
capas, citoplasma homogéneo pero con apariencia gruesa y tono mas oscuro, Grado lll:
Sin capas de células del cumulus, citoplasma irregular con granulos oscuros y tono mas

oscuro, Grado IV: cumulus expandido y con dispersion de las células del cumulus,
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dispersas en la matriz, citoplasma irregular con granulos oscuros, tono oscuro e irregular
(Loos et al., 1989).

Los COC’s grado | y Il fueron lavados en 3 ocasiones en medio TCM-199 (Gibco Life
Technologies, Grand Island, NY, USA) y posteriormente pasaron a medio de maduracion
para ser procesados. La clasificacion y procesamiento de laboratorio estaba a cargo de

dos operarios de la empresa Embriovet.

2.2.5 Maduracion, fertilizacion, cultivo.

Los COC’s fueron incubados a 39°C y tensién de CO; al 5% en incubadora (Nuaire-UN-
5100-USA); los oocitos obtenidos de cada donadora se ubicaron en gotas de 100 uL de
TCM-199 bic, suplementado con SFB 10%, 50 pug/ml LH, 5 pg FSH, 0.1 pug/mL Estradiol,
22 ug Piruvato de Na, 50 pg/mL Amikacina (Marcondes Seneda et al., 2001), durante 24
horas (5-10 oocitos por gota), cada gota cubierta con aceite mineral.

La fertilizacion in vitro (FIV) se realiz6 con semen tanto convencional (N= 86) como sexado
(N= 33), de cada raza de cada donadora, previamente descongelado a 35 °C durante 30
segundos; posteriormente se seleccionaron los espermatozoides motiles por medio de la
técnica de Percoll con gradientes de 90 y 45% y centrifugados a 9000 rpm por 5 min. Se
realiz6 una segunda centrifugacion (1000 rpm/ 3 min) con 1ml de medio de fertilizacion
para capacitacion de semen; se evalué el pellet obtenido y se determiné la motilidad y
concentracion (da Silva et al., 2017). A cada gota de medio de fertilizacion (HEPES TALP
suplementado con albimina sérica bovina (BSA), cada gota con volumen de 60 uL y se
disponian de 5 a 10 COC’s, se le adicionaron 5 pL de semen con una dosis seminal de
1x10° espermatozoides y se procedié a incubacién por 16 a 18 horas a de 39°C y tensién
de CO:del 5%.
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Posteriormente para el procedimiento de cultivo, a los presuntos cigotos les fueron
removidas las células del cumulus mediante pipeteo suave; se realizaron 3 lavados y
posteriormente se pasaron a medio de cultivo el cual contenia, mSOF suplementado con
SFB 1%, BSA 10%, L-glutamina y amikacina. El medio de cultivo se cambi6 parcialmente
a los tres dias, y se determind la tasa de clivaje; los cigotos no fecundados de descartaron.
Para el dia 5 nuevamente se cambid parcialmente el medio de cultivo y al dia 7 se evalu6
la tasa de produccién de embriones total (incluyendo morulas y blastocitos). La
clasificacion de calidad de los embriones obtenidos se realiz6 de acuerdo con el protocolo
propuesto por la IETS (Robertson & Nelson, 1998), asi: Grado 1. Excelente: masa
embrionaria esférica y simétrica, con células (blastomeros) uniformes en cuanto a tamafio,
color y densidad. Las irregularidades deben ser relativamente menores, y al menos el 85%
del material celular debe ser una masa embrionaria intacta y viable. Grado 2. Bueno:
irregularidades moderadas en cuanto al aspecto, forma, tamafio, color y densidad de las
células. Al menos el 50% del material celular debe encontrarse intacto y corresponderia
con una masa embrionaria viable. Grado 3. Regular: irregularidades mayores en la forma
y tamafio de la masa embrionaria, asi como en el tamafio, color y densidad de células
individuales. Al menos el 25% del material celular deberd encontrarse intacto y
corresponderia con una masa embrionaria viable. Grado 4. Malo (muerto o degenerado):

embridn, oocitos degenerados, oocitos no fertilizados, no viables.

Para este estudio, los embriones grado | y Il se consideraron aptos para la transferencia a
las diferentes receptoras (las cuales hacen parte de otro estudio) y los restantes fueron

descartados.

2.2.6 Analisis estadistico.

Este estudio fue realizado utilizando un disefio factorial cruzado de 5x4, asi que todos los
animales (n=25) pasaron por todos los tratamientos; el poder del estudio se calculé en un
80%. El tamafio de la muestra se establecié por conveniencia. El criterio de inclusion se

bas6é en la disponibilidad de animales puros en buen estado de salud (sanitaria y
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reproductiva). Para el analisis de los resultados se utiliz6 un modelo multivariado de
medidas repetidas, como variables independientes se tomé la raza y el tratamiento, como
covariables se tomé el numero de partos y el tipo de semen utilizados para la FIV. A los
post Hocs se les realiz6 prueba de Bonferroni. El andlisis se realizé utilizando el programa
SPSS Statistics 23 IBM.

