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RESUMEN

El estudio se realiz6 en vacas Holstein mestizas, criadas en el tropico
alto del Ecuador. Se determiné el efecto de la administracion de
hormona Foliculo-estimulante (FSH), via epidural en dosis Unica,
sobre la respuesta ovérica, el numero de estructuras y embriones
transferibles colectados; asi como, el perfil hormonal. Se probaron
dos tratamientos (T): T1(n=14; convencional) recibieron 300 mg de
FSH repartidas en 8 dosis decrecientes via intramuscular (IM), los dias
(d) 4; 5; 6y 7 del protocolo en la mafana y en la tarde, en T2 (n=14;
epidural) se administré 200 mg de FSH en una sola dosis via epidural
en el d 4. En una segunda instancia se determind la concentracion
de FSH alas 0; 2; 4; 12 ,24; 26; 28; 36; 48; 50; 52; 60; 72; 74; 76 y
84 h del protocolo de superovulacion (SOV). El nimero de foliculos
antrales (FA) que respondieron a la aplicacion de la FSH fue similar
(P>0,05) entre protocolos (T1=17,9+ 1,55 foliculos; T2=14,3+1,69
foliculos); asi como también lo fue el tamafo de éstos. Sin embargo,
los animales de T2 (5,8+1,83 CLs: cuerpos luteos) presentaron 2,4
veces menos CLs que los observados en T1(13,9+1,57 CLs; P<0,05).
Se obtuvo mayor cantidad de estructuras en T1(9,4 +1,05) que en T2
(4,5+1,29) e igual sucedio con los embriones transferibles. La FSH
alcanzé los valores més altos a las 4 h y mantuvo concentraciones
similares durante las primeras 50 h. Luego la concentracion en T2
disminuyd a valores basales inferiores a los observados en T1. Se
concluye que 200 mg de FSH aplicados por via epidural provocaron
una superestimulacion similar al protocolo convencional; sin embargo,
el numero de ovulaciones y de embriones transferibles obtenidos
fueron dos veces menos que los observados en T1.
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ABSTRACT

The study was carried out in crossbred Holstein cows, raised in
the high tropics of Ecuador. The effect of single dose epidural
follicle-stimulating hormone (FSH) administration on ovarian
response, structure number and collected transferable embryos
was determined; as well as the hormonal profile. Two treatments(T)
were tested: T1(n=14; conventional) received 300 mg of FSH divided
into 8 decreasing doses intramuscular (IM), on days(d) 4, 5, 6 and 7 of
the protocol in the morning and in the afternoon, in T2 (n=14; epidural)
200 mg of FSH was administered in a single epidural dose on d 4.
In a second instance, FSH levels were determined at 0, 2, 4, 12, 24,
26, 28, 36, 48, 50, 52, 60, 72, 74, 76 and 84 h of the superovulation
(SOV) protocol. The number of antral follicles (AF) that responded to
the application of FSH was similar (P>0.05) in the two Treatments
(T1=17.9+1.55 follicles; T2=14.3+1.69 follicles); as well as their size.
However, the animals of T2(5.8+1.83 CLs: corpus luteum) presented
2.4 times fewer CLs than those observed in T1(13.9+1.57 CLs), with
a statistical difference (P<0.05). A greater number of structures was
obtained in T1(9.4+1.05) than T2 (4.5+1.29), and the same occurred
with the transferable embryos. FSH reached the highest values at 4
h and remained at similar concentration throughout the first 50 h.
Then the concentration in T2 decreased to basal values lower than
those observedin T1.In conclusion 200 mg of FSH applied via epidural
causes an superstimulation similar to the conventional protocol:
however, the number of ovulations and transferable embryos obtained
were two times less than those observedin T1.
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INTRODUCCION

