Rev Col Cienc Pec Vol. 14: 2, 2001 129

La buserelina en programas de superovulacion para
transferencia de embriones

Dora C SuareZ MV; Maria T GaviriaZ MV, MS, Carlos J GoémezMV

L Ejercicio particular.
?Programa de Biogenesis, Grupo de Fisiologia y Biotecnologia, Universidad de Antioquia, AA 1226, Medellin,Colombia*
8Alta Ltda, AA 103128 Bogota

(Recibido: 6 marzo, 2001; aceptado: 24 mayo, 2001)

Resumen

El objetivo de éste trabajo fue comparar la respuesta superovulatoria y la cantidad y calidad de
embriones recuperados en vacas Holstein en la Sabana de Bogota, mediante la aplicacion de buserelina
en el dia 6 del ciclo estral, antes de iniciar el esquema de superovulacién . El trabajo se realizé en la
Sabana de Bogota, a 2640 msnm y una temperatura promedio de 12° C. Se emplearon veinte bovinos
hembra de la raza Holstein a los cuales se les aplic6 FSH (Vetrepharm Inc, Ontario,Canada) para
inducir superovulacion, enlos dias 11, 12 13y 14 del ciclo estral, con una dosis total de 20 cc,y PGF
(Pharmacia & Upjohn, Kalamazoo, MI, USA) con la ultima dosis de FSH, 3 cc im. A diez de ellas
(grupo tratamiento) se les aplicé Buserelina (Hoechst Roussel Vet, Miinchen, Alemania) en el dia 6
del ciclo estral, antes de iniciar el tratamiento superovulatorio. Las diez vacas restantes se considera-
ron como grupo control. Los resultados obtenidos muestran que hubo diferencia ssgnificativa entre
el grupo tratamiento y el grupo control respecto a la respuesta superovulatoria (p< 0,05) No se
encontr6 diferencia significativa en el nUmero de embriones recuperados en ambos grupos (p> 0,05).

Palabras clave:analogos de GnRH, foliculo dominante, superovulacién, vaca.

Introduccién Cada oocito es rodeado por células nodriza, en una
estructura denominada foliculo (26). La formacién de

La vaca es un animal poliéstrico (13) y monovulafoliculos primordiales comienza durante la vida pre-

(3). La longitud del ciclo estral varia entre 18 y 2satal (16).

dias ( 13) siendo el promedio 21 dias. En general la

duracién del estro es de 12 a 18 horas y la ovulacidti ingreso de los foliculos primordiales en el proceso

ocurre aproximadamente 30 horas después de inicide crecimiento y diferenciacién representa un com-

do el estro (13). promiso irreversible para cada foliculo, que lo condu-
ce ados posibilidades: desarrollo hasta llegar a la ovu-

El nimero de oocitos presentes al nacimiento es kelcion, o atresia. De acuerdo con el tamafo de los

disponible para el desarrollo durante la viddoliculos, se han establecido las siguientes categorias:

reproductiva. La multiplicacién oogonial en el fetoPequefios: 2 — 4 mm, Medianos: 5 -9 mm, Grandes:

comienza cerca del dia 50 de gestacion; el proceso @20 mm (23).

pérdida de oogonias comienza hacia el dia 55 de ges-

tacion (20). Hacia el dia 86 de la gestacion, los oocitos En la vaca y la oveja la foliculogenesis se puede

inician la primera division meiética y son retenidos emividir en dos componentes: foliculogenesis basal, la