Se establecieron comparaciones entre razas y tratamientos para las variables de tasa de
recuperacion de oocitos (# total de COC’s recuperados /# total de foliculos contados), tasa
de COC’s viables (# total de COC’s puestos a MIV / # total de COC’s recuperados), tasa
de clivaje (# zigotos clivados / # total de COC’s en FIV) y tasa de blastocistos (# de

blastocistos producidos / # total de zigotos clivados en CIV).

2.3 Resultados

Se utilizaron 23 vacas donadoras de oocitos de las razas Brahman, Jersey, Gyr, Simmental
y Holstein y se realizaron 119 sesiones de aspiracion folicular. Se obtuvieron en promedio
14.1 £ 7.1 oocitos por sesidon de aspiracion folicular; la tasa de recuperacién promedio de
oocitos fue de 87.5 £ 3.5 % con un promedio de 12.5 + 8.6 COC’s recuperados por OPU;
la tasa de Maduracién obtenida fue en promedio de 88.5 + 2%; el promedio de oocitos
viables sometidos a maduracion fue 10.4 + 8.0 de los cuales 9.3 £ 7.0 fueron sometidos a
fertilizacion; la tasa de clivaje fue de 65.7 + 2.4 % y la tasa de blastocitos 33.1 + 2.4%.
Tabla 1.

Tabla 1. Numero total de foliculos observados, tasas de recuperacion, fertilizacion, clivaje
y blastocistos, en vacas sometidas a (OPU) para produccion de embriones in vitro.

Variable N Media ES
NuUmero total de foliculos al
momento de la OPU 119 14,1 71
NuUmero de oocitos 119 12.5 8.4

recuperados

Tasa de recuperacion (%) 119 87,5 3.5
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Numero de COC'’s viables 119 10,4 8.0
Tasa de Maduracion (%) 119 88,5 2.0
Tasa de Clivaje (%) 119 65,7 24
Tasa de Blastocistos (%) 119 33,1 24

2.3.1 Efecto del tratamiento sobre sobre la produccion de

embriones in vitro

El nimero de foliculos disponibles al momento de la OPU fue significativamente mayor (p<

0.05) en los animales tratados. El G2 de sincronizacion tuvo un promedio de 16.0 + 1.3
foliculos, el G3 sinc+FSH 15.6 + 1.2 y el G4 Sinc+ eCG 15.5 + 1.1 mientras que los no

tratados, G1 Control, tuvieron un promedio de 11.9 + 1.2 (Tabla 2).

Tabla 2. Efecto de la estimulacién exdégena con gonadotropinas (grupo control, grupo
sincronizacion, Sincronizacion + FSH y Sincronizacion + eCG) sobre el nimero de foliculos
observados al momento de la OPU, tasa de recuperacion de COC’s, tasa de COC’s viables que
pasaron a maduracion, tasa de Clivaje y tasa de Blastocistos.

Variable Grupo de
tratamiento
Control
Numero de foliculos observados ala ~ SINc+FSH
OPU Sinc+eCG

Sincronizacion

Control

Sinc+FSH
s ’ 0,
Tasa de recuperacion de COC’s % Sinc+eCG

Sincronizacion

Control
Tasa de COC’s viables a Sinc+FSH
maduracion Sinc+eCG

Sincronizacion

Promedio

b
11.9

15.62
15.52
16.02

84.2
83.6
83.7
93.0
85.0
80.7
75.5

82.1

+ ES

1,2
11
11
1,2
8,5
8,2
7,6
8,7
4.1
4.3
4.2

4.1

Valor de
P

0,035
0,035
0,032
0,022
0,430
0,963
0,969
0,470
0.976

1.000
1.000

1.000
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Control 60.92 5,5 0,152

Sinc+FSH 49,82 5,3 0,001

Tasa de Clivaje % Sinc+eCG 69,2ab 25 0,009
Sincronizacion 754" 5,6 0,001

Control 33.92 5,8 0,130

Sinc+FSH 217 55 0,030

Tasa de Blastocito % Sinc+eCG 37 5a 52 0157
Sincronizacién  395° 8,5 0,030

Las tasas de recuperacién fueron similares para los cuatro grupos (p>0.05). Siendo para
el grupo control de 84.2 + 8.5%, para el grupo de sincronizacién 93 + 8.7%, para el grupo
Sinc+FSH fue de 83.6 + 8.2% y para el grupo Sinc+eCG fue de 83.7 + 7.6%.

Tampoco hubo un efecto significativo del tratamiento que redundara en mayores o
menores tasas COC’s viables (p>0.05). La tasa de oocitos viables por OPU fue de 85 *
4.1% para el G1 (grupo control), de 82.1 + 4.1%, para el G2 (Sincronizacion), de 80.7 +
4.3%, para el G3 (Sinc +FSH) y de 75.5 + 4.2% para el G4 (Sinc+eCQG).

