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Resumen

La investigacion se llevo a cabo en una sola granja comercial “La Zelanda”. El objetivo fue
evaluar la respuesta ovarica a la estimulacion con 250 Ul de FSH/LH via epidural en vacas
Holstein mestizas. Se utilizaron 8 animales, los cuales fueron utilizados como testigo (T0) y
tratamiento (T1) en momentos diferentes. Ambos tratamientos recibieron 0,4 mg de benzoato
de estradiol (E2) + 25 mg de prostaglandina (PGF2a) y un dispositivo intravaginal de 0,50 g
de progesterona (DIV), en dia 0. El dia 4 T1 recibié 250 Ul de FS/LH y TO placebo. La
aspiracion folicular (OPU) se realizé el dia 6. Se valord el niumero y tamafio de foliculos
antrales (FA) visualizados el dia de la OPU, asi como el recuento y calidad de complejos
cumulo - ovocito (COC'’s) recuperados. El numero de FA observados el dia de la OPU fue
similar en TO (19,6 + 3,02) y T1 (17,3 + 0,83; p>0,05). Los animales de T1 mostraron un
foliculo dos veces mas grande (9,0 £ 0,18 mm) que en TO (4,6 £ 0,20 mm; p<0,05). La
cantidad de COC'’s fue similar o igual entre TO (93 £ 1,85) y T1 (102 £ 0,64; p>0,05), sin
embargo, el porcentaje de recuperacion presentd una diferencia entre TO (59,2% +2,04)y T1
(73,9% = 2,55; p<0,05), y el porcentaje de COC’s aptos de T1 (72,4 + 4,9) fue mayor que TO
(48,3 £ 4,2; p<0,05). En conclusién, la FSH/LH aplicada via epidural no alter6 el nimero de
FA, pero permiti6 un crecimiento superior de los mismos, evidenciandose una mayor

recuperacion de COC’s de mejor calidad.

Palabras clave del autor: complejo cimulo-ovocito, foliculos antrales, biotécnicas
reproductivas
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Abstract

This study was carried out on a single commercial farm "La Zelanda". The objective was to
evaluate ovarian response to epidural stimulation with 250 |U of FSH/LH in crossbred Holstein
cows. Eight animals were used as controls (TO) and treatments (T1) at different times. Both
treatments received 0,4 mg of estradiol benzoate (E2) + 25 mg of prostaglandin (PGF2a), and
a 0,50 g intravaginal progesterone device (IVD) on day 0. On day 4, T1 was administered 250
IU of FSH/LH, while TO received a placebo. Follicular aspiration (OPU) was performed on day
6. The number and size of antral follicles (AF) visualised on the day of OPU, as well as the
count and quality of recovered cumulus-oocyte complexes (COCSs) retrieved. The number of
AF observed on the day of OPU was similar in TO (19.6 £ 3.02) and T1 (17.3 £ 0.83; p>0.05).
Follicle diameter in T1 animals was twice as large (9.0 £ 0.18 mm) compared to TO (4.6 +0.20
mm; p < 0.05). The number of COCs was similar between TO (93 + 1.85) and T1 (102 + 0.64;
p>0.05), however, the recovery percentage was different between TO (59.2% + 2.04) and T1
(73.9% + 2.55; p<0.05), and the percentage of viable COCs (Type Aand B) in T1 (72.4 +£4.9)
was higher than TO (48.3 £ 4.2; p<0.05). In conclusion, epidurally administered FSH/LH did
not alter the number of AF, but enhanced follicular growth, resulting in a higher recovery of

COCs with improved quality.