un estado de profase meiotica (20). cual puede originarse, por lo menos parcialmente, en
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ausencia de gonadotropinas, Y foliculogenesis tonica, El objetivo de los tratamientos superovulatorios
la cual requiere de gonadotropinas y comienza cuaen la hembra bovina es obtener el maximo nume-
do los foliculos miden cerca de 4 mm en la vaca (9Jo de embriones fertilizados y transferibles con una
El desarrollo folicular en la vaca es una secuencilta posibilidad de producir una prefiez (17). Con
dindmica de eventos organizados, los cuales se pues tratamientos superovulatorios se estimula el cre-
den describir como una onda (5). Estas ondas occimiento y subsiguiente ovulacion de los foliculos
rren en la prepubertad, postparto y durante el ciclantrales y se previene la atresia folicular (2,20).
estral (20 y 25, citados por 19). La variacién en la respuesta a la superovulacion
esta relacionada con causas tales como la prepa-
El desarrollo de una onda folicular esta caracterracion gonadotropica, la cantidad de gonadotropina,
zado por el crecimiento sincronizado de un nimera duracién del tratamiento, el momento del trata-
de foliculos de 4-5 mm de didmetro, seguido por seniento respecto al ciclo estral, la dosis total de
leccién del foliculo dominante y regresion de loggonadotropinay el uso de hormonas adicionales en
foliculos subordinados (15, citado por 4). El monitore@l esquema superovulatorio (17, 20).
de estructuras ovaricas mediante ultrasonografia
transrectal ha demostrado que el desarrollo folicular Otros factores referentes al animal y al ambiente,
ocurre en dos o tres ondas durante el ciclo estriales como estado nutricional, historia reproductiva, con-
bovino. En cada onda un grupo de foliculos empiezgicion de los ovarios en el momento del tratamiento,
a desarrollarse y eventualmente un foliculo llega @dad, raza, etc, afectan la respuesta superovulatoria.
ser dominante, mientras que los demas sufren atresfadicionalmente la superovulacion repetida afecta la
En ausencia de regresion luteal, el foliculo dominantespuesta superovulatoria (17). Se ha reportado una
regresa, y una nueva onda folicular comienza. (170lisminuciéon en el nimero de ovulaciones cuando el
Esta secuencia ocurre aproximadamente cada digatamiento superovulatorio se inicia en presencia de
dias (20, citado por 19). Cuando la regresion luteain foliculo dominante (21).
ocurre, una oleada preovulatoria de gonadotropinas
causa la ovulacién del foliculo dominante (16). Se ha El estado de desarrollo de la onda folicular es res-
demostrado que el momento en que se seleccionapehsable en gran parte de la variabilidad en la res-
foliculo dominante coincide con una disminucién sigpuesta ovarica a los tratamientos superovulatorios y
nificativa en las concentraciones de FSH (1, citadel intervalo del tratamiento con PgGlespecto al
por 3y 4); y el desarrollo de la onda folicular esté&stro (16). Se sugiere que la superovulacién serd in-
precedido por un incremento en las concentracionesicida de manera eficaz cuando el tratamiento se
de FSH, uno o dos dias antes (1, citado por 4). inicia durante la primera o segunda onda folicular, y
que la respuesta superovulatoria es mejor cuando el
El foliculo dominante puede inhibir el desarrollotratamiento se inicia en el tiempo de desarrollo de la
folicular. Asi, no aparece una nueva onda de maduranda, antes de la seleccién del foliculo dominante (2).
cion folicular, cuando el foliculo dominante esté preEsto con el fin de evitar el efecto negativo del foliculo
sente en fase estatica temprana o en fase decrecidaminante sobre la respuesta superovulatoria. La FSH
te (15, citado por 16). El foliculo dominante causa laxdgena es utilizada en programas de superovulacion
regresion de los foliculos subordinados (2), ya queara transferencia de embriones en diferentes esque-
parece inhibirlos al no permitir un adecuado soportmas de aplicacion a partir del dia 8 del ciclo estral. La
gonadotrépico (9). Esta inhibicién puede ser pasiveespuesta es altamente variable (3).
mediante la supresién de las concentraciones
plasméticas de FSH, y/o activa, por medio de la re- La GnRH es un decapéptido con peso molecular
duccién de la sensibilidad a la FSH. El foliculo domide 1138 daltons; es sintetizada en el hipotalamo, y
nante incrementa su tamafo desde 6 hasta 20 mmrdedula la sintesis y secrecion de LH y FSH por las
didmetro (9,18). Para el comienzo del crecimiento seélulas secretoras de la adenohipéfisis. La GhRH
requiere un incremento de las concentraciones @xdgena puede ser utilizada para promover la activi-
FSH y pulsos de LH (28, citados por 31). Los niveledad ovérica y ovulacion en vacas postparto aciclicas
de FSH incrementan cuando el foliculo dominante pie(8). Se ha empleado también para mejorar la tasa de
de la dominancia, con lo cual comienza el desarrolltertilizacion (34); para recuperar la actividad ovarica
de una nueva onda (6 ). en vacas con sindrome de ovarios quisticos y en la
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induccion de la ovulacién en vacas de leche tratadas Superovulacién
en las dos semanas posteriores al parto (10). Al grupo C se le administr6 FSH (Vetrepharm,
Canada Inc, Ontario, Canadd) en dosis descendentes