En cuanto a la tasa de clivaje, el grupo tratado con FSH present6 una menor tasa de clivaje
(49.8 £ 5,3) comparado con los otros tres grupos (p<0.05). Los otros tres grupos tuvieron
tasas similares (Control 60.9 = 5.5; sincronizacién 75.4 + 5.6 y Sinc+eCG 69.2 + 5.0
(p>0.05). Tabla 2.

La tasa de blastocistos fue significativamente baja en los animales tratados con FSH (21.7
+ 5.5) (p<0.05) en comparacion con los demas grupos. Las tasas de blastocistos para los
otros grupos fueron grupo Control (33.9 £ 5.8); grupo Sincronizacion (39.6 + 5.9); y 32.5 +
5.2% para el grupo Sinc+eCG. Tabla 2.



47

2.3.2 Efecto de laraza sobre sobre la produccién de embriones in
vitro

La raza Brahman mostro un mayor nimero de foliculos (p<0.05) observados al momento
de la OPU (19.4%1.2), seguida de la Gyr (15.1+1.1), Simmental (12.7+1.5), Jersey
(11.8+1.4) y Holstein (8.8+1.4); adicionalmente la raza Gyr tuvo un ndmero

significativamente mayor (p<0.05) en comparacion con la raza Holstein.

Una tendencia similar se observa sobre el numero de COC’s viables que pasaron a
maduracion in vitro, para la raza Brahman fue de 17.9 £ 1.6, seguido de la Jersey (10.4
+1.8), la Simmental (10.1 £ 2.7), la Gyr (9.2 + 1.9) y por ultimo la Holstein (8.8+4.0). Se
encontraron diferencias cuando se realiz6 la comparacion entre razas. La raza Brahman
fue significativamente mayor a la Jersey y a la Gyr, mas no con las otras dos razas (Tabla
3).

Las tasas de recuperaciéon en general son similares en todas las razas: Simmental (115 +
10.3), Brahman (93.3 £ 8.2), Jersey (90.7 £ 9.6), Gyr (74.4 = 7.8) y Holstein (71.5 £ 9.7).
La raza Simmental tuvo una tasa de recuperacion significativamente mayor (p<0.05)

comparada con las razas Holstein y Gyr. (Tabla 3)

Tabla 3. Efecto de la raza en la produccién de embriones in vitro, parametros posteriores a la
estimulacién ovérica con gonadotropinas en donadoras Brahman, Jersey, Gyr, Simmental y Holstein.

' : Error
Variable Raza Media Standard Valor de P
Brahman 19.42 1.2 0,001
Numero de foliculos Jersey 11.8° 1.4 0,001
observados a la OPU . S 15.1° 1.1 0,001
Simmental 12.7° 1.5 0,001
Holstein 8.8° 1.4 0,001
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Brahman 20,72 1,7 0,025
b
NUMero de COC’s Jersey 12,3b 2,0 0,025
recuperados . Gyr 10,7 1.9 0,003
Simmental 16 2,9 0,125
Holstein 10.8 43 0,247
Brahman 93.3 8.2 0,102
Tasa de recuperacion de Jersey 90.7 9.6 0,089
cOC’s % Gyr 74.4° 7.8 0,002
Simmental 115.02 10.3 0,002
Holstein 71.5° 9.7 0,003
Brahman 17,92 2 0,003
. Jersey 10,4° 2 0,003
Numero dz ?\:/ICI)\? s viables | Gyr 9.2b > 0.003
Simmental 10,1 3 0,120
Holstein 8,8 4 0,250
Brahman 72.32 53 0,021
Jersey 65.6 6.3 0,415
Tasa de Clivaje % Gyr 55.0° 5.0 0,021
Simmental 67.4 6.7 0,569
Holstein 64.6 6.3 0,354
Brahman 38.52 5.6 0,010
Jersey 39.7 6.5 0,896
Tasa de Blastocitos % Gyr 23.9° 5.3 0,010
Simmental 27.6 7.0 0,225
Holstein 32.8 6.5 0,514

La tasa de Clivaje fue similar para todas las razas: Brahman (72.3 £ 5.3), Simmental (67.4
+ 6.7) Holstein (64.6 + 6.3), Jersey (65.6 + 6.3) y Gyr (55.0+ 5.0) (Tabla 3). Cuando se

realiza la comparacién pareada, hay una diferencia estadisticamente significativa (p<0.05)

entre la raza Gyr y Brahman siendo esta Gltima superior.

