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Superovulatory response and embryonic quality of Brahman suckling cows
synchronized with low doses of FSH under conditions in southern Mexico
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ABSTRACT

Objective: Assess the superovulatory response and embryonic quality of a group of suckling Brahman cows undergoing
a low dose FSH protocol.

Methodology: In the study 33 multiparous suckling Brahman cows were superovulated. For this, the females were
synchronized with CIDR (insertion day 0) and decreasing doses of FSH (day 5: 250 mg FSH, day 6: 200 mg FSH, day 7:
150 mg), on day 9 and 10 artificial insemination was performed (IA); finally on day 17 the washing was done to collect the
embryos. The embryos were collected with a Foley catheter and the contents were deposited in a 100100 mm square
Petri dish with a squared bottom for the subsequent search for embryos in the microscope provided with an increase of
20 to 30 X. The embryos were classified according to their morphology and stage of development on a scale from 1 (stage
of a cell) to 9 (stage of hatched blast) and quality as 1 (excellent), 2 (good), 3 (regular) and 4 (degenerate).

Results: Of the 100% of the cows treated 363 embryos were obtained: 41.87% were viable; 65% were classified as hatched
blastocyst of quality 8 and 34.8% of quality 7. Of the embryos classified as hatched blastocyst, 60.6% were of excellent
quality, 28.28% of good quality and 11.11% of regular quality. The average of viable embryos per cow was 2.9% and 1.9%
transferable.

Implications: It's difficult to superovulate lactating cows, due to the control of calves during the experimental process, this
type of treatment also is not recommended due to the metabolic and reproductive expenditure to which these females
are subjected.

Conclusions: Suckling Brahman cows have a low superovulatory response when they are synchronized with a low dose

FSH protocol.
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RESUMEN

Objetivo: evaluar la respuesta superovulatoria y calidad embrionaria de
un grupo de vacas Brahman lactando sometidas a un protocolo de
dosis bajas de FSH.

Metodologia: en el estudio fueron superovuladas 33 vacas de raza
Brahman multiparas lactando. Las hembras fueron sincronizadas
con CIDR (insercion dia 0) y dosis decrecientes de FSH (dia 5: 250
mg FSH, dia 6: 200 mg FSH, dia 7: 150 mqg), el dia 9 y 10 se practico
la inseminacion artificial (IA); finalmente el dia 17 se realizo el lavado
para la recoleccion de embriones. Los embriones fueron colectados
con una sonda Foley, y el contenido fue depositado en una caja de
Petri cuadrada de 100 x 100 mm con fondo cuadriculado para la
posterior busqueda de embriones en el microscopio provisto de un
aumento de 20 a 30 X. Los embriones fueron clasificados de acuerdo
a su morfologia y estadio de desarrollo en una escala del 1 (estadio de
una célula) al 9 (estadio de blastocito eclosionado) y calidad como 1
(excelente), 2 (bueno), 3 (regular) y 4 (degenerado).

Resultados: Del100% de las vacas tratadas se obtuvieron 363 embriones:
41.8% fueron viables; 65% se clasificaron como blastocisto eclosionado
de calidad 8 y 34.8% de calidad 7. De los embriones clasificados como
blastocisto eclosionado, 60.6% fueron de calidad excelente, 28.28% de
calidad buena y 11.11% de calidad regular. El promedio de embriones
viables por vaca fue de 2.9% y 1.9% transferibles.

Implicaciones: Es dificil superovular vacas lactando, por el control de
los becerros durante el proceso experimental, y no es recomendable
este tipo de tratamiento por el gasto metabolico y reproductivo a las
que son sometidas las hembras.

Conclusiones: Las vacas de raza Brahman lactando tienen una
respuesta superovulatoria baja cuando son sincronizadas con un

protocolo de dosis bajas de FSH.

Palabras clave: sincronizacion, hormonas, ovocitos, vacas lactando.
INTRODUCCION
en el mundo, se transfieren mas de