Los analogos agonistas de la GnRH inducen ldesde el dia 11 a 14 del ciclo estral (estro = dia 0,

liberacion de LH y FSH de manera similar a comdecha que se tomé como “calor de referencia”), asi:

lo hace la GnRH natural (7). La actividad biologica

de los analogos de la GnRH es mayor que la de laDiall 4cci.m,b.i.d., equivalente 80 mg

hormona natural (27). Los agonistas GnRH parecen en cada aplicacion

ser capaces de regular la dinamica folicular al cau- Dia1?2 3ccim. b.id

sar un efecto luteinico (29). La buserelina es un S

analogo agonista potente de la GnRH. Se ha repor-

tado, al examen ultrasonografico, la desaparicién de Dia13 ~ 2ccim, b.id., equivalente a 40 mg

equivalente a 60 mg
en cada aplicacién

foliculos grandes por atresia y/o luteinizacién des- en cada aplicacion
pues de la administracion de buserelina (29, citados pijg 14 1 cci.m.. b.i.d. equivalente a 20 mg
por 30). La disminucién en el conjunto de grandes en cada aplicacion

foliculos después de la administracién de buserelina

fue asociada con un incremento transitorio en el nyr dinoprost trometamina (Pharmacia &Upjohn

mero de foliculos de 4a6mmyde 7 a9 mm (30)kalamazoo, M1, USA) el dia 14 , 3 cc (15 mg) i.m., al
Se reporta que la buserelina aplicada en el dia 12 4glsmo tiempo que la FSH.

ciclo estral ocasiona una alteraciéon en la distribu-

cion ,fqllcular, al "j'evar el numero de fOI'CL”OS, Al grupo T se le administré igual tratamiento, des-
ecogénicos {al examinarlos mediante uItrasonograf(EuéS de la aplicacion de 8 mg de buserelina (Hoechst
lo cual posiblemente representa algun grado dgoyssel Vet, Miinchen, Alemania), i.m. el dia 6 del ci-
luteinizacion o atresia. clo estral, antes de iniciar el tratamiento superovulatorio.

El objetivo de éste trabajo fue comparar la res-  |nseminacién artificial
puesta superovulatoria y la cantidad y calidad de | 55 hembras fueron inseminadas en tres oportu-

embriones recuperados en vacas Holstein en la Sabaqsdes cada 8 horas. a la presentacion del celo.
na de Bogot4, mediante la aplicacion de buserelina en

el dia 6 del ciclo estral, antes de iniciar el esquema de Recuperacién de embriones
superovulacion, en el momento en que existe un foli- - o| gia 7 después del calor de referencia las vacas

culo dominante. fueron examinadas mediante palpacion rectal por una
_ i misma persona, con el fin de determinar el nimero de
Materiales y metodos cuerpos ltteos en cada ovario. Posteriormente se rea-