La raza Gyr mostro la tasa mas baja de blastocistos (23.9 + 5.3) comparada con las otras

razas, mientras que la raza Brahman (38.5 + 5.6) y la Jersey (39.7 = 6.5), mostraron las

tasas de blastocistos méas altas. La comparacion pareada mostro que la raza Gyr tuvo la

tasa de blastocistos mas baja comparada con la Brahman y la Jersey (p<0.05). Tabla 3.
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2.3.3 Efecto del numero de partos de las donadoras sobre los
parametros en la produccién de embriones in vitro

Existe una diferencia significativamente alta en el numero de foliculos (p<0.05) presentes

al momento de la OPU para las vacas primiparas (16.5 + 1.5) comparadas con las vacas

multiparas (12.9+0.8). Por otra parte, los restantes parametros no tuvieron diferencias. La

tasa de recuperacion de COC’s fue de 95.5 + 9.2 vs 85.4 + 4.8. la tasa de Clivaje fue de

64.4+ 6.5 para las vacas primiparas y de 65.9+ 3.4 para las vacas multiparas. Y la tasa de

Blastocistos fue de 23.9+6.3 para las vacas primiparas y de 31.1+ 3.3 para el grupo de

vacas multiparas. Tabla 4.

Tabla 4. Efecto del nimero de partos sobre la respuesta ovarica a la estimulaciéon con

gonadotropinas en los pardmetros obtenidos en la produccién de embriones in vitro.

. . Error
Variable Grupo Media Standard Valor de P
Multipara 12,9 0,8
NUmero de foliculos 0,001
observados a la OPU Primipara 16,5 1,5
» Multipara 85,4 4,8
Tasa de recuperacion de 0,9
COC’s % Primipara 95,5 9,2
Tasa de Clivaje % Multipara 65,9 3,4 0.7
Primipara 64,4 6,5
Tasa de Blastocitos % Multipara 31,1 3.3 0,5
Primipara 23,9 6,3
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2.3.4 Efecto del semen sexado versus convencional sobre los
parametros en la produccién de embriones in vitro.

No se encontrdé un efecto significativo sobre la produccién de embriones in vitro, cuando
se comparo el tipo de semen ya fuera sexado o convencional; sin embargo, hubo una
tendencia a ser mayor para el semen convencional. La tasa de Clivaje fue de 65.6 £ 3.0y
36.1+3.2 para semen convencional y sexado respectivamente y la tasa de Blastocistos de

59.615.4 y 23.4 + 5.7 para semen convencional y sexado respectivamente. Tabla 5.

5. Efecto del uso de semen sexado vs convencional en la produccion de embriones
in vitro posterior a la estimulacion ovarica con gonadotropinas

. Tipo de : Error Valor de
Vbl @ semen el Standard P
Tasa de Clivaje % Convencional 65,6 3,0 0.33
Sexado 59,6 5,4
Tasa de Blastocitos % Convencional 36,1 3.2 0,055
Sexado 23,4 57

2.3.5 Comparacion del efecto del tratamiento en cada raza sobre
los parametros en la produccion de embriones in vitro.

En esta comparacion se observé en general la misma tendencia que hemos presentado
en los resultados anteriores y es que, por ejemplo, en el caso de la cantidad de foliculos
observados pre OPU, la raza Brahman (p<0.05) tuvo los mejores resultados con los
tratamientos en comparacién con el control comparado con las demas razas

evaluadas como lo podemos evidenciar en la Grafica 1.
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Grafica 1. Interaccién de la raza con los diferentes tratamientos en las diferentes razas
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En cuanto a las tasas de recuperacién, maduracion, clivaje o blastocistos, no se
encontraron diferencias estadisticamente significativas (p>0.05) en el analisis de la

interaccion raza x tratamiento.

2.4 Discusion

Pocos estudios han reportado resultados de tratamientos enfocados a mejorar la tasa de
recuperacion de oocitos de vacas de diferentes razas en procedimientos de OPU in vivo.
En nuestro estudio, todos los animales fueron sometidos a cuatro tratamientos con el fin
de investigar si se lograba una mayor tasa de recuperacion de oocitos y asi incrementar la
tasa de embriones para transferencia. Adicionalmente se evaluaron cinco razas con el fin

de detectar un efecto por raza tanto en animales B. indicus como B. taurus.

La estimulacion con gonadotropinas (FSH o eCG) busca incrementar los niveles
circulantes de FSH y que se mantengan entre 36 a 72 horas con el fin de aumentar la
poblacién folicular para la OPU. De esta manera se busca “rescatar” de la atresia fisiologica
foliculos que puedan proveer oocitos competentes para produccién de embriones in vitro
y asi aumentar la poblacién de foliculos disponibles al momento de la aspiracion folicular
(B6 & Mapletoft, 2020; da Silva et al., 2017).
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Para nuestro estudio, se detectd un efecto positivo de cualquiera de los tratamientos sobre
el niumero de foliculos de tamafio medio (3-6mm) al momento de la OPU comparado con
el grupo no tratado. Sin embargo, no se detecté un efecto significativo del uso de las
gonadotropinas comparado con el grupo que solo se sometié a sincronizacion de la onda
folicular; es decir que segun nuestros resultados no se justificaria utilizar la estimulacién
con las dosis de gonadotropinas utilizadas considerando que este tratamiento

incrementaria los costos del procedimiento de manera infructuosa.

