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El intervalo de tiempo entre la estimulacion ovarica con FSH/LH
y la colecta afecta la cantidad, calidad y capacidad de desarrollo
de los ovocitos recuperados de novillas criollas ecuatorianas

The time interval between ovarian stimulation with FSH/LH and ovum-pick up
affects the quantity, quality and developmental competence of oocytes retrieved
from Ecuadorian creole heifers
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RESUMEN

El objetivo del estudio fue evaluar los efectos del tratamiento con gonadotropina y
el intervalo entre la estimulacion ovarica con FSH/LH y la sesion de aspiracion folicular,
sobre la cantidad y calidad de los complejos ctimulus ovocitos (COCs) obtenidos por
ovum pick up (OPU) en vaquillas criollas ecuatorianas. Cuatro novillas fueron asignadas
aleatoriamente a cuatro grupos (FHS/LH 40h; FSH/LH 48h; control 40h; control 48h). En
dos grupos se aplico una dosis (0.011 mg, IM) de GnRH el dia 0, seguida de 500 UI, IM,
de FSH/LH el dia 2, y la sesion de OPU a los 40 (FSH/LH 40 h) o 48 horas (FSH/LH 48h)
después de la aplicacion de la gonadotropina. En los otros dos grupos, la FSH/LH se
reemplaz6 por una solucion fisiologica. No hubo diferencia estadistica en la tasa de
recuperacion de los COCs entre FSH/LH 40h y FSH/LH 48h, pero se obtuvo aproximada-
mente el doble de COCs (p<0.05) que en aquellos que no recibieron estimulacidn ovarica.
Se consiguid 2.4 veces mas COCs de calidad A en el tratamiento de FSH/LH 48h que en el
de FSH/LH 40h. El 100% de estas estructuras reaccionaron positivamente al Azul Brillan-
te de Cresilo (BCB+), lo que significa que terminaron el crecimiento y fueron competentes
para iniciar la maduracién in vitro. Se concluye que el tratamiento con FSH/LH 48h
permitié obtener un mayor nimero de COCs competentes para la maduracion in vitro.
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The aim of this study was to evaluate the effects of gonadotropin treatment and the
interval between ovarian stimulation with FSH/LH and the follicular aspiration session,
on the quantity and quality of the cumulus oocyte complexes (COCs) obtained by ovum
pick up (OPU) ) in Ecuadorian Creole heifers. Four heifers were randomly assigned to four
groups (FHS/LH 40h; FSH/LH 48h; control 40h; control 48h). In two groups a dose (0.011
mg, IM) of GnRH was applied on day 0, followed by 500 IU, IM, of FSH/LH on day 2, and
the OPU session at 40 (FSH/LH 40 h) or 48 hours (FSH/LH 48h) after the application of
gonadotropin. In the other two groups, FSH/LH was replaced by a physiological solution.
There was no statistical difference in the recovery rate of COCs between FSH/LH 40h and
FSH/LH 48h, but approximately twice as many COCs (p<0.05) were obtained than in
those who did not receive ovarian stimulation. In addition, 2.4 times more COCs of
quality A were achieved in the treatment of FSH/LH 48h than in that of FSH/LH 40h. All
(100%) of these structures reacted positively to Brilliant Cresyl Blue (BCB+), which
means that they finished the growth and were competent to initiate in vitro maturation. It
is concluded that the treatment with FSH/LH 48h allowed to obtain a greater number of
COCs competent for in vitro maturation.
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et al., 2013). La transferencia de embriones
(TE) de vacas superovuladas (SOV) es una
biotecnologia que presenta diversos inconve-
nientes debido al reducido ntimero de embrio-
nes transferibles y la variabilidad de los re-
sultados (Restrepo et al., 2011). Asi, la aspi-
racion folicular transvaginal guiada por ultra-
sonido (OPU), técnica descrita inicialmente
por Pieterse et al. (1988) es una alternativa
para obtener ovocitos de vacas y novillas, que

INTRODUCCION

El ganado criollo del Ecuador, asi como
de otras regiones de Latinoamérica se adap-
t6 a diversas condiciones ambientales, lo cual
les permitié adquirir caracteristicas importan-
tes como rusticidad, adaptabilidad, buena fer-
tilidad y resistencia a enfermedades (Méndez
etal.,2002; Aguirre et al.,2011). Sin embar-

g0, debido a que su aptitud productiva no esta
bien definida, estas poblaciones han sido re-
emplazadas o vienen siendo absorbidas por
razas bovinas mas especializadas (Zarate et
al., 2010); factores que ha provocado que
este tipo de animales se encuentre dentro del
20% de las razas autoctonas en peligro de
extincion (FAO, 2000).