SVE y
E ﬂ M ex | C O 500,000 embriones en el ganado bovino al

ano. El comité de recuperacion de datos de la Sociedad Internacional de
Transferencia de Embriones reportd en el aflo de 2013 un incremento en la
recoleccion de embriones en Africa (11.2%), América del Norte (10.3%), Asia
(4.7%), y una disminucion en Ameérica del Sur (14.2%) y Oceania (6.5%); Europa
se mantuvo estable (caida del 04%; Perry, 2016). Las mejoras conseguidas
en el area de reproduccion bovina, especificamente en la superovulacion
de vacas, han facilitado la conveniencia de los protocolos hormonales, pero
no para incrementar el numero de embriones transferibles. Dichas mejoras
consisten en la sincronizacion de ondas foliculares e inseminacion artificial a
tiempo fijo; sin embargo, una de las limitantes es lo impredecible de las ondas
foliculares, debido a la variabilidad entre individuos a la respuesta ovarica y es-
timulacion de las gonadotropinas (Mikkola y Taponen, 2017; Pérez-Sandoval
etal., 2019). Los porcentajes de produccion de embriones han permanecido
estaticos a través del tiempo (6.2 embriones viables colectados por donan-
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te) (Blondin, 2015). La variabilidad en
la respuesta a los tratamientos de
superovulacion por las donadoras
de embriones, continua siendo el
mayor problema en los programas
comerciales de transferencia de
embriones (Bo et al., 2009). El éxito
de los programas de superovulacion
y recoleccion de embriones en va-
cas donadoras depende de algunos
factores; entre los que destacan: las
condiciones ambientales, el manejo
reproductivo y hormonal practicado
a las hembras donadoras (gonado-
tropinas y gonadotropina corionica
equina (eCGQG), hormona foliculo es-
timulante (FSH), dinamica folicular
de cada donante, tales como el ta-
mano de la poblacion folicular o el
numero de ondas foliculares (Bo vy
Maplatoft, 2014; Mikkola y Taponen,
2017: Bo et al,, 2018).

Al respecto Hafez et al. (1963) men-
cionan que el uso de eCG en los
protocolos de superovulacion en
ganado bovino se convirtio en el
protocolo de superovulacion estan-
dar. Asi, la aplicacion de entre 2000
y 3000 Ul de eCG el dia 16 del ciclo
estral, sequido de 10 mg de estradiol
17-B (entre los dias 19 y 20) y 2000
Ul de hCG en el dia 21 del ciclo, pro-
movio buenos resultados. Posterior-
mente Gordon (1975) lo confirmo.
Sin embargo, los protocolos a base
de eCG traen algunos problemas;
como estimulacion ovarica prolon-
gada, foliculos no ovulados y mala
calidad embrionaria debido a que la
vida media de la hormona es de 40
h y su duracion en sangre es hasta
de 10 d. Esto ha llevado al uso de
otras hormonas para superovular a
las hembras bovinas; tal es el caso
de la FSH considerado actualmente
como el protocolo estandar para la
superovulacion en vacas; dado que
dosis reducidas de FSH hasta por 7
d proporciona resultados favorables



en los protocolos de superovulacion en vacas (Bo y Ma-
platoft, 2014; Pérez-Sandoval et al., 2019). En hembras
bovinas la administracion intramuscular (i.m.) de pFSH al
2.0% de hialuronano indujo una respuesta superovula-
toria similar a la administrada de manera i.m. pero dos
veces al dia durante 4 d (Bo et al,, 2018). En un estudio
donde superovularon vacas multiparas con una dosis de
500 Ul registraron en promedio 11.9 embriones transfe-
ribles por hembra (Mikkola, 2017). Hussein et al. (2017)
y Pérez-Sandoval et al. (2019) sincronizaron vacas con
dosis bajas (25 y 30 mg) de FSH y encontraron que las
hembras que recibieron la dosis de 25 mg produjeron
mayor cantidad de embriones transferibles que aguellas
que recibieron la dosis de 30 mg. No es comun el uso
de vacas amamantando como donadoras para obtener
embriones, debido a que éstas tienen bloqueado el gje
hipotalamo-hipofisiario por los opiaceos que liberan
durante el amamantamiento. Sin embargo, seria inte-
resante utilizar vacas en dicho estado fisiologico para
aprovechar el alto valor genético y que estas sean mas
eficientes en los sistemas de produccion de ganado de
registro. Por lo antes mencionado, se evaluo la respues-
ta superovulatoria y calidad embrionaria en un grupo de
vacas de raza Brahman sometidas a un protocolo de su-
perovulacion a base de dosis bajas de FSH.

MATERIALES Y METODOS

El presente estudio se realizd en el rancho de gana-
do comercial Brahman de registro “El Aguacatillo’, en
Ometepec, Guerrero, México. La region se localiza en
el tropico a 16° 43 26" Ny 99° Q7' 24" O, presenta tem-
peraturas maximas (37 °C) durante los meses de mayo-
agosto (verano) y minimas (19 °C) durante los meses de
diciembre-marzo (invierno), la precipitacion promedio
anual es de 1,100 mm (Garcia, 1983). Los procedimien-
tos experimentales se realizaron de acuerdo a la Norma
Oficial Mexicana; NOM-062-ZO0O-1999, con especifica-
ciones técnicas para la produccion, uso y cuidado de los
animales de laboratorio (SAGARPA, 2001).