Las altas tasas de recuperacion (87%) y fertilizacion (88.5%), no se vieron reflejadas en un
incremento en las tasas de clivaje (65.7%) y de blastocistos (33.1%) al final de la técnica 'y
no se encontraron diferencias estadisticamente significativas en la comparacion entre
tratamientos. En este sentido, diversos factores pueden influir; intrinsecos como la
poblacion de foliculos antrales presentes en la donadora y el estado en el que se encuentre
la onda folicular al momento de realizar la estimulacién hormonal (B6 et al., 2019).
Extrinsecos tales como la raza, edad de las donadoras, el estatus general, nutricion, etc
(P. S. Baruselli et al., 2012). En nuestro estudio se observé una tendencia similar en cuanto
a la disminucion progresiva de los diferentes parametros a lo largo de la técnica, a la
reportada por Vieira et al., (2014) quien informé una tasa de recuperacion del 59%, tasa
de clivaje de 63% y tasa de blastocistos de 17% en animales estimulados con FSH y por
(da Silva et al., 2017) con tasas de clivaje del 64% y de blastocistos del 22-30%. En el
presente estudio y los citados, la estimulacién con FSH fue similar, sin embargo, en dichos
estudios se utilizé solamente la raza Holstein y en nuestro estudio quisimos probar los
tratamientos en diferentes razas tanto de tipo taurus como indicus. Aunque los resultados
en general en diferentes estudios son divergentes, son muchos los factores que pueden
influir, el hecho de usar dosis fijas y no decrecientes de FSH podria llegar a alterar el
descenso fisiologico del aporte de FSH que se observa durante el reclutamiento folicular
(da Silva et al., 2017).



53

De igual forma, en el presente estudio, comparando tasas de recuperacion en animales
estimulados con eCG, se obtuvieron resultados similares a los reportados por la literatura
(83.7%) sin embargo no hay diferencias estadisticamente significativas en comparacion
con animales control (81.1%), sincronizados (92.9%) o estimulados con FSH (83.6%)
aungue en general son tasas relativamente altas. Un estudio realizado en vacas y novillas
reportd tasas de recuperacion entre el 64-76% en las diferentes dosificaciones de eCG
(200, 400, 800Ul eCG) sin embargo, dichas tasas de recuperacion fueron menores en
comparacion con los animales no estimulados (Ribas et al., 2018). En el presente estudio
la estimulacion se realiz6 con eCG a 400Ul para vacas y 240Ul para novillas, y de nuevo,
aunque las tasas de recuperacion son altas, no redundaron en un incremento en las tasas
de clivaje (69.2%) o blastocistos (32.5%).

La estimulacién con gonadotropinas mostré un efecto benéfico en cuanto a aumentar la
poblacion folicular en comparacién con el control, pero no en la calidad de COC'’s
recuperados o en las tasas de clivaje y blastocistos, el uso de FSH tuvo los resultados mas
bajos (49.7 £ 5.3 y 21.6 £ 5.5 respectivamente) en comparacion con los animales control
(60.8+55y33.9+5.7),eCG (69.1 +4.9y 32.5 £ 5.1) y Sincronizacion (75.4 £ 5.6 y 39.5
+ 5.8). Asi que, de nuevo, encontramos que la estimulacién con gonadotropinas con el fin
de incrementar resultados en un programa de produccion de embriones in vitro puede ser
remplazada solo por la sincronizacién de la onda folicular, mejorando la eficiencia de la

misma.

El uso de FSH ha sido reportado en varios estudios para OPU con el fin de generar
estimulacion ovarica. Teniendo en cuenta la vida media corta de la FSH, se han propuesto
diferentes protocolos, los cuales han mostrado el influjo positivo de la misma sobre la
poblacién de foliculos disponibles al momento de la OPU. En un estudio con 30 animales
de raza Holstein, se demostrdé un incremento en el nimero de foliculos de tamafio medio
(6-10mm) al momento de la OPU en el 50% de animales tratados con pFSH vs 17% para
los animales control; de igual forma la proporcion de foliculos clasificados de tamafio
pequefio (<6mm) fue menor (38%) en comparacién con los animales control donde fue de

69%:; lo cual muestra que dicha estimulacién logré6 aumentar la poblaciéon de foliculos



54 Efecto de la estimulacién con gonadotropinas sobre el nimero de foliculos y la

viabilidad de oocitos obtenidos de donadoras diferentes razas

aspirables (6-10 mm) al momento de la OPU (Vieira et al., 2014) . En el presente estudio
se encontraron resultados estadisticamente diferentes (p<0.05) sobre el nimero de
foliculos presentes a la OPU en los animales tratados comparados con el control, siendo
en promedio de 15.6+1.2 para los animales estimulados con FSH y de 11.9+1.2 para el
grupo control, sin embargo, esa misma diferencia fue evidenciada en los grupos
estimulados con eCG (15.5+1.1) o los que fueron sometidos a sincronizacion de la onda
folicular (16+1.3).