La superovulaciéon (SOV)y la transferencia de embriones (TE) son
herramientas que se utilizan para multiplicar animales de alto valor
genético [1]. En los protocolos de SOV comunmente se utiliza la
hormona foliculo-estimulante (FSH), gonadotropina que impulsa el
crecimientoy desarrollo de varios foliculos secundarios hasta el estadio
de dominancia[2], caracteristica que permite obtener mayor nUmero
de ovocitos listos para ser fecundados y por ende, embriones a ser
colectados[3]. Sin embargo, la vida media de 2 h de la FSH genera la
necesidad de administrar esta hormona dos veces al dia(d) (cada 12 h),
por 4 d consecutivos como minimo[4]. Por lo tanto, es necesario llevar
aladonadora 8 veces alamanga de sujecion (Lux, Campo, Ecuador), lo
cual provoca estrésy esto a su vezreduce la respuesta superovulatoria;
ademas, la administracion consecutiva de la hormona puede llevar a
errores en la dosificacion del producto [5].

Varios estudios han buscado reducir el nimero de aplicaciones de
FSH mediante laadministracion intramuscular (IM) o subcutanea(SC)
de esta gonadotropina disuelta en agentes de liberacion lenta, como la
polivinilpirrolidona[6]e hidroxido de aluminio en gel (AH-gel)en bovinos
(Bos taurus)[5]. Pero estos diluyentes mezclados con la FSH producen
una solucion viscosa dificil de preparary homogenizar; ademas, estos
agentes de liberacion lenta incrementan el costo final del protocolo.

En el afo 2018 se describié que la aplicacion de una dosis de FSH
por via epidural (400 mg) provocd estimulacion ovarica en bovinos,
generando resultados alentadores en cuanto a nimero de embriones
colectados, que fueron similares a los obtenidos al aplicar multiples
dosis de FSH por via IM[7]. La liberacion lenta de la FSH en la
circulacion periférica se consiguio gracias a la cantidad de grasa que
contiene el conducto epidural del ganado bovino con una condicién
corporal (CC)alta(> 3 CC).

Sin embargo, en un trabajo reciente en ganado bovino, con una
CC entre 3-3,5, la administracion de 400 mg de FSH via epidural en
una sola dosis, produjo menos foliculos mayores a9 mm comparado
con los animales que recibieron FSH por via IM(8 dosis), esto influyd
directamente en el nUmero de ovulaciones, estructurasy embriones
transferibles colectados en las donadoras que recibieron la FSH via
epidural[8], probablemente como consecuencia de que esta via de
administracién (epidural) no permitié mantener niveles altos de la
hormona al menos por 72 h, tiempo minimo requerido para que los
foliculos puedan proliferar, crecer y adquirir capacidad ovulatoria
[9]. Estos resultados contradictorios crean la necesidad de valorar la
concentracion de FSH post-administracion via epidural de lahormona
en donadoras de tendencia lechera.

El estudio determin¢ el efecto de la administracion de 200 mg de
hormona FSH via epidural en dosis Unica, sobre larespuesta ovaricay
el perfilhormonal en vacas Holstein mestizas, criadas en el trépico alto.

MATERIALES Y METODOS

Animales y granja

Veintiocho vacas multiparas de genotipo Holstein mestizo de
dos granjas comerciales, ubicadas sobre los 2.500 metros sobre el
nivel del mar, en el trépico alto del Ecuador, fueron seleccionadas
y divididas al azar en dos tratamientos (T): T1=Convencional (n=14)
y T2=Epidural (n=14). Las vacas presentaron pesos promedios
similares de 565,9+19,68 y 591,2+15,43 kg, respectivamente, CC
de 2,8+0,05(T1)y 2,7+0,06(T2) en escala de 1-5, de acuerdo a lo
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determinado por Hoedemakery col.[10], con un recuento de foliculos
antrales(RFA)de 19,3+0,75en T1y 17,9+1,55 en T2. Tenian una edad
promediode 6,4+0,49(T1)y6,5+0,41afos(T2), con 3,6+0,32 partos
(T1)y 3,5+0,29 partos(T2)y una produccion promedio de 22,9+1,45y
22,35+1,43 kg de leche, respectivamente. Almomento de la seleccion
de donantes, éstas fueron evaluadas mediante palpacion transrectal
de 6rganos reproductivos para corroborar su estado ciclico, la
morfologia cervical adecuada para permitir el paso del embrion a
través del catéter de recoleccion (determinado al pasar un catéter de
transferencia en cada donante, a través de su cérvix), y la ausencia
de patologias en el tracto reproductivo [11].