Author Keywords: cumulus-oocyte complexes, antral follicles, reproductive

biotechniques
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Lista de abreviaturas
FSH = Hormona foliculo estimulante
IM = Intramuscular
OPU = Ovum Pick Up, por sus siglas en inglés
PIVE = Produccion de embriones in vitro
COC’s = Complejo ciimulos ovocitos
LH = Hormona luteinizante
Ul = Unidades internacionales
CL= Cuerpo Luteo
PGF2a = Prostaglandina F2a
P4 = Progesterona
E, = Estradiol
GnRH = Hormona liberadora de gonadotropinas
IA = Inseminacion artificial
IATF = Inseminacion artificial a tiempo fijo
MOET = Multiple Ovulation and Embryo Transfer, por sus siglas en inglés
FIV = Fertilizacién in vitro
TE = Transferencia embrionaria
DIV = Dispositivo intravaginal
eCG = Gonadotropina coriénica equina
CC = Condicion corporal
RFA = Recuento de foliculos antrales
mm/Hg = milimetros de mercurio

MHz = Mega Hertz
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1. Introduccién

Para estimular el crecimiento folicular y mejorar la produccién de embriones in vivo e in vitro
(Hasler, 2014), a nivel mundial se han estandarizado protocolos que usan hormona foliculo
estimulante (FSH) via intramuscular (IM) cada 12 horas por cuatro dias consecutivos
(Mapletoft et al., 2002), debido a que la FSH tiene una vida media de entre 2 a 5 horas (B6 &
Mapletoft, 2020).

La necesidad de aplicar varias veces FSH requiere una atencién meticulosa del personal
encargado del protocolo, aumentando la posibilidad de fallas durante el manejo de la hormona
(Looney et al., 1981). Ademas, esta descrito que la manipulacién excesiva de los animales
ocasiona estrés, produciendo una disminucién en la respuesta del animal al proceso de estas
biotécnicas reproductivas (Macedo et al., 2011).

Una de estas biotécnicas es la aspiracion folicular transvaginal guiada por ultrasonido (Ovum
Pick UP “OPU”; por sus siglas en inglés), técnica descrita inicialmente por Pieterse et al.
(1988), la cual permite obtener ovocitos de animales in vivo y que combinado con la
produccién in vitro de embriones (PIVE) se han convertido en una forma eficiente de producir
embriones.

La OPU fue creada inicialmente para obtener ovocitos sin la necesidad de utilizar hormonas
(De Roover et al., 2008); sin embargo, el numero de embriones obtenidos al final de la OPU-
PIVE mediante estos protocolos es reducido (15-30%). Esta particularidad esta ligada a la
gran heterogeneidad de la cantidad y calidad de los ovocitos recuperados en la sesién de la
OPU (Ruiz, 2010). Estudios realizados demuestran que sin estimulacién ovarica la
recuperacion de complejos cumulo-ovocito (COC’s) aptos en promedio se encuentra entre
4,0 (Ayala et al., 2020) y 4,2 (Alvarado et al., 2015) por sesidn en vacas criollas y Holstein
mestizas respectivamente.

Para mejorar el porcentaje de recuperacion de COC’s se han realizado estudios sobre la
sincronizacién de la onda folicular, proceso que genera el desarrollo simultaneo de foliculos,
permitiendo que sean mas homogéneos en relacién con el diametro y etapa de desarrollo
(Dogan & Yenilmez, 2024), lo cual permite mejorar la recuperacion de COC’s mediante OPU
(Lucy, 2001). Ademas, hay trabajos que combinan la utilizacion de estradiol y progesterona
administrados en el dia 0 del protocolo, llegando a observar reinicio de la onda folicular en un
promedio a los 4 dias (Dutan, 2013).

Otra alternativa para mejorar la recuperacion y calidad de COC'’s es la estimulacion hormonal
ovarica previa a la OPU (Ding et al., 2008), con gonadotropinas como la FSH (Chaubal et al.,
2006), recuperando entre 8 y 9 COC’s y de estos un 56% fueron considerados aptos para la
PIVE (tipo |, Il, y Il1), evidenciando resultados alentadores; sin embargo, el 44% de los COC’s

Kimberly Elizabeth Montaleza Guaman - Carina Graciela Vasquez Luna
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obtenidos fueron clasificados como no aptos (tipo 1V, V y degenerados; Morera et al., 2022).
Este porcentaje alto de COC’s no aptos para PIVE estaria ligado a un crecimiento asincrénico
entre el foliculo y el ovocito, producto de la administraciéon de solo FSH exdgena en alta
concentracion dentro de compuesto (Ruiz et al., 2013).