Ponce-Covarrubias et al. (2019)

Animales experimentales y descripcion del hato

Para el estudio se superovularon 33 vacas donadoras de
raza Brahman multiparas, con becerro al pie de seis me-
ses de edad y con peso promedio (510+50 kg), edad
(7x2 afios), condicion corporal (3.5%1; escala de 1 a 5)
(Pereira et al., 2018) y ausencia de alteraciones visibles
en el tracto reproductivo. El hato contd con 180 vacas
adultas de registro que se utilizan principalmente como
vientres para producir becerros gque posteriormente ser-
viran para sementales de reqistro para venta local, nacio-
nal e internacional. Durante el periodo de empadre, las
hembras fueron sometidas a tratamientos hormonales
para sincronizar el celo y posteriormente ser insemina-
das a tiempo fijo. Desde hace seis aflos comenzaron a
producir embriones en vacas donadoras con excelen-
tes caracteristicas genéticas, esto con el fin de realizar
transferencias de embriones en las vacas receptoras del
hato. Todos los animales del rancho llevan un control
reproductivo y sanitario para asegurar que no haya pro-
blemas en el funcionamiento normal del hato. A todos
los animales se les suplementd con sales minerales (Fos-
forisal BE®-Purina), fueron desparasitadas dos veces al
afilo con Dectomax (Laboratorio Zoetis AR). Asimismo,
todos los animales se vacunaron contra rabia paralitica
(Bayovac Derriengue; Laboratorio Bayer HealthCare) y
carbon sintomatico (Laboratorio Bayer HealthCare). Adi-
cionalmente a las hembras donadoras y receptoras se
les aplica BOVI-SHIELD® GOLD FP 5 (Laboratorio Zoe-
tis AR). Todas las vacas donadoras fueron sincronizadas
para hacer coincidir la aparicion de una nueva oleada
folicular con el inicio del protocolo de superovulacion.
Posteriormente a las mismas hembras se les aplicod un
protocolo de superovulacion para la recoleccion de em-
briones (Figura 1).

Recoleccién de embriones

Se insertd una sonda Foley de dos vias por via vaginal,
fijandola en el cuerpo del utero para realizar las infusio-
nesy colecciones uterinas. Se utilizaron 1.5 L de solucion
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Dias de muestreo: A — Sincronizacion de la oleada folicular y B — Protocolo de superovulacion

Figura 1. Definiciones de siglas de las hormonas: CIDR-liberacion controlada de progesterona (1.9 g de progesterona;
Zoetis®), benzoato de estradiol (BE; Syntex® S.A), Lutalyse (Zoetis®), hormona foliculo estimulante (FSH; Folltropin-V®
- Syntex® S.A), via de administracién: (CIDR) intravaginal e (BE, Lutalyse, FSH) intramuscular. En la parte A se observé el
estro (6:00 a 6:30 h) y (18:00 a 10:30 h)* con un toro vasectomizado. En la parte B se aplico la primera (250 mg), segun-
da (200 mq) y tercera (150 mg) dosis de FSH (7:00 y 19:00 h)** y ***: 3 la misma hora se aplico la inseminacion artificial.

amortiguadora fosfatada, suplemen-
tada con glucosa, piruvato, antibio-
ticos y 0.3% de alcohol polivinilico
(PBSm). Se vacio el contenido del
filtro en una caja de Petri cuadrada
de 100 x 100 mm con fondo cua-
driculado para la posterior busque-
da de embriones en el microscopio
provisto de un aumento de 20 a 30
X. En una caja de Petri de 35 mm
con solucion de mantenimiento
(PBSm con albumina sérica bovina)
se colocaron los embriones que
fueron encontrados. Estos se clasi-
ficaron de acuerdo a su morfologia
y estadio de desarrollo en una esca-
la del 1 (estadio de una célula) al 9
(estadio de blastocito eclosionado)
y segun su calidad como 1 (excelen-
te), 2 (bueno), 3 (regu-
lar) y 4 (degenerado).
Durante el periodo
experimental las va-
cas se encontraban
en pastoreo en potre-
ros de pasto Tanzania
(Panicum maximun) y
pasto Estrella (Cyno-
don nlemfuensis); de
17:00 h a 5:00 h se
mantenian en corra-
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les abiertos donde se les proporcio-
naba una suplementacion de ensila-
je de maiz (0.5 kg por vaca), bloques
de sales minerales y agua a libre
acceso. Los datos fueron someti-
dos a estadistica basica usando pro-
cedimientos (MEANS UNIVARIATE,
FREQ) de SAS 2004, asi se calculd la
cantidad de embriones producidos
por vaca superovulada, ademas, se
obtuvieron medias generales por
cada hembra sometida al tratamien-
to hormonal. Los resultados se pre-
sentan en proporciones.