Como estrategia para la conservacion
de este valioso material genético, se ha veni-
do estudiando diversos aspectos reproduc-
tivos del ganado criollo, tales como la dinami-
ca folicular (Ayala et al., 2017), la congela-
cion de semen (Méndez et al., 2017) y la pro-
duccidn de ovocitos y embriones (Chasombat

combinado con la produccion de embriones
in vitro (PIV) se viene convirtiendo en una
eficiente herramienta.

La OPU permite el uso de vacas do-
nantes de ovocitos en un intervalo de tiempo
mas corto (De Roover et al., 2008), ademas,
los ovocitos recuperados provienen de vacas
de alto valor genético que pueden conducir a
un mejor rendimiento productivo de las gana-
derias (Nava y Hernandez, 2005); sin em-
bargo, para obtener un mayor nimero de
gametos con OPU, es necesario realizar una
estimulacion hormonal previa (Ding et al.,
2008). Originalmente, se utilizaron protoco-
los de superovulacion similares a los emplea-
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dos para obtener embriones in vivo (De
Roover et al., 2005). Blondin ez al. (1997) y
Chaubal et al. (2006) observaron que el uso
de gonadotropinas mejoro el rendimiento, en
términos de calidad y cantidad de ovocitos
recuperados; por otro lado, Ruiz et al. (2013)
observaron que estos protocolos produjeron
un desarrollo asincronico de ovocitos y
foliculos que afectaba la calidad de los com-
plejos cumulus ovocitos (COCs) obtenidos,
mientras que Restrepo et al. (2011) reportan
que el uso de FSH y LH combinados podria
promover la maduracion simultanea del foli-
culoy el ovocito, obteniendo gametos de mejor
calidad.

Para optimizar este método, los investi-
gadores han valorado factores biologicos y
técnicos, como la estimulacion hormonal, el
momento de la aspiracion folicular después
de la administracion hormonal y la raza del
donante, todo lo cual puede afectar la calidad
de los ovocitos (Bols et al., 2004). Sin em-
bargo, el intervalo mas apropiado entre la
administracion de gonadotropina y la OPU
no es bien conocido. Es asi que, el proposito
de este estudio fue evaluar los efectos del
tratamiento con gonadotropina y el intervalo
entre la estimulacion ovarica con FSH/LH y
OPU sobre la cantidad, la calidad y la com-
petencia de ovocitos recuperados de las no-
villas criollas, en un sistema de alimentacion
basado en pasturas.

MATERIALES Y METODOS

Lugar del Estudio y Animales

El estudio se llevd a cabo en el Labora-
torio de Biotecnologia de Reproduccion Ani-
mal en la granja experimental Irquis de la
Universidad de Cuenca, provincia del Azuay,
Ecuador, a una altitud de 2671 msnm. Como
donantes de ovocitos se utilizaron cuatro no-
villas criollas, sin problemas de salud, sin al-
teraciones reproductivas, con edad de 19.4 +
0.8 meses, condicion corporal entre 3 y 3.5
enlaescalade 1 a5 (Edmonson et al., 1989).
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Los animales eran alimentados en pastizales
de kikuyo (Pennisetum clandestinum), ray
grass (Lolium perenne), trébol rojo
(Trifolium pretense) y trébol blanco
(Trifolium repens).

Diseiio Experimental y Tratamientos

Las novillas recibieron 0.011 mg, via IM,
de GnRH (Conceptal®, Intervet, Paises Ba-
jos) el dia 0 para generar el reinicio de la onda
folicular y se distribuyeron en cuatro trata-
mientos 48h después, donde recibieron en T1
y T2 =500 UI, via IM, de FSH/LH (Pluset®,
Laboratorios Calier, Espafia), T3 y T4 = (con-
troles) un volumen equivalente de solucion
salina estéril. La recoleccion de ovocitos por
OPU se realizé en T1 (FSH/LH 40h) y en
T3 (Control 40h) a las 40h, y en T2 (FSH/LH
48h) y T4 (Control 48h) a las 48h después de
la inyeccion de FSH/LH o de la solucion sa-
lina. Las sesiones de OPU se llevaron a cabo
a las 09:00, una vez a la semana, de acuerdo
con el horario y la secuencia indicada en el
Cuadro 1, siempre por el mismo técnico. Cada
vaquilla fue utilizada en los cuatro tratamien-
tos en forma alternada.