Para que el desarrollo del foliculo mantenga sincronia con el ovocito es necesario recordar
gue la onda folicular en el ganado bovino tiene tres fases: 1) reclutamiento en la cual los
foliculos son sensibles a la FSH gracias a la presencia de receptores para esta hormona. 2)
A continuacion, los foliculos ingresan en la fase de seleccién, en la cual se observan
receptores para FSH, pero también para la hormona luteinizante (LH). 3) Finalmente, un
foliculo llega a la fase de dominancia en la cual poseen receptores Unicamente para LH
(Espinoza et al., 2007).

Por lo tanto, el uso combinado de 500 Ul de FSH-LH en igual proporcién permite mejorar el
crecimiento del foliculo y la calidad de COC’s recuperados en cada sesién, llegando
obtenerse en promedio de 10 COC’s/sesion/vaca y de estos el 65% fueron clasificados como
aptos (tipo Ay B) para su utilizacion en programas de PIVE (Ayala et al., 2020).

Con la idea de reducir la dosis de la FSH/LH utilizada para estimular el ovario previo a la
aplicacion de biotécnicas como la superovulacion y la OPU, en los ultimos afios se viene
estudiando la utilizacién de la via epidural, como una alternativa para la administracion de
esta hormona, llegando a demostrar que la aplicacién de 250 Ul de FSH/LH via epidural en
una sola dosis produce porcentajes de crecimiento folicular en nimero y tamafio similares al
uso de 1000 Ul de FSH repartidas en 8 dosis consecutivas; sin embargo, el porcentaje de
ovulacion obtenido fue bajo (Farias et al., 2023).

La baja respuesta en el proceso final del protocolo de superovulacién (% de ovulacion), al
administrar FSH via epidural, estaria relacionado con los niveles altos que debe mantener en
sangre esta hormona (minimo 72h) y que es necesaria para que los foliculos crezcan y
terminen ovulando; pero al administrar la FSH por via epidural estos niveles se mantienen en
sangre por 52h y luego descienden a concentraciones basales (Farias et al., 2023).
Basados en este principio fisioldgico y considerando que en los protocolos de la OPU es
necesario en promedio 48h de niveles altos de FSH/LH para obtener una respuesta ovarica
adecuada, se consider6 importante probar esta via de administracion (epidural) en dosis de

250 Ul para estimular el ovario previo a la sesién de aspiracion ecoguiada.

Kimberly Elizabeth Montaleza Guaman - Carina Graciela Vasquez Luna
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2. Objetivos

2.1. Objetivo general
Evaluar la respuesta ovarica a la estimulacion con 250 Ul de FSH/LH via epidural en

vacas Holstein mestizas.

2.2. Objetivos especificos
e Estimar larespuesta ovarica a través del tamafio y nimero de foliculos antrales

mayores a 3 mm presentes en el dia de la OPU, luego de la estimulacion
ovéarica con 250 Ul de FSH via epidural en vacas Holstein mestizas.
e Valorarlacalidad y cantidad de COC'’s recuperados mediante la OPU en vacas

Holstein mestizas.

Kimberly Elizabeth Montaleza Guaman - Carina Graciela Vasquez Luna
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3. Revision bibliogréfica

3.1. Ciclo estral
Se conoce como ciclo estral o calor al conjunto de eventos fisiol6gicos que tienen lugar entre
un estro y el siguiente (Rippe, 2009). Los bovinos son animales poliéstricos continuos (Colazo
& Mapletoft, 2014) que presentan comunmente un ciclo de entre 18 a 24 dias, considerandose
como promedio 21 dias. Esto transcurre de manera constante Gnicamente interrumpido
durante la gestacién o debido a procesos patolégicos; a lo largo de él se producen una serie
de cambios hormonales a través del eje hipotalamo-hipéfisis-ovario causando cambios

fisioldgicos y conductuales (Carvajal et al., 2020).

El ciclo estral se divide en dos fases segun las estructuras ovaricas predominantes: fase litea
y fase folicular. La fase folicular abarca el tiempo previo al estro hasta la ovulacién,
conformado por 2 etapas: proestro y estro. Mientras que la etapa lUtea, es el periodo donde
se forma y destaca el cuerpo liteo, se encuentra constituida por el metaestro y el diestro
(Boeta et al., 2023).