Se han probado diferentes protocolos y dosificaciones para llevar a cabo la estimulacién
ovarica con FSH (Kajihara et al., 1991.; Taneja et al., 2000). Un estudio compard dos
regimenes de estimulacion con FSH previa a la aspiracion folicular con una dosis total de
200 mg, dividida en 4 (72-48 hrs pre OPU) o 6 aplicaciones (84-24 hrs pre OPU); se
evidencié un mejor resultado con el protocolo de dosificacién dividido en 4 ocasiones,
encontrando una mayor proporcién de foliculos mayores de 6 mm (20 = 2) comparada con
las 4 aplicaciones (16 +1.9) (da Silva et al., 2017). Asi mismo, se report6 un efecto positivo
en el niamero de foliculos disponibles de tamafio medio (6-10 mm) en los animales tratados
(18 £ 1.4) vs los animales control (5.2 = 0.5). pero no hubo efecto del tratamiento con FSH
o del régimen de administracién (4 o 6 aplicaciones) para las tasas de clivaje ni de
blastocistos, lo cual pudimos contrastar en el presente estudio ya que las tasas de
recuperacion, clivaje y de blastocistos no fueron incrementadas con relacion a la
administracion de la FSH. En nuestro caso, se us6 la dosis de 200mg divididos en 4
aplicaciones (BID por 2 dias) entre 48-24 hrs pre OPU como lo reporta (Vieira et al., 2014)
basandonos en los mejores resultados reportados en cuanto a la poblacién de foliculos al
momento de la OPU (da Silva et al., 2017). Sin embargo, aunque en este estudio se
demostré ese efecto positivo de la administracion de FSH en el incremento del nimero de

foliculos pre OPU, no fue asi para las tasas de recuperacion, clivaje o blastocistos.

En las comparaciones entre razas en cuanto a la poblacién folicular, fue posible evidenciar
diferencias significativas entre razas, encontrando mejores resultados para la raza

Brahman de tipo indicus, comparada con la raza Holstein de tipo taurus. En ese sentido el
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factor raza fue considerado en este estudio como un factor importante que se quiso

evaluar.

Un estudio del 2008 encontrd que los animales de tipo Bos indicus (Nelore, Gyr y Nelore x
Gyr) tuvieron un mayor numero de foliculos reclutados por cada onda folicular y un
diametro inferior del foliculo dominante en la desviacién y la ovulacién en comparacion con
los Bos taurus (Gimenes et al., 2008). Asi mismo al comparar novillas Nelore y Holstein,
los animales de tipo Bos indicus, tuvieron mejores resultados en cuanto al numero de
foliculos visualizados pre OPU, numero de COC’s recuperados, numero de COC’s viables
y tasa de clivaje (Gimenes et al.,, 2015). En el presente estudio se pudo demostrar
resultados estadisticamente significativos en el nUmero de foliculos presentes a la OPU en
animales de tipo indicus como la Brahman (19.4 + 1.2) y Gyr (15.1 + 1.1) comparados con
animales de tipo Taurus como los Holstein (8.8 £ 1.4) y; de igual forma el efecto positivo
se mantuvo en el nimero de COC’s recuperados con mejores resultados en la raza
Brahman (20.6 + 1.7) vs la Jersey (12.2 + 1.9) y la Gyr (10.7 £ 1.9). Es importante resaltar
gue la raza Gyr a pesar de ser Bos indicus no mostr6 diferencias favorables con relacion
a las otras razas, En cuanto al nimero de COC'’s viables la raza Brahman también mostré
mejores resultados (p<0.05) (17.9 + 1.6) comparados con la raza Jersey (10.4 +1.8) y la
raza Gyr (9.2 £ 1.7). Estas comparaciones se realizaron sin tener en cuenta el protocolo
de estimulacion. Fue interesante encontrar un efecto de la raza sobre la tasa de
recuperacion, siendo superior para la raza Simmental (115+10 p<0.05) comparado con
animales Gyr y Hosltein. Aunque no es claro por qué esta diferencia, se puede especular
gue puedo ser debido a una mayor facilidad para aspirar las vacas Simmental comparada
con la Brahman o a la aspiracion de foliculos de otros tamafios dando como resultado un
mayor nimero de oocitos obtenidos. A pesar de esta mayor tasa de recuperacion las

demas tazas de produccién no fueron mejores comparandola con las otras razas.