Ecografia y Aspiracion Folicular
Transvaginal

Una semana antes de comenzar el es-
tudio, se realizé un examen de ultrasonido
transrectal para monitorear la ciclicidad
ovarica mediante la presencia de un cuerpo
lateo. Para la aspiracion folicular, se inyecto
a las novillas xilazina al 2% (0.05 mg/kg, IM;
Dormi-Xyl®2, Agrovet Market Animal
Health, Peru), luego se vacio el contenido
rectal, se limpid la vulva y el area perineal y
se aplico lidocaina al 2% (Roxicaina® 2%,
Ropsohn Therapeutics, Colombia) por via
epidural en una dosis de 0.3 mg/kg.

Los ovarios se visualizaron y todos los
foliculos >5 y <8 mm se aspiraron utilizando
un escaner de ultrasonido portatil (Prosound
2, Aloka, Japdn), equipado con un transductor
sectorial de 5.0 MHz ensamblado en un so-



L. Ayala et al.

Cuadro 1. Secuencia de tratamientos de estimulacion ovarica aplicados a las vaquillas criollas para
colectar ovocitos mediante aspiracion transvaginal guiada por ultrasonido

T ) Semana

ratamientos 1 > 3 1 5 5
FSH/LH (40h) Vaq 1 Vaq 2 Vaq 3 Vaq 4 Vaq 1 -
FSH/LH (48h) Vaq 2 Vaq 1 Vaq 4 Vaq 3 Vaq 2 -
Control (40h) Vaq 3 Vaq 4 Vaq 2 Vaq 1 Vaq3 Vaq 4
Control (48h) Vaq 4 Vaq3 Vaq 1 Vaq 2 Vaq 4 Vaq3

porte de sonda, utilizado por via transvaginal.
Este ultimo contenia la guia de puncién con-
formada por una aguja hipodérmica desecha-
ble (1.2 x 75 mm) conectada en un extremo
a un tubo conico de 50 ml, a través de un
sistema de teflon y el otro a una bomba de
aspiracion al vacio (WTA BV 003D, Brasil)
con una presion regulada a 70 mmHg. Se uso
solucion salina tamponada con fosfato (PBS)
suplementada con antibidtico y heparina como
medio de recoleccion de COCs, que se man-
tuvo a 37 °C mientras se realizaba la OPU.
Inmediatamente después de la sesion, el con-
tenido del tubo se pasé por un filtro EmCon
(Zona™, Agtech, USA), y se transfirid a una
placa Petri cuadriculada de 95 mm. Bajo un
estereoscopio (SMZ 745, Nikon, Japon), los
COCs fueron identificados y clasificados
morfologicamente segln los criterios indica-
dos por De Loos et al. (1989).

La calidad de los ovocitos fue determi-
nada de la siguiente manera: Calidad A; apa-
riencia compacta, con multiples capas (>4)
de células de camulus, citoplasma granular
uniforme y transparente; Calidad B: 1 a 3
capas de células de cimulus que cubrian la
zona pelucida, con citoplasma opaco que era
total o parcialmente homogéneo y finamente
granulado; Calidad C: parcial o totalmente
desnudados, citoplasma con areas oscuras
irregulares; Calidad D: células del cumulus
completamente expandidas y decoloradas.

Competencia de los COCs

Para evaluar la actividad de la glucosa-
6-fosfato deshidrogenasa se utilizé la tincién
del azul brillante de cresilo BCB (B-5388,
Sigma-Aldrich Chemie, Alemania). Los
ovocitos, previamente clasificados como A,
B, C 0 D, se incubaron a 38.5 °C durante 90
min con 26 im de BCB diluido en fluido de
oviducto sintético (H-SOF) en una atmosfe-
ra con 90% de humedad, como lo describe
Rodriguez et al. (2002). Luego, los ovocitos
se lavaron tres veces con H-SOF y se eva-
luaron con un estereoscopio para determinar
si habian terminado (citoplasma tefiido:
BCB+) 0 no (citoplasma no tefiido: BCB-) la
fase de crecimiento.