En el segundo experimento se utilizaron 8 de las 21vacas Holstein
mestizas utilizadas en el primer ensayo, estas pertenecian a la granja
experimental de la Universidad de Cuenca, Ecuador. Los animales
fueron divididos aleatoriamente en dos grupos: tratamiento
convencional (T1)y tratamiento epidural (T2). Con una edad media de
6,6+0,81anos(T1)y6,5+0,64 afos(T2), CC promedio de 2,9+0,08(T1)y
2,8+0,06. El peso corporal fue de 647,5+43,84 kg (T1)y 641,5+55,93 kg
(T2),ylaproduccion lactea promedio 19,3+0,66 kg(T1)y 19,2 +0,64 kg
(T2). Durante larealizacion del estudio se tuvo presente la normativa
del codigo sanitario para animales terrestres, capitulo 7,8 “Utilizacion
de animales en la investigacion y educacién”, de la Organizacion
Mundial de Sanidad Animal [12].

Disefio experimental

Lainvestigacion fue de tipo experimental, y en un primer ensayo
se valoro el efecto de laadministracion de FSH por via intramuscular
(300 mg) repartidos en 8 dosis(T1) y la via epidural (200 mg) en una
sola dosis(T2), sobre larespuesta al protocolo de SOV. En el sequndo
ensayo se comparo la concentracion plasmatica media de FHS
enlosd4; 5; 6y 7del protocolo, luego de administrar FSH por via
intramuscular (T1)y via epidural (T2).

Estadistica

Los datos fueron procesados en Excel y analizados en el programa
estadistico SPSS version 25. Se comprob6 la normalidad de los datos
mediante la prueba de Shapiro Wilk. La comparacion de la concentracion
de FSH, el andlisis del RFA(d 4)y la respuesta a la superovulacion (d
9), ovulacion (CL=d 16)y el nimero de embriones obtenidos (d 16) del
protocolo fue realizada mediante la prueba de t de Student.

Protocolo convencional (T1)

Los 14 animales de T1recibieron 300 mg de FSH repartidas en 8 dosis
decrecientes enlos d 4; 5; 6y 7 del protocolo de SQV. EI d 0(06h00) se
coloco un dispositivo intravaginal de liberacion de progesterona(CIDR®;
1,9 g de progesterona; Zoetis, Quito, Ecuador)+ 2 mg de benzoato de
estradiol (BE; Gonadiol®; Zoetis, Quito, Ecuador), por via IMy 50 mg
de progesterona inyectable (Progesterona® ERMA, Quito, Ecuador). A
partir del d 4 en la mafiana(06h00)y en la tarde (18h00), las donadoras
recibieron dosis decrecientes de FSH(Folltropin-V®, Vetoquinol, Québec,
Canada)por cuatro d(60; 60; 40; 40; 30; 30; 20; 20 mg), tal como se indica
enFIG. 1. EId 6 enlamananay la tarde se aplicaron 25 mg de dinoprost
trometamina (Lutalyse®, Zoetis, Lima, Pert), y el d 7 por la mafnana se
retird el implante. El d 8 se detectd el celo por observacion directa con
ayuda de un parche indicador de estro(EstrotectTM, EUA), enla tarde se
administré una dosis de 0,25 mg de gonadorelina(GnRH®, MSD, Nueva
York, EUA). En la mafana del d 9 se realizé la primera inseminacién
artificial(IA)y 12 h después se efectuo la sequnda IA.
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FIGURA 1. Protocolo de superovulacién convencional (T1). BE: Benzoato de
estradiol. P4: Progesterona inyectable. DIP: Dispositivo intravaginal de liberacién
de progesterona. FSH: Hormona foliculo-estimulante. PG: Prostaglandina.
Parche: Parche detector de celo. GnRH: Hormona liberadora de gonadotropina.
IA: inseminacién artificial. Colecta: colecta de embriones