Los datos obtenidos en el presente estudio son parcialmente comparables con lo reportado
por (Pontes et al.,, 2010), quien demostré que la media para el nUmero de oocitos
recuperados fue mayor en animales Gyr vs Holstein (17 £ 4.5 vs 11 £ 3.9) asi como en el

ndmero de oocitos viables (12 + 3.9 vs 8 + 2.7). Sin embargo, hay otro estudio en el cual
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no se encontrd un efecto de la raza o interaccion de la raza con relacion al tratamiento en
animales de tipo Bos taurus comparado con un hibrido (Angus-Brangus) (Ongaratto et al.,

2015) por lo tanto , los resultados son muy variables en la literatura reportada.

Otro factor para tener en cuenta dentro de los programas de produccion de embriones in
vitro es la calidad o competencia de los oocitos recuperados. Diferentes autores han
reportado una mayor competencia de los oocitos obtenidos de foliculos de tamafio medio
(3-9 mm) al momento de la aspiracion (Blondin et al., 2002; Blondin & Sirard, 1995b; Nivet
et al., 2012). La competencia de desarrollo se refiere a la capacidad del oocito recuperado
de convertirse en un embrién transferible. In vivo, ésta aumenta con relacion al desarrollo
folicular y la cercania al pico de LH; dicho pico de LH favorece la maduracion final del
foliculo y del oocito (Hsueh et al., 1994). Un estudio que recuperd oocitos provenientes de
ovarios de planta de beneficio y de los cuales se aspiraron foliculos de 6-8 mm tuvieron
mayor competencia de desarrollo, que los recuperados de foliculos de tamafio <4 mm
(Lequarre et al., 2005). En el presente estudio se realiz, ademas de la estimulacién con
gonadotropinas, la sincronizacion de la onda folicular y asi obtener una mayor poblacién
de foliculos de tamafio medio (6-9 mm) al momento de la OPU; sin embargo, no se
encontraron diferencias significativas en esta variable en cuanto a la comparacion de los

tratamientos.

De acuerdo con los resultados tan variables reportados y encontrados, no solo se debe
tener en cuenta el objetivo de aumentar la cantidad de foliculos disponibles por sesién de
aspiracion folicular, sino también, que se vea reflejado en un mayor nimero de oocitos
obtenidos competentes. Incrementar el nimero de foliculos disponibles no necesariamente
provee un ambiente folicular ideal para adquirir competencia (Blondin et al., 1997) Un
estudio evalud la relacion entre la morfologia de los oocitos recuperados de foliculos
antrales de tamafio pequefio y su competencia de desarrollo (Nagano, 2018). La
clasificacion de los oocitos se realiz6 de acuerdo con las caracteristicas morfolégicas en
siete grados y posteriormente fueron sometidos a maduracion, fertilizacion y cultivo. Los
resultados indicaron que los oocitos de las primeras tres categorias, tuvieron mayores

tasas de clivaje y de blastocistos. Rutinariamente en los programas de produccion de
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embriones in vitro, se realiza una clasificacion de los oocitos obtenidos en relacién con su
morfologia, sin embargo, otro estudio sugiere que la clasificacion dada por la apariencia
morfologica no garantiza un adecuado desarrollo embrionario ya que éste es multifactorial
y demostr6 que los oocitos que se consideraron de peor calidad (grado 1ll), tuvieron mejor
potencial de desarrollo embrionario medida por la tasa de blastocistos al dia 7 (Glll 47%
vs GlI 28%) (de Bem et al., 2014). Asi mismo, (Gimenes et al., 2015) menciona que la
estimulacion folicular podria dar lugar a una poblacién de foliculos acumulada (en regresiéon
y nueva cohorte de foliculos), lo cual podria explicar en alguna medida por qué razon se
logra tener una mayor poblacion de foliculos aspirables sin que se refleje en un incremento
en las tasas de embriones transferibles. En el presente estudio se realiz6 la clasificaciéon
propuesta por (Loos et al., 1989) y se seleccionaron solamente los oocitos grado 1y 2.

En cuanto a la competencia de los oocitos recuperados, un estudio reporté que la
estimulacion con eCG afectd negativamente el metabolismo lipidico, la proteccion contra
el estrés oxidativo y el desarrollo como tal del oocito (Franchi et al., 2019). Por otra parte,
se ha reportado que la eCG puede mostrar una estimulacion mas prolongada por su vida
media circulante lo cual causa mayor proporcién de foliculos no ovulados, alteraciones en
perfiles endocrinos y menor calidad en oocitos y embriones (Greve et al., 1983). En nuestro
caso este efecto no se detectd y aunque dentro de los objetivos del presente estudio, no
se determiné establecer diferencias a este nivel valdria la pena explorar otras formas de
evaluar la competencia del oocito con el fin de procesar solo los oocitos que puedan tener

mejor potencial de desarrollo.