Analisis Estadistico

Se trabajo con cuatro tratamientos y seis
repeticiones; sin embargo, la sexta repeticion
de FSH/LH 40h y FSH/LH 48h fue elimina-
da por problemas suscitados en el protocolo.
El tratamiento, el factor animal y la repeti-
cion fueron considerados como variables in-
dependientes; mientras que el numero de
foliculos detectados en los ovarios, el nime-
ro de COCs recuperados, el nimero de COCs
declase A, B, C 0 D y el nimero de ovocitos
de clase A, B, C o D que reaccionaron posi-
tivamente a la tincion con BCB fueron consi-
derados como variables dependientes.
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Cuadro 2. Numero de foliculos detectados por ecografia, COCs recuperados mediante ovum pick-
up (OPU) y porcentaje de recuperacion en respuesta a dos protocolos de estimulacion
ovarica en vaquillas criollas (media por sesion * error estandar)

. Foliculos visualizados COCs recuperados
Tratamientos ; ;
n Media + E.E. n Media + E.E. %
FSH/LH (40h) 51 10.2 +£0.98 @ 41 8.2+0.89°? 80.4?
FSH/LH (48h) 61 12.2+0.98 ¢ 49 9.84+0.89? 80.3?
Control (40h) 36 6.0 +0,89 ® 21 3.5+0.81° 58.3°
Control (48h) 36 6.0 £0,89 ® 24 4.0+0.81° 66.7°

2b Valores con letras diferentes en la misma columna indican diferencia significativa (p<0.05)

Cuadro 3. Numero de COCs recuperados de acuerdo con el tratamiento de estimulacion ovarica y
la calidad ovocitaria (media + error estandar)

Calidad de los ovocitos

Tratamientos A B A'B C D D
FSH/LH (40h) 1.4+0.45°> 3.2+0.81* 4.6+093* 22+0.64 1.4+0.44® 3.6+0.83
FSH/LH (48h) 3.4+0.45* 3.0+0.81* 6.4+0.93* 1.6+0.64 1.8+0.44* 3.4+0.83
Control (40h) 0.4 +£0.45¢ 0.8+0.81> 1.2+0.85° 1.8+0.64 0.5+0.40° 2.3+0.76
Control (48h)  0.2+0.45° 0.4 +0.81° 0.6+0.85° 2.0+0.64 0.5+0.40" 2.5+0.76

b Valores con letras diferentes en la misma columna indican diferencia significativa (p<0.05)

Calidad A: apariencia compacta, con multiples capas (>4) de células de cumulus, citoplasma granular
uniforme y transparente; Calidad B: 1 a 3 capas de células de cimulus que cubrian la zona pelucida, con
citoplasma opaco que era total o parcialmente homogéneo y finamente granulado; Calidad C: parcial o
totalmente desnudados, citoplasma con areas oscuras irregulares; Calidad D: células del cumulus

completamente expandidas y decoloradas

Los datos se examinaron mediante ana-
lisis de varianza utilizando el procedimiento
del Modelo lineal general (GLM) de SAS para
los efectos principales del tratamiento, el tiem-
po de recoleccion y la interaccion. Las dife-
rencias entre las medias se compararon me-
diante la prueba de Tukey-Kramer. Los va-
lores de probabilidad de 0.05 o menos se con-
sideraron significativos.
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RESULTADOS

Foliculos Detectados y COCs Recupe-
rados

El Cuadro 2 muestra la relacion entre el
numero de foliculos detectados por ultrasoni-
do y el niimero de ovocitos recuperados por
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OPU. Como se esperaba, en los protocolos
con FSH/LH se obtuvo un mayor nimero de
ovocitos en comparacion con aquellos en los
que se utilizoé solucion salina como control.
Por otro lado, en el Cuadro 3 se observa que
la comparacion de ovocitos recuperados por
tratamiento e intervalo mostr6 un efecto prin-
cipal del tratamiento (p<<0.05). Se obtuvieron
4.7 y 5.8 ovocitos mas en FSH/LH 40h y
FSH/LH 48h que en los grupos de control
respectivos. Del mismo modo, las tasas de
recuperacion de ovocitos para FSH/LH 40h
y FSH/LH 48h fueron 22.1 y 13.6 puntos por-
centuales mayores que su control respectivo
(p<0.05). El intervalo y la interaccion de in-
tervalo del tratamiento no difirieron.