Protocolo epidural (T2)

Las donadoras del protocolo epidural recibieron el d 0 alas 06h00
un dispositivo intravaginal de liberacion de progesterona (CIDR®;
1,38 g de progesterona; Zoetis, Quito, Ecuador)+ 2 mg de benzoato
de estradiol (BE; Gonadiol®; Zoetis, Quito, Ecuador), por via IM, y
50 mg de progesterona inyectable (Progesterona®; ERMA, Quito,
Ecuador). En la mafana (06h00) del d 4 los animales recibieron 200
mg de FSH (Folltropin-V®, Vetoquinol, Québec, Canada) diluidos en
5 mL de solucion salina estéril por via epidural (dosis Unica), entre
la ultima vértebra sacray la primera coccigea. El d 6 en la manana
(06h00)y enlatarde(18h00) se aplico una dosis de 25 mg de dinoprost
trometamina (Lutalyse®, Zoetis, Lima, Peru). EI d 7 en la manana se
retiré el implante de progesterona. Al d siguiente (d 8), alas 06h00 se
colocd un parche detector de celo(EstrotectTM, EUA)y en la tarde se
aplicaron 0,25 mg de gonadorelina(GnRH®, MSD, Nueva York, EUA). El
d 9 enlamananaserealizé laprimeralAyenlatardelasegundalA, la
colecta de los embriones se ejecuto en el d 16 del protocolo (FIG. 2).

FIGURA 2. Protocolo de superovulacién epidural (T2). BE:Benzoato de
estradiol. P4:Progesterona inyectable. DIP:Dispositivo intravaginal de
liberacién de progesterona. FSH:Hormona foliculo-estimulante (200 mg).
PG:Prostaglandina. Parche:Parche detector de celo. GnRH:Gonadotropina.
IA: inseminacién artificial. Colecta:colecta de embriones

Recuento de foliculos antrales (d 4), valoracion de la respuesta al
proceso de SOV (d 9) y evaluacion del nimero de cuerpos luteos(d 16)

El RFA >4 mm fue realizado mediante valoracion endorrectal
con un ecografo (Aloka ProSound 2°®, Tokyo-Japdn) provisto de un
transductor lineal de 7,6 MHz, el d 4 del protocolo de superovulacion
(SOV). La exploracion de los ovarios se realizo segun lo describid Ayala
y col.[13] que brevemente consistio en un barrido latero-medial,
dorso-ventral y craneo-caudal, primero del ovario derecho y luego
elizquierdo. Las valoraciones ecograficas fueron realizadas siempre
por el mismo técnico.

Para determinar la respuesta superovulatoria se cont6 el nimero de
FA mayores a 8 mm en cada uno de los ovarios(d 9), mediante la técnica

indicada para el RFA. Larespuesta ovulatoria se estableciéo mediante
el recuento de cuerpos Itteos (CLs) presentes en los dos ovarios en
el d 16 del protocolo, luego del proceso de colecta de los embriones.

Colecta de embriones

Siete d después de la primera IA(d 16), las donadoras fueron colocadas
en una manga, teniendo presente las normas de bioseguridad, tanto
para el operador como para el animal. Se realizé asepsia del &rea vulvary
perineal. Para lainsensibilizacion y tranquilizacion, se utilizé una mezcla
de 4mL de clorhidrato de lidocaina al 2 %, (LidocaineTM, Richmond Vet
Pharma, Buenos Aires, Argentina)y 0,4 mL de xilacina al 2 % (Xilacina20,
Richmond Vet Pharma, Buenos Aires, Argentina), aplicada por via
epidural. Los embriones fueron colectados mediante técnica no
quirdrgica, con un sistema de circuito abierto con flujo continuo [2].
Se utilizé el medio de lavado comercial (VIGRO™, Vetoquinol, Québec,
Canada)y los embriones se colectaron en un filtro EmCon de 75 pm,
(Arbiotech, Culiacan, México). El grado de desarrollo y calidad de los
embriones fue determinado en base a los parametros establecidos
por la Sociedad Internacional de Tecnologia Embrionaria(IETS)[14].