_ _ ) liz6 la recuperacion de los embriones por el método
Se trabajaron veinte (20) bovinos hembra dganscervical no quirdrgico. Se efectud una anestesia
raza Holstein (vacas entre 3 y 7 afios de edad, noVipigural con 5 cc de lidocaina al 2 % (Synthesis, Bo-
llas de 2 afios de edad) pertenecientes a un progggia, Colombia ), se introdujo a través del cervix una
ma de superovulacion a nivel comercial. Estos ankgnda de Foley y se conect6 a un sistema de dos vias
males se localizaron en fincas en la Sabana de BQ-rayés del cual se introdujo un litro de medio de
gota (2640 msnm, 12°C de temperatura promediokyado (PBS, Minitube, Landshut, Alemania). Los em-
Presentaban ciclos estrales normales. Fueron alriones obtenidos en éste medio recuperado fueron
mentadas con forraje verde de alta calidad, (ryegraggajuados y calificados (10). Los embriones de grado
Lollium spp, Kikuyo Pennisetum clandestinum,) con+ y 2 fueron congelados en pajillas individuales en

centrado comercial y afrecho de cerveceria, y Mafiedio VIGRO (Minitube, Landshut, Alemania) con
tenidas en adecuadas condiciones sanitarias. El tréﬁlenglicol como crioprotector.

bajo fue llevado a cabo entre Agosto de 1996 y Abril

de 1997. Andlisis estadistico

i Los animales fueron asignados aleatoriamente a
Se conformo un grupo control (C, n=10) y un gruxa4a uno de los grupos (Ty C) en un disefio comple-
po tratamiento (T, n=10). tamente al azar, tomando como variables el nimero
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de cuerpos luteos y el numero de embriones aptos Discusion

para congelacién (Grados 1y 2). Los resultados fue-

ron analizados mediante Analisis de Varianza, con un La variabilidad en la respuesta superovulatoria dis-
nivel de significancia del 5 %. El modelo matematicaninuyd al aplicar el analogo de GnRH, mostrando di-

para éste disefio fue: ferencia significativa entre las vacas tratadas y las vacas
control. Con relacion al nimero de embriones transfe-
Y, =m+T +e, ribles, el resultado obtenido no fue significativamente

diferente entre el grupo control y el grupo tratamiento.

Donde:
La aplicacion de un analogo de GnRH causa
Y, =es la variable dependiente para el animal enteinizacion o atresia de los foliculos grandes existen-
el tratamiento i (nimero de cuerpos lateos, ndes en el ovario, y una nueva onda de foliculos es

mero de embriones) reclutada en pocos dias. Esto permite sincronizar estros
j:1,2,3,....... 10. con mayor precision ya que se suprime el efecto del
T.: tratamiento (1,2) foliculo dominante. La desaparicién de los foliculos gran-
m: media general del grupo des se evidencia ultrasonograficamente como la pre-
g error aleatorio sencia de un aspecto turbio en el interior de los foliculos,
y la posterior desaparicion de los mismos (32). La
Resultados deteccion de una nueva onda se ha hecho tres dias

después de la aplicacion de la GnRH. Esto permitiria,
= Cuerpos luteos: en el grupo control se obtuvo uen éste caso, que, al aplicar la GnRH, se suprima la
promedio de 8,5 +/- 3,05 cuerpos luteos (ESMctividad del foliculo dominante presente el dia 6 del
=0,38). En el grupo tratamiento el valor obtenidaiclo estral y tener una nueva onda de foliculos al dia 9,
fue de 10,2 +/- 0,98 cuerpos luteos (ESM = 0,33)a cual va a ser utilizada en el proceso superovulatorio,
Ver Tabla 1. y en la cual no hay presencia de foliculo dominante. Si
= Embriones recuperados: en el grupo control sle dominancia resulta de la accién directa del foliculo
obtuvo un promedio de 9,01 +/- 6,05 embrioneslominante sobre los foliculos subordinados, entonces
(ESM= 0,76). En el grupo tratamiento el valorun régimen superovulatorio seria mas exitoso si se co-
obtenido fue de 9 +/- 2,36 embriones (ESM =mienza al inicio de la onda de maduracion folicular, en
0,79). Ver Tabla 2. ausencia del foliculo dominante. Wolfsdorf et al. inten-

Tabla 1. Tabla de Andlisis de Varianza para los cuerpos liteos obtenidos en las vacas tratadas y no tratadas.