Durante el ciclo estral la sintesis de LH es pulsatil o episddica, dentro de la fase folicular
existen pulsos de alta frecuencia y baja amplitud (20-30/24 horas), siendo el pico preovulatorio
de LH es el conjunto de mdltiples pulsos de secrecién. En la fase luteal existen pulsos de baja
frecuencia y elevada amplitud de LH (6-8 pulsos/24 horas), siendo esto suficiente para el

mantenimiento del cuerpo luteo (Matamoros & Salinas, 2017).

3.1.1. Proestro

Esta presenta una duracion de entre 2 a 3 dias, comienza con la regresion del cuerpo lateo
(CL) del ciclo pasado y finaliza con el inicio del estro. La luteolisis del CL sucede debido a la
accion de la prostaglandina F.a (PGFa) producida por el utero, debido a esto se presenta la
caida de progesterona (P4), provocando que el feedback negativo hipotalamico desaparezca,
incrementando asi la secrecién pulsatil de la FSH y LH, lo que induce al crecimiento folicular
(Rippe, 2009). Durante el proestro ya existe un foliculo dominante, el cual progresivamente
aumenta las concentraciones de estradiol (Ez), lo que induce un pico de hormona liberadora
de gonadotropina (GnRH) y a su vez permite la visualizacion del comportamiento estral
(Colazo & Mapletoft, 2014).

3.1.2. Estro

El estro se caracteriza por la receptividad sexual, donde se puede visualizar como signo
principal la quietud de la vaca al ser montada, entre otros signos se puede observar

inflamacion de la vulva, inquietud y secrecion vaginal de moco claro y transparente. Este
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periodo tiene un lapso promedio de 16 *+ 4 horas (Rippe, 2009). EI comportamiento estral
ocurre a causa de la alta concentracion de E; originario del foliculo dominante (Atuesta et al.,
2011), debido a esto se crea un feedback positivo en el hipotalamo, provocando la liberacién
de GnRH, lo que a su vez induce a la adenohipdfisis a la sintesis de FSH y LH,
desencadenando asi, 24 horas después del pico, la ovulacién (Colazo & Mapletoft, 2014). La
LH se considera como la gonadotropina responsable de la ovulacion, y por otro lado el papel

de la FSH se relaciona directamente con el inicio de la primera onda folicular (Rippe, 2009).

3.1.3. Metaestro

Durante este periodo acontece la ovulacion y a continuacion la formacion del CL, tiene una
duracion de 4 a 5 dias. Durante el proceso de desarrollo del CL las concentraciones de P4
aumentan hasta llegar a niveles mayores de 1 ng/mL, circunstancia que nos indica la madurez

del CL y a su vez el inicio de la fase luteal o diestro (Hernandez, 2016).

3.1.4. Diestro

La fase luteal es la etapa que presenta mayor duracién en el ciclo, de aproximadamente 15
dias (Rodrigues, 1991), se caracteriza debido a la alta funcionalidad del CL (Del Campo,
1985), en donde predomina la P4 y se reduce la concentracion de estrégenos provocando la
disminucién del tono uterino, edema e hipertermia. El moco cervical se condensa y su
cantidad disminuye, el cérvix se ocluye aislando el Gtero del exterior. Si ocurrio la fertilizacion,
el CL persiste para mantener la gestacion, caso contrario se luteiniza al final del diestro (Boeta
et al,, 2023). Este evento ocurre cuando aumentan los receptores de oxitocina en el
endometrio, lo que a su vez estimula la secrecion de PGF.a (Atuesta et al., 2011) de origen
uterino, siendo esta transportada por la vena Utero-ovarica con la funcién de provocar la
regresion del CL (Rippe, 2009).