RESULTADOS Y DISCUSION

De las 33 vacas Brahman donado-
ras que fueron superovuladas se
obtuvieron en total 363 embriones

(100%), de los cuales solo el 41.8%
de estos fueron viables; de los em-
briones viables, 65% se clasificaron
como blastocisto eclosionado de
calidad 8 y el 34.8% como blasto-
cisto de calidad 7. De los embrio-
nes clasificados como blastocisto
eclosionado, 60.6% fueron de ca-
lidad excelente, 28.28% de calidad
buena y 11.11% de calidad regular.
El promedio de embriones viables
por vaca fue de 2.9% y embriones
transferibles por vaca sometida al
tratamiento hormonal fueron 1.9%
(Figura 2). Los resultados muestran
que las vacas de raza Brahman ama-
mantando tienen una respuesta su-
perovulatoria aceptable cuando son
sincronizadas con dosis bajas de
FSH. Sin embargo, el
porcentaje de embrio-
nes viables vy trasferi-
bles por vaca es bajo.
Algunos estudios reali-
zados en vacas mues-
tran una respuesta su-
perovulatoria diferen-
te a los encontrados
en el presente estudio
(Sophon et al., 2003;
Leingcharoen et al,



2010; Bo y Maplatoft, 2014; B6 et al.,
2018; Pérez-Sandoval et al., 2019).

En efecto, Sophon et al. (2003) su- F el )
perovularon vacas de la raza Brah- %
man con 200 mg de FSH y encon- -§ 300 -
traron resultados superiores a los del s
presente estudio (promedio de 104 ]

. S 200}
embriones por vaca de los cuales =
unicamente 4.3 embriones fueron g
transferibles). De la misma manera, g 100
Leingcharoen et al. (2010) y Pérez- i
Sandoval et al. (2019) superovularon 2

0

vacas con una dosis mayor (400 mq)
de FSH y obtuvieron una respuesta
superovulatoria tambien diferente
(10.5 embriones transferibles) a la
obtenida en el presente estudio y
al estudio de Sophon. Esto se debe
muy probablemente a que las vacas tratadas con dosis
bajas de FSH (200 - 250 mg), muestran una pobre res-
puesta superovulatoria; una explicacion a esto es que las
hembras bovinas se encontraban amamantado y aun-
gue se les haya retirado el becerro los opiaceos produ-
cidos por el efecto del amamantamiento no permitieron
que ocurriera una buena respuesta ovulatoria.

La calidad de los embriones en vacas superovuladas €s
importante ya que estos embriones son potenciales a ser
transferidos. En efecto, en el presente estudio el 60.6%
de los embriones recuperados fue de calidad excelente.
Acorde con estos resultados Ling et al. (1995) mencio-
nan que la edad del embrion después de la inseminacion
artificial es de entre 6 a 7 d (morula o blastocisto tempra-
no), momento apropiado para ser transferidos a vacas
receptoras. Estos resultados son interesantes, ya que las
vacas Brahman amamantando sincronizadas con dosis
bajas de FSH tienen una respuesta ovulatoria y calidad
embrionaria general aceptable para las condiciones en
que se realizo el presente estudio.

Si bien, en el presente estudio el nuUmero de embriones
viables (2.9%) vy transferibles (1.9%) por vaca fue bajo; re-
sultado acorde a lo publicado en vacas de leche (11%
vs. 7%, Mikkola, 2017) es importante, ya que estas vacas
productoras de leche fueron usadas como donadoras
cuando estaban en lactancia. Las razones por las que
ocurrio esto en estas vacas productoras de leche vy las
vacas de raza Brahman usadas en el presente estudio se
debe a que de alguna manera ambas producian leche, y
es probable que los péptidos opioides enddgenos par-

VACAS DONADORAS SUPEROVULADAS

|
N
Embriones/vaca

.[_I.-u 0

Figura 2. £En el gje izquierdo se presenta el total de embriones producidos por las vacas do-
nadoras (M): embriones viables (M), blastocisto eclosionado calidad 8 (M) y blastocisto calidad
7 (m). De los blastocistos eclosionados: calidad excelente (W), calidad buena () y calidad
regular (). En el eje de la derecha se presentan los promedios de los embriones producidos
por vaca (M) y de los embriones transferibles (H).

ticipen como neurotransmisores intermediarios a nivel
central entre el estradiol y las neuronas productoras de
GNRH, inhibiendo su sintesis.

CONCLUSIONES
de raza Brahman lactando

LaS \/a CaS tienen una baja respuesta

superovulatoria cuando son sincronizadas con un pro-
tocolo a base de dosis bajas de FSH. En estas circuns-
tancias no se recomienda el uso hormonal cuando estas
hembras se encuentran lactando. Sin embargo, el uso de
vacas lactando como donadoras de embriones justifica
la inversion y la facilidad en el manejo ya que al ama-
mantar a su cria pueden ser usadas para obtener embrio-
nes trasferibles, asi como reducir el tiempo vy los gastos
de produccion.
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