Valoracion de la concentracion de FSH plasmatica

Al inicio del protocolo se coloco un catéter intravenoso para
animales grandes en la venayugular de las vacas de T1y T2, que facilitd
la toma de las muestras de sangre (5 mL) en tubos Vacutainer con
acido etilenodiaminatetraacético (EDTA, Vacutainer®). El muestreo
se inicio a las 06h00 del d 4 considerandose ésta como la hora 0,
luego se tomaron muestras a las 2; 4; 12; 24; 26; 28; 36; 48; 50; 52;
60; 72; 74; 76 y 84 h(TABLA1). Las muestras fueron colocadas en un
cooler(Chiller, 16 QT, Coleman®, EUA) con hielo (5°C)y se trasportaron
al laboratorio para ser centrifugadas(Hettich, Micro 200, Alemania)
a 3.000 gravedades (G)x10 min. El sobrenadante fue colectado y
congelado a-20°C hasta su analisis (Congelador SMC, CG11HB, China).

TABLAI
Protocolo de toma de muestras de sangre

D4 D5 D6 D7

Hora Muestra Hora Muestra Hora Muestra Hora Muestra
06:00 Oh 06:00 24h 06:00 48h 06:00 72h
08:00 2h 08:00 26h 08:00 50h 08:00 74h

10:00 4h 10:00 28h 10:00 52h 10:00 76h
18:00 12h 18:00 36h 18:00 60h 18:00 84h

La determinacion de la concentracion de FSH se realizo6 por
inmunoensayo enzimatico competitivo (Bovine follicle-stimulating
hormone (FSH) ELISA Kit). La dosis minima detectable de FSH bovina
seqgun el fabricante fue inferior a 2 miliunidades internacionales-mL"
(mUI-mL™). Precisién intra-ensayo: CV%<15 %, precision entre
ensayos: CV%<15 %.

Debido a que la mayoria de los trabajos publicados sobre la
concentracién de FSH en la especie bovina se describe en ng-mL™,
las concentraciones obtenidas en mUI-mL™ en el presente estudio
fueron transformadas a ng-mL™, considerando que TmUI-mL" equivale
a 0,047 ng-mL™".
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RESULTADOS Y DISCUSION

Recuento de foliculos antrales el d del reinicio de la onda folicular (d &)

El numero de FA menores a 4 mm valorado el d del inicio de laonda
folicular (d 4) fue similar (P>0,05) en T1(19,3+0,75)y T2(19,9+0,62;
FIG. 3A), lo cual permitio iniciar el estudio en condiciones similares
en cuanto al RFA en los dos T. Los resultados del RFA observados
fueron similares al reportado previamente en vacas Holstein mestizas
alimentadas al pastoreo en el tropico alto ecuatoriano (17,26 +0,38
foliculos[15], o el descrito para estaraza(18,5+9,0 foliculos) en zonas
altas de paises de cuatro estaciones[16].

Respuesta al protocolo de superovulacion (d 9)

Alvalorar mediante ecografia el nUmero de foliculos que respondieron
alaaplicacién de la FSH en el d 9 del protocolo, se determino que el
92,75 % de FA en T1(17,9+1,55 foliculos) y el 71,86 % en T2 (14,3+1,69
foliculos; FIG. 3B), respondieron a la aplicacion de la gonadotropina,
sin diferencia estadistica (P>0,05) entre grupos; ademas, el tamafio
de los foliculos fue mayor a 8 mm en los dos T (T1=10,92 + 0,41
mm; T2=10,15+0,50 mm), caracteristica necesaria para que el
foliculo obtenga capacidad para ovular (11,6 0,5 mm) en vacas de
raza Holstein [17].