Los resultados obtenidos muestran que,
independientemente del tratamiento, la
estimulacion ovarica con FSH/LH permitio
recuperar 2.4 veces mas COCs que los tra-
tamientos que no recibieron estimulacion hor-
monal (p<0.05).

Calidad de los Ovocitos

Se tuvo un efecto principal del trata-
miento (p<0.01) e interaccion (p<0.05; Cua-
dro 3) para los COCs de calidad A. Se obtu-
vieron mas COCs de mejor calidad cuando
se realizo la OPU a las 48 h (3.4 + 0.45) que
a las 40 h (1.4 = 0.45) después de la inyec-
cién de FSH/LH; es decir, en la FSH/LH 48
h se obtuvieron 2.4 veces mas ovocitos de
clase A que en FSH/LH 40h y casi 7 veces
mas que las obtenidas por el control 48h.

En el caso de los COCs de calidad B, la
estimulacion con gonadotropina permitio ob-
tener alrededor de cinco ovocitos mas que
en los grupos control (p<0.05); asi mismo, no
hubo efecto principal de intervalo o interaccion
(Cuadro 3). Los COCs de calidad C no difi-
rieron significativamente con el tratamiento
o el intervalo de recoleccion, mientras que
los ovocitos de calidad D, solo los COCs re-
cuperados del grupo FSH/LH 48 h fueron
estadisticamente diferentes a los grupos tes-
tigo (p<0.05).

Solo los COCs agrupados como A + B
variaron con el tratamiento (p<0.05), siendo
mas numerosos cuando las novillas fueron
tratadas con FSH/LH que cuando no reci-
bieron la estimulacion con gonadotropina. Con
FSH/LH 40h y FSH/LH 48h, se recuperaron
4 0 10 COCs mas (p<0.05) que en los con-
troles 40h o 48h, respectivamente (Cuadro
3). Por otro lado, no hubo diferencias signifi-
cativas entre tratamientos con los COCs agru-
pados como C + D.

Respuesta de Ovocitos a la Prueba de
BCB

Como se indico anteriormente, el trata-
miento FSH/LH 48h (3.4 +0.45) no solo pro-
porcion6 en promedio 2 COCs de tipo A+
(p<0.05) que el tratamiento FSH/LLH 40h (1.4
+0.05) (Cuadro 3), sino que, ademas, el 100%
de estos ovocitos (tipo A) reaccionaron posi-
tivamente a la prueba del BCB; es decir, se
encontraban preparados funcionalmente para
continuar con el proceso de maduracion (Cua-
dro 4). Sin embargo, es importante resaltar
que si bien todos los ovocitos clasificados
como de tipo A en los cuatro tratamientos
fueron BCB+, la ejecucion de la sesion de
OPU a las 48h permiti6 obtener mayor canti-
dad de ovocitos de excelente calidad
morfologica y que han terminado su creci-
miento.

Se encontré un efecto del tratamiento
con relacion a los COCs de calidad B
(p<0.01), asi como una interaccion tratamien-
to-intervalo (p<<0.05). Més ovocitos en el gru-
po FSH/LH 48h fueron BCB+ en compara-
cion con los otros tres grupos experimenta-
les, los cuales fueron similares entre si. Los
COCs BCB+ de calidad C y D fueron simi-
lares entre si.

La prueba de BCB determind que de
los COCs (A + B), el 25.5% (2.4/9.4) se ob-
tuvo de FSH/LH 40h, el 61.7% (5.8/9.4) de
FSH/LH 48h, el 8.5% (0.8/9.4) del Control
40hy 4.3% (0.4/9.4) del control 48h (Cuadro
4). Ademas, el nimero de COCs (A + B)
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Cuadro 4. Numero de ovocitos que reaccionaron positivamente al Azul Brillante de Cresilo (BCB)
de acuerdo con el tratamiento y la calidad ovocitaria (media + error estandar)

Calidad de los ovocitos

Tratamientos

A B A+B C D C+D
FSH/LH (40h) 1.4+0.45> 1.0+049° 2.4+0.74° 12+0.55 08+040 2.0+0.83
FSH/LH (48h) 3.4 +0.45* 2.4+049* 5.8+0.74* 1.4=+0.55 1.0+040 2.4+0.83
Control (40h) 0.4 £0.45° 0.4+0.49° 0.8+0.68° 1.2+0.55 0.4+0.40 1.8 £0.75
Control (48h) 0.2 +0.45° 02+0.49° 0.4+0.68° 0.8+0.55 0.2+0.40 1.0 £0.75