Fuente Grados Suma Cuadrado Razéon F Valor F
de variacion de libertad de cuadrados medio tablas
Tratamientos 1 42.42 42.42 5.11 3.9

Error 67 555.23 8.28
Total 68 597.65
a: P<0.05

Tabla 2. Tabla de Analisis de Varianza para total de embriones recuperados en las vacas tratadas y no tratadas

Fuente Grados Suma Cuadrado Razén F Valor F
de variacion de libertad de cuadrados medio tablas
Tratamientos 1 0.00138 0.00138 0.00002 3.98

Error 67 2300.984 34.34
Total 63 2300.98

b: P>0.05
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taron establecer el efecto del foliculo dominante sobre congelados. Sin embargo, Wolfsdorf et al. no en-
la cantidad de embriones obtenidos después de un tra- contraron diferencia en el nUmero de 6vulos no
tamiento superovulatorio, y encontraron que aunque no fertilizados al hacer aspiracion del foliculo domi-
fue posible hallar diferencia significativa en el nUmero nante el dia 6. El nimero de évulos no fertilizados
de embriones obtenidos o en la calidad de los mismos o la ausencia completa de fertilizacion continGia
entre vacas con tratamiento superovulatorio normal y siendo un factor limitante en los procedimientos
vacas con aspiracion del foliculo dominante al dia 6,y de superovulacion. Esto ha sido atribuido a anor-
superovuladas desde el dia 8, si hubo importantes mo- malidades en la maduracién del oocito, a asincronia

dificaciones en la dindmica folicular en el grupo tratado
(aspiracion del foliculo dominante): se evidencié un in-
cremento en el numero de foliculos pequefos y un ma-
yor reclutamiento de foliculos medianos y grandes en
respuesta al tratamiento superovulatorio (33). La inter-
ferencia del foliculo dominante con el procedimiento
superovulatorio se ha observado como la ovulacién pre-
matura de éste foliculo y su posterior luteinizacion, mas
gue como supresion del reclutamiento de nuevos
foliculos. Esta luteinizacion ocasiona, debido a la pro-
duccién de progesteronay a la insensibilidad a la apli-
cacién de prostaglandina dentro del esquema
superovulatorio, un ambiente inadecuado para la gene-
racion de una oleada preovulatoria, y por lo tanto, per-
turba la ovulacion de los foliculos madurados bajo el
efecto del tratamiento superovulatorio. Esto explica en
parte el fracaso de dichos tratamientos. Sin embargo,
este efecto de ovulacién y luteinizacion prematura no

entre los eventos de maduracion del oocito y del
foliculo, o al momento de la ovulacion (3). Otras
anormalidades, de tipo endocrino, pueden afectar
la tasa de fertilizacion, o pueden ocasionar altera-
ciones en el oviducto, en el medio uterino, o pro-
vocar un tono uterino inadecuado (3).

fallas en el transporte de los 6vulos y/o embriones
através del oviducto: en general, no todos los em-
briones son recuperados mediante métodos de re-
coleccién no quirdrgicos, sea por variacion indivi-
dual del animal o por eficiencia variable en el mé-
todo de recoleccion (33). Los embriones de vacas
superovuladas sufren un transporte extremada-
mente desorganizado a través del oviducto, muy
posiblemente debido a la temprana luteinizacion
de los foliculos y al incremento concomitante en
los niveles de progesterona, lo cual altera la acti-
vidad contractil del oviducto, acelerando el paso

se observo en todos los casos en que se inicio el trata- de los embriones hasta el Gtero (11). La accién de

miento en presencia de un foliculo dominante (28).

En el presente trabajo no se pudo contar con la
ayuda de la ultrasonografia transrectal para monitorear
efectivamente el efecto del tratamiento con GnRH
en las vacas tratadas. Sin embargo, la diferencia sig-
nificativa hallada en el nimero de cuerpos luteos de-
tectados indica que si se generd algin cambio en el
proceso de maduracion folicular, el cual permitié la
maduracién de un mayor nimero de foliculos.