El numero de foliculos observado el d 9 del protocolo fue similara
los reportados por Sakaguchiy col.[7], quienes describieron18,3+7,5
foliculos que respondieron a la SOV al aplicar 8 dosis de FSH via IM
y 15,4 +6,0 foliculos al administrar una dosis de FHS via epidural, sin
presentar diferencia estadistica entre (P>0,05) grupos, estos animales
eran de predominio carnico con una condicion corporal mayor a 3
puntos en escala de 1a b. La evidencia cientifica senala que una
buena CC produce mayor depdsito de grasa en el canal vertebral,
lo cual contribuye a un movimiento mas lento y sostenido de la FSH
hacia la circulacién periférica[18]. Sin embargo, en ganado lechero se
observo que la aplicacion de FSH IM produce mayor respuestaala SOV
(17,1+1,5 foliculos) comparado con animales que recibieron FSH via

epidural(8,5+1,5 foliculos)[ 8]; esto podria estar ligado a una menor CC
(2,75a 3)que este tipo de ganado presentan en la fase de produccién
lactea, factor que reduce la respuesta superovulatoria[19]. En estos
casos, los foliculos preovulatorios normalmente alcanzaron tamanos
menores a 10 mm, lo cual no es suficiente para que el foliculo adquiera
capacidad ovulatoria en los bovinos de leche [20]. Estos resultados
difieren de los obtenidos en el presente estudio. Por lo tanto, se
considera que la aplicacién de 200 mg de FSH por via epidural (T2)
en este estudio, fue suficiente para estimular el crecimiento de los
foliculos a tamafios similares al tratamiento 1(10,15+ 0,50y 10,92+ 0,41
mm, respectivamente), sin diferencias estadisticas (P>0,05) entre
tratamientos (FIG. 3C).

Recuento de cuerpos luteos y foliculos que no ovularon

Los animales que recibieron FSH via epidural presentaron 2,1veces
mas foliculos(8,07+1,13) que no llegaron a ovular (FNO) comparado con
las vacas del tratamiento convencional (3,71 0,9; P<0,05; FIG. 4C). Esto
generd que los animales de T2(5,8+1,83 CLs) presentaran 2,4 veces
menos CLs que los observados en T1(13,9+1,57 CLs) con diferencia
estadistica entre grupos (FIG. 4A) Sin embargo, el tamafio de los CLs
enlosdos T(T1=15,4+0,85 mmy T2=16,7+1,21 mm)fue similar (P>0,05;
FIG. 4B). Se especula que la disminucién de ovulaciones y por ende el
numero de CLs en los animales que recibieron una dosis de hormona
via epidural, estuvo relacionado con el incremento rapido de FSH por
un periodo corto de tiempo al inicio del protocolo (2-4 h), sequido de
una disminucion brusca a las 52 h, lo cual impidié que los foliculos
contaran con niveles adecuados de FSH en |a etapa final de maduracion
y adquisicién de capacidad ovulatoria[21]. Estos resultados guardan
concordancia con los descritos por Chumchaiy col.[8], quienes
aplicaron 400 mg de FSH via epidural y 400 mg via IM y observaron
gue el tratamiento convencional presenté mas CLs 15,3+1,0 que los
animales que recibieron FSH via epidural (8,5+1,3 CLs).