2b Valores con letras diferentes en la misma columna indican diferencia significativa (p<0.05)

Calidad A: apariencia compacta, con multiples capas (>4) de células de cumulus, citoplasma granular
uniforme y transparente; Calidad B: 1 a 3 capas de células de cumulus que cubrian la zona pellcida, con
citoplasma opaco que era total o parcialmente homogéneo y finamente granulado; Calidad C: parcial o
totalmente desnudados, citoplasma con dreas oscuras irregulares; Calidad D: células del cumulus

completamente expandidas y decoloradas

que fueron BCB+ fue aproximadamente 2.4
(5.8/2.4) veces mas numeroso en FSH/LH
48h que en FSH/LH 40h, y proporciond en-
tre 7 o0 14 veces mas COCs BCB+ que cual-
quier tratamiento control (40h y 48h). Por otro
lado, ni el tratamiento ni el intervalo tuvieron
efecto sobre los COCs (C + D) (Cuadro 4).

DiscusioN

Foliculos Detectados y COCs Recupe-
rados

Las tasas de recuperacion de COCs
(Cuadro 1) en los protocolos que incluian
FSH/LH fueron similares a las obtenidas por
Chasombat et al. (2013) en novillas criollas
tailandesas y por De Roover et al. (2008) en
vacas Belgian Blue. Por otra parte, Chaubal
et al. (2006) utilizando una dosis de 200 mg
de FSH recuper6 una proporcion menor de
COCs (66.3%) que la obtenida en este estu-
dio. De manera similar, la aplicacion de 500
Ul de FSH/LH permiti6 recuperar porcenta-
jes de COCs que variaron entre 56.7% (Ruiz
etal., 2013)y 63.3% (Garcia et al., 2012).
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El alto porcentaje de recuperacion de
COCs en la presente investigacion, asi como
en otras, denota la eficiencia alcanzada con
la OPU para obtener ovocitos de animales
genéticamente valiosos. La diferencia entre
los resultados de este estudio y los indicados
anteriormente podria ser explicada por el pro-
tocolo de estimulacion usado, la raza, expe-
riencia del operador y el sistema de manejo
de los animales utilizados (Pieterse et al.,
1988; De Roover et al., 2005; Torres-Junior
et al., 2008).

De Roover et al. (2005) sefialaron que
un animal estimulado hormonalmente antes
de la OPU aumenta significativamente la pro-
duccion de foliculos aspirados y COCs recu-
perados con respecto a aquellos animales que
no recibieron dicha estimulacion, tal como lo
demuestran los resultados de este estudio.
Diversos autores (Blondin et al., 1997,
Chaubal et al., 2006; De Roover et al., 2008;
Garcia et al., 2012; Chasombat et al., 2013;
Ruiz et al., 2013) han atribuido a la FSH el
incremento del niimero de foliculos antrales
y preovulatorios en los animales estimulados.
Esta hormona, ademds de intervenir en el
proceso de esteroideogénesis ovarica, creci-
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miento y maduracion folicular, ayuda a los
foliculos subordinados a escapar de la atresia
durante la etapa de desviacion folicular (Forde
etal.,2011).

En vacas sin estimulacion ovarica, De
Roover et al. (2008) encontraron valores si-
milares de foliculos aspirados y COCs recu-
perados (7.1 £ 3.9 y 4.1 £ 3.1 respectiva-
mente) a los del presente estudio. Sin embar-
go, en los tratamientos con estimulacion con
gonadotropina, el nimero de foliculos aspira-
dos (14.9+£9.9) y los COCs recuperados (11.8
+ 8.2) fue mayor que los encontrados en la
presente investigacion; diferencias posible-
mente atribuidas al uso de implantes de
progesterona (3 mg de Norgestomet) antes
de la administracion de gonadotropina (De
Roover et al., 2008). Es posible que el im-
plante podria mejor la estimulacion y
sincronizacion del desarrollo folicular (Bo et
al., 1995).

Chaubal et al. (2006), asi mismo, de-
tectaron mas foliculos (16.0 + 5.0) y recupe-
raron mas COCs (10.6 £4.5) luego del trata-
miento hormonal que en este estudio. Esta
discrepancia podria deberse que dichos au-
tores eliminaron el foliculo dominante antes
de la OPUy al uso de la via subcutanea para
la administracion de la FSH. Garcia y
Salaheddine (1998) demostraron que la abla-
cion del foliculo dominante suprime el efecto
de retroalimentacion negativa del 17p-
estradiol e inhibina producidos por los foliculos
en crecimiento sobre la FSH, y sincroniza la
emergencia de una nueva onda folicular.