En cuanto al nimero de embriones, transferibles

0 aptos para ser congelados obtenidos en éste traba-

jo, no hay diferencia significativa entre las vacas tra-

tadas y las no tratadas. Esta circunstancia puede obe-

decer a varias causas:

= fallas en la ovulacion de los foliculos madurados,
los cuales pueden haber sufrido luteinizacion. No
era posible, con los medios disponibles en el mo-
mento, detectar este hecho.

= fallas en la fertilizacion. No se tuvo en cuenta, ya
gue el objetivo era determinar diferencia en el na-
mero de embriones aptos para ser transferidos o

las hormonas periféricas sobre el oviducto es me-
diada a través de un red de factores locales espe-
cificos del tipo celular y del momento del ciclo.
La presencia de factores de crecimiento, compo-
nentes de la matriz extracelular y del sistema
adrenérgico modifica los sistemas de regulacién
autocrina y paracrina presentes en el oviducto, los
cuales acttan para permitir la fertilizacion y la
embriogenesis temprana (12). Recientemente se
ha encontrado que hay receptores de LH a nivel
del oviducto porcino, y durante la fase folicualr
tempranay el periodo periovulatorio la estimulacion
de éstos receptores maodifica la actividad contrac-
til a nivel del istmo y del ampula, disminuyendo la
amplitud y frecuencia de las contracciones. Este
efecto no fue observado en la fase luteal. Asi, la
LH puede ser un factor mayor en la sincronizacion
de los eventos previos a la fertilizacion tales como
el transporte de espermatozoides y el transporte
del 6vulo hasta el ampula, y posteriormente a tra-
vés del istmo (14). Al modificar la dinamica
ovarica, se esta modificando indirectamente el
complejo entorno oviductal, y estas modificacio-
nes tienen efecto deletéreo sobre la fertilizacion,



134 Rev Col Cienc Pec Vol. 14: 2, 2001

el desarrollo embrionario temprano y el moment@ombinada con prostaglandina, resulté en la desapa-
de llegada del embrion al dtero, lo cual tambiémicion del foliculo dominante y en el desarrollo de
afectara la supervivencia embrionaria. una nueva onda de maduracién folicular, sincrénica
en todos los animales tratados. Esto aplicado o a
La aplicacion de un analogo de GnRH reprogrameacas superovuladas, tanto como a las receptoras,
y sincroniza el desarrollo folicular (22). Estagarantizaria un mejor ambiente para los embriones,
reprogramacion, utilizada por los autores mencionaon lo cual se incrementaria la supervivencia de los

dos para sincronizacion de celos en aplicacion doblmismos.

Summary

Buserelin in superovulation programs for embryo transfer

The aim of this work was to compare the superovulatory response and the quantity and quality of
recovered embryos in Holstein cows at the Sabana de Bogot4, through the application of buserelin at
day 6 of the oestrus cycle, before starting the superovulatory treatment. The work was performed at
the Sabana de Bogota, at 2640 mosl, with an average temperature of 12 °C. 20 female bovines of
Holstein breed were injected with FSH (Vetrepharm Inc, Ontario, Ccanada) to induce superovulation
at days 11,12,13,and 14 of oestrus cycle, using a total dose of 20 cc per cow, and 3 cc gf PGF
(Pharmacia & Upjohn, Kalamazoo, MI, USA) with the last dose of FSH. Ten cows (treatment group)
received buserelin (Hoechst Roussel Vet, Miinchen, Alemania) on day 6 of estrous cycle, before
starting superovulatroy treatment. The remaining ten cows were considered as control group. The
results show significative difference between treatment and control group regarding superovulatory
response (p< 0,05). It was not found a significative difference between treatment and control group
regarding the number of recovered embryos (p>0,05).

Key words: GnRH analog, dominant follicle, superovulation, cow.
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