FIGURA 3. Media y error estandar del recuento de foliculos antrales (RFA) en el d 4 del protocolo de superovulacién (Panel
A). Foliculos que respondieron al protocolo de SOV en el d 9 (Panel B). Tamaiio promedio de los foliculos que respondieron

ala SOV (Panel C). Prueba de t de Student 5%
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FIGURA 4. Media y error estandar del numero de CLs (Panel A). Tamafio de CLs (Panel B). Numero de foliculos que no
llegaron a ovular (Panel C). Valorado el d 16 del protocolo. Prueba de t de Student 5%

Numero de embriones colectados

En T1se recuperaron 9,4+1,05 estructuras, y de éstas, el 70,2 %
fueron embriones transferibles y 27,8 % ovocitos no fecundados
(UFQ's), difiriendo estadisticamente (P<0,05) de T2, donde se
colectaron 4,5 +1,29 estructuras, de las cuales el 57,8 % fueron
embriones transferibles y el 42,2 % UFQ's (FIG. 5). El numero de
estructuras colectadas en el presente estudio en T1y T2 fueron similar
alos obtenidos en donadoras Holstein[8], donde se aplicaron 400 mg
de FHS via convencional (8,6 +1,4 estructuras)y 400 mg via xxepidural
(4,9+2,0 estructuras); sin embargo, los autores describieron que no
existio diferencia estadistica entre sus dos T, lo cual difiere de los
resultados obtenidos por nosotros en T1y T2. Esta controversia podria
estar relacionada con el nimero de animales utilizados en el presente
estudio y su CC al momento de la SOV (14xT; 2,9, respectivamente)
con respecto al trabajo realizado por Chumchaiy col.[8]que fueron 8

animales por Ty su CC fue de 3,5 al momento de la SOV. Sin embargo,
Chumchaiy col. [8] describieron que el porcentaje de embriones
transferibles colectados en los animales que recibieron FSH en
forma convencional (66,3 %) fue superior al porcentaje de embriones
recuperado en los animales que recibieron FSH via epidural (22,4 %),
condiferencia estadistica entre T, lo cual coincide con los resultados
obtenidos (FIG. 5B).

En un trabajo realizado en ganado de predominio carnico se
describié que, la administraciéon de FSH por via IM (tratamiento
convencional)y por via epidural permitié obtener un nimero de
estructuras (18,3+ 5,4; 10,9+ 7,6, respectivamente) y blastocistos
transferibles(9,0+ 6,0 vs 4,7+ 3,5) similares estadisticamente [7], lo
cual difiere de los presentes resultados(FIG. 5By 5C). Probablemente,
estaria relacionada con larazay tendencia productiva de los animales
utilizados en los dos experimentos.

FIGURA 5. Media y error estandar del nimero de ovocitos no fecundados (UFOs; Panel A). Niimero de embriones transferibles
(Panel B). Numero de estructuras colectadas (Panel C). Valorado el d 16 del protocolo. Prueba de t de Student 5%
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Concentracion de la hormona Foliculo-estimulante

La muestratomadaalas 0 h del d 4(06h00 am), antes de aplicar la
primera dosis de FSH, mostré una concentracién similar (P>0,05) en
losdos T: T1(1,41+£0,21ng-mL")y T2(1,26 £0,09 ng:-mL™"). Estos valores
son considerados basales(<1,5 ng'mL™") en la especie bovina[22].

En la sequnda valoracién del d 4 (hora 2), la concentracion de la
FSHse elevoa20,74+9,74ng-mL(T1)yen T2 a 25,46 +6,15 ng-mL",
sin diferencia entre tratamientos (P>0,05). Este incremento es
concordante con lo descrito en otro trabajo dos h post aplicacién
de FSH via IM en vacas Holstein (>25 ng-mL™"); sin embargo, los
animales que recibieron FHS via epidural, si bien incrementaron
la concentracion de esta hormona (>10 ng-mL™), el aumento fue
menor [8]. Esta descrito que un protocolo ideal de superovulacion
requiere aumentar la FSH circulante a concentraciones superiores a
las observadas antes de la aparicion de una onda folicular(2,5 ng-mL™)
y mantenerse por al menos por 72 h para que el crecimiento de los
foliculos sea continuo y puedan alcanzar el tamafno minimo de 8 mm
para adquirir capacidad para ovular [23], este principio se cumplié
enlos dos T a partir de las 2h post-administracion de la FSH.