Calidad de los Ovocitos

El nimero de ovocitos de calidad A ob-
tenidos (Cuadro 2) fueron similares a los des-
critos por Blondin et al. (2002), donde los
COCs obtenidos 48 h de aplicar la FSH
(Folltropin®) permitieron que los ovocitos com-
pletaran la maduracion citoplasmatica y al-
canzaran una mayor competencia para su
desarrollo posterior que los obtenidos a las
33 h de la aplicacion de la FSH. Las eviden-
cias indican que el tiempo entre la tltima apli-

cacion de FSH y la sesion de OPU tiene re-
lacion con el crecimiento de los foliculos me-
dianos a grandes, y disminucion de los pe-
quefios, permitiendo una mejor competencia
de los ovocitos obtenidos (Blondin y Sirard,
1995). Un periodo de 44 o0 66 h entre la ulti-
ma dosis de FSH y la recuperacion de
ovocitos mediante OPU en un protocolo
superovulatorio fue mejor que 20 0 96 h para
la produccién de embriones (Blondin et al.,
2012). Asimismo, un mayor tiempo del ovocito
en el ambiente folicular permite almacenar
mas ARNm y proteinas moleculares claves
para potenciar su capacidad de desarrollo, lo
cual no sucede con los ovocitos recuperados
prematuramente y que probablemente care-
cen de la maquinaria transcripcional necesa-
ria para su desarrollo (Adams et al., 1992;
Vassena et al., 2003).

Al agrupar los COCs aptos (A+B) re-
cuperados de vaquillas que recibieron
estimulacion hormonal (FSH/LH 40h; FSH/LH
48h), se pudo observar una cantidad propor-
cionalmente mayor de estos COCs frente a
los obtenidos de aquellas que sirvieron de
control (Cuadro 3). Esto concuerda con lo
indicado por Goodhand et a/. (2000) y Blon-
din et al. (2002), quienes describieron que la
utilizacion de FSH y LH no solo permiten el
reclutamiento y crecimiento de un mayor nu-
mero de foliculos (efecto de la FSH) sino que,
ademas, ejerce un efecto favorable sobre la
calidad de los COCs recuperados (efecto
LH).

Actividad Positiva al BCB

Los resultados indicaron que el 100%
de los ovocitos de calidad A en los cuatro
tratamientos reaccionaron positivamente al
BCB (Cuadro 4) y, por lo tanto, habian termi-
nado su crecimiento. Con relacion a este ha-
llazgo, Pujol et al. (2004) y Adams et al.
(1992) indicaron que los ovocitos de mayor
calidad morfologica tienen una mejor activi-
dad de crecimiento frente a los ovocitos de
menor calidad. Sin embargo, hay que consi-
derar que el tratamiento FSH-LH 48h pro-
porciond mayor cantidad de ovocitos de es-
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tas caracteristicas comparado con los otros
tres tratamientos.

La diferencia en la respuesta al BCB
entre los ovocitos de calidad B del tratamien-
to FSH/LH 48h (80%) y los de FSH/LH 40h
(31.25%) puede atribuirse al tiempo transcu-
rrido entre la administracion de la FSH/LH y
la realizacion del OPU, ya que ha sido de-
mostrado que un intervalo de tiempo adecua-
do entre ambos eventos permitié obtener un
grupo homogéneo de ovocitos con mayor
competencia para avanzar a estadios poste-
riores de desarrollo (Blondin et al., 1997).

CONCLUSIONES

e La estimulacion ovarica con FSH/LH
antes de la sesion OPU proporcion6 2.4
veces mas COCs que aquellos sin admi-
nistracion de gonadotropina.

e La realizacion de la sesion de la OPU
48 horas después de la aplicacion de una
dosis de FSH/LH en comparaciéon con
la aplicacion a las 40 horas permitio ob-
tener mas COCs de calidad A.

e Todos los COCs recuperados 48 horas
después de que la inyeccion de FSH/LH
habian terminado su crecimiento (BCB+)
y estuvieron en condiciones de iniciar la
fase de maduracion in vitro (IVM).
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