En cuanto a las comparaciones entre novillas y vacas hubo una diferencia significativa
(p<0.05) en cuanto a la poblacién folicular al momento de la OPU donde las novillas
presentaron la poblacion més alta sin embargo esto no se vieron reflejados en las tasas
de recuperacion, clivaje y blastocistos. Cabe resaltar que, aunque se habla de novillas, no
se trata de animales muy jovenes ya que las edades oscilaron entre 2-4 afios, lo que puede
explicar en alguna medida que no se encontraran mas diferencias en las comparaciones
con las vacas de mayor edad. De igual forma, también es importante aclarar que este

andlisis de comparacién entre novillas y vacas solamente se realiz6 para las razas
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Brahman (3 novillas) y Gyr (2 novillas) que fueron las que tuvieron esta diversidad en los

grupos.

El uso de semen sexado en la produccion de embriones in vitro, supone una herramienta
eficiente para incrementar la ganancia genética en un programa de cria (Seidel, 2014), sin
embargo, se reporta que su uso puede tener una influencia negativa en los resultados,
teniendo en cuenta por ejemplo los dafios a nivel espermético en el proceso como tal del
sexaje, entre otros (Hollinshead et al., 2003; Suh et al., 2005). En el presente estudio no
se encontrd una diferencia significativa en cuanto a la producciéon de embriones in vitro
usando semen sexado o convencional, aunque se resalta una tendencia de mejores
resultados con semen convencional en cuanto a tasas de clivaje y blastocistos, un estudio
realizado en 2020 usando ovarios de vacas Holstein obtenidos de planta de beneficio,
comparé la viabilidad de los embriones obtenidos con el uso de semen sexado y
convencional, en dicho estudio, tampoco se encontraron diferencias significativas (p>0.05)

en las tasas de clivaje o blastocistos (Magata et al., 2021).

2.5 Conclusion

En el presente estudio se encontr6 que el uso de gonadotropinas con el fin de incrementar
la poblacién de foliculos presentes a la OPU a las dosis utilizadas no mejoré la tasa de

produccion in vitro de embriones en las razas utilizadas.

Aunque la poblacién folicular se pudo ver incrementada con los diferentes tratamientos, no
se mejoro la produccion de blastocistos. Sin embargo, si se encontré un efecto favorable
de la sincronizacion de la onda folicular pre OPU. Por consiguiente, se recomienda, el uso

de la sincronizacion de la onda folicular pre OPU.
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3. Conclusiones y recomendaciones
3.1 Conclusiones

La administracién de gonadotropinas se propuso con el fin de incrementar la poblacién
folicular al momento de la realizacion de la aspiracién folicular y que esto tuviera un impacto
positivo en las tasas de embriones viables. Sin embargo, encontramos que el incremento
en la poblacion folicular no necesariamente se ve reflejada en una mayor tasa de
blastocisto en los animales estimulados con gonadotropinas a las dosis empleadas. Sin
embargo, con la sola sincronizacién de la onda folicular con GnRH y P4, se logré
incrementar el nimero de foliculos previos a la OPU, por lo tanto, éste protocolo es mas
eficiente en estos programas de produccion de embriones in vitro, teniendo en cuenta que
disminuye la manipulacion de los animales y los costos asociados a los tratamientos

farmacoldgicos con gonadotropinas.

La raza Brahman present6 los resultados mas altos en general para la produccién de
embriones in vitro, mientras que la Holstein tuvo resultados inferiores en comparacion con

las diferentes razas estudiadas.

Es de anotar que este trabajo se realizé con el fin de divulgar informacion cientifica al
respecto de las estrategias para optimizar la produccién de embriones in vitro, teniendo en
cuenta que, en Colombia, no se tenian dichos estudios enfocados principalmente a las

donadoras de embriones y de diferentes razas.
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3.2

Recomendaciones

Se puede hacer uso de semen sexado en la produccion de embriones in vitro

asegurando la seleccién de género que convenga a cada sistema productivo.

Aunque en el presente estudio la cantidad de animales jévenes o primiparas vs
vacas multiparas es muy pequefia, se podria realizar un estudio que controle la
cantidad de animales en cada grupo etario con el fin de analizar el efecto de la edad

en los diferentes parametros de la produccion de embriones in vitro.

Se recomienda hacer uso de la sincronizacion de la onda folicular como
herramienta para aumentar la cantidad de foliculos disponibles al momento de la
aspiracion folicular sobre todo en animales que se pueden ver beneficiados con
este aumento tales como los animales de tipo Taurus sin que eso quiera decir que
a los animales de tipo indicus no se les pueda incrementar el mayor pool folicular

que de por si ya presentan.

En cuanto al uso de las gonadotropinas, se recomienda realizar estudios

comparativos dosis-efecto en diferentes razas.

Se recomienda medir el efecto del tiempo de transporte de los oocitos al laboratorio
de produccién de embriones in vitro, asi como también el efecto del operario tanto

en la aspiracion folicular como a nivel de laboratorio.
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