Elvalor maximo de la FSH en T1(convencional) fue observado a las
4 h post aplicacion de lahormona(28,65+7,55 ng-mL™), sin diferencia
estadistica con T2(23,05+9,26 ng:-mL™). A partir de este momento,
la caida de la concentracion de la FSH en ambos T fue sostenida 'y
continua hasta la cuartatoma(12 h: 13,68+8,13 ng-mL"y 18,47+ 4,17
ng-mL™", respectivamente), llegando al valor minimo alas 24 hen T1
(10,81+8,22 ng-mL""). Sin embargo, en T2 (20,80+10,06 ng-mL™"), la
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concentracion de la FSH a las 24h fue el doble de la observadaen T1,
indicando que la via epidural permite mantener una liberacion lentay
constante de la FSH comparada con la administracion IM[24]. Esto
probablemente se deba al contenido de grasa que poseen el espacio
vertebral; asicomo ala cantidad y disponibilidad de venas epidurales
y ala solubilidad de la sustancia aplicada[18].

En el d 5luego de la administracion de la FSH en los animales
de T1, la concentracion de esta hormona mostro valores similares
alos observados en el cuarto d, es decir, se elevo hasta 4 h post-
administracion de la FSH, para luego disminuir paulatinamente. En
los animales de T2 la concentracion de FSH en el d 5 mostro valores
mas estables que los observados en T1sin diferencia(P>0,05)entre T.

Sin embargo, en el sexto d del muestreo alas 52 h, se determiné
2,3 veces menos hormona en T2 (8,87+1,77 ng-mL™") que en T1
(20,84 +3,23 ng'mL™), con diferencia estadistica entre T (P<0,05).
Estos resultados demuestran que la via epidural permitio mantener
por 50 h concentraciones de FSH similares a las observadas en los
animales de T1y que a partir de las 52h la concentracién de FSH en
los animales de T2 bajé rapidamente a niveles basales, mientras que
en T1se mantuvieron elevados. Probablemente, la baja concentracion
de FSH a las 52h del protocolo de SOV contribuyé para que un gran
numero de foliculos de las donadoras de T2 obtuvieran capacidad
para ovular[23], factor que redujo el nimero de FA que llegaron a
ovular, provocando que se obtuvieran menor nimero de estructuras
y embriones transferibles el d de la colecta.+

—e— Convencional
-=  Epidural

0 2 4 12 24 26 28

) | ! ) ) ) J J
48 50 52 60 72 74 76 84

FIGURA 6. Concentracién de FSH valorada a partir de las 06h00 del d 4 del protocolo de SOV, en la
siguiente secuencia: h=0; 2; 4; 12; 24; 26; 28; 36; 48; 50; 52; 60; 72; 74; 76; 84; T1 (convencional): linea
negra continua. T2(epidural): linea entrecortada. *: Diferencia estadistica al 5%
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CONCLUSIONES

Laadministracion de 200 mg de hormona foliculo-estimulante en
una sola dosis por via epidural produce respuesta superovulatoria
satisfactoria en vacas Holstein mestizas, criadas en el tropico alto,
gracias a la alta concentracién de FHS presente en las primeras 50
h del protocolo. Sin embargo, la caida abrupta de lahormona a partir
de las 52 h genera un bajo porcentaje de ovulaciény por consiguiente
un menor numero de embriones transferibles colectados.

RECOMENDACIONES

Enbasealosresultados obtenidos se recomienda valorar dosis mas altas
de FSH aplicadas por via epidural, en busca de mejorar el porcentaje de
ovulaciény embriones colectados en un protocolo de SOV. Otraalternativa
seria probar laadministracion de una dosis de refuerzo viaintramuscular
alas 52 h paramantener niveles altos en la fase final del protocolo de SOV.
Finalmente, se podria valorar diferentes dosis de FSH via epidural, para
estimular el ovario previo a la aspiracién ecoguiada(OPU).
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