3.2.  Eje hipotalamo-hipofisis-ovario
El eje hipotadlamo-hipodfisis-ovario es un sistema neuroendocrino fundamental para la
regulacion de la funcién reproductiva en los bovinos. El hipotdlamo da origen a la GnRH, la
cual, a su vez a través del sistema neuronal, estimula a la adenohipofisis para la liberacion
de FSH y LH (Sintex, 2005), las cuales a través del sistema circulatorio llegan al ovario
(Aréchiga et al., 2019). En el ovario estas hormonas se unen a sus receptores especificos
ubicados las células de la granulosa (receptores para FSH) y de la teca (receptores para LH)
para activar la foliculogénesis y para la producciéon de esteroides sexuales como los
estrogenos, progesterona, y péptidos gonadales como la activina e inhibina. Estos factores

gue son producidos a nivel ovarico, generan una retroalimentacion hacia el hipotalamo y
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adenohipofisis para aumentar o inhibir la liberacién de GnRH y a su vez FSH/LH (Lopez,
2012).

3.2.1. Hormonas del hipotadlamo

La GnRH denominada originalmente hormona liberadora de hormona luteinizante (Telésforo,
2011) es un decapéptido que posee un peso molecular de 1183 Daltons (Morgan et al., 2006)
y es producida principalmente en los nlcleos predpticos y arcuatos del hipotalamo, y de forma
secundaria en las génadas y la placenta (Hassanein et al., 2024). Segun Lépez (2012) la
secrecién de la GnRH es de forma pulsatil, es decir, discontinua, y depende de la
retroalimentacién positiva o negativa de las gonadotropinas, ya que ejerce su accion sobre la
adenohipdfisis, permitiendo la liberacion de FSH/LH.

La secrecién pulsatil puede clasificarse en dos tipos: tonica y ciclica. La ténica es liberada por
los ndcleos ventro-medial, arcuato y la eminencia media, se da durante todo el ciclo estral
manteniendo niveles basales de FSH/LH, mientras que la secrecion ciclica se encuentra
determinada por los nucleos predpticos y supraquiasmatico, y se da como un pico o descarga
masiva debido a los niveles elevados de E;, los cuales son producidos por foliculos maduros

y niveles disminuidos de P4 (Jiménez, 2016).

3.2.2. Hormonas de la hipo6fisis

La adenohipdfisis o también llamada hipéfisis anterior, es uno de los dos l6bulos de la
glandula pituitaria, la cual esta ubicada en la base del encéfalo (Hernandez et al, 2010). En
este I6bulo se produce la liberacién de diferentes tipos de hormonas, de las cuales las
relacionadas con la reproduccién son la FSH/LH. Estas son hormonas heterodiméricas
glicoproteicas con un peso molecular de alrededor 32.000 Daltons, las cuales tienen
caracteristicas estructurales similares como la subunidad-a, y difieren en la subunidad-f8
(Franco & Uribe, 2012).

Ambas gonadotropinas desarrollan funciones importantes en las génadas de la hembra. Por
una parte, la FSH esta encargada del crecimiento y desarrollo folicular mediante la union con
su receptor especifico (FSH-R) localizado en las células de la granulosa (Hernandez et al.,
2008). Actlua sobre estas células promoviendo la proliferacion celular, producciéon de E.y la
expresion de receptores de LH. La LH induce la ovulacion y la posterior liberacién del ovocito
maduro del foliculo dominante, ademas, produce la formacion del CL, y en accion conjunta

con la FSH estimula la secrecion de estrogenos (Gutiérrez, 2008).
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3.2.3. Hormonas del ovario

El ovario es una estructura fundamental para la produccion de dos tipos de hormonas: los
estrdgenos y la progesterona, estas hormonas desempefian su accién en la regulacion del
ciclo estral, induccién de la ovulacién y mantenimiento de la gestacion.
Por una parte, los estrdgenos son hormonas esteroideas sintetizadas por la transformaciéon
del colesterol (Saavedra et al., 2012) y son secretadas por las células de la teca interna del
foliculo ovéarico. Segun Hernandez et al. (2008) existen diferentes tipos de estrogenos que
varian segun su tiempo de vida media, los cuales son:

- 17 Beta-Estradiol: conocido como estrégeno natural, posee una vida media corta de

24 a 36 horas.

- Benzoato de Estradiol: Posee una vida media de 3 dias.

- Valerato de Estradiol: Tiene una vida media entre 7 a 9 dias.

- Cipionato de Estradiol: Caracterizado por tener una vida media larga desde 10 a 12

dias.

Los estrégenos son producidos en mayor cantidad por los ovarios, y en menor cantidad en la
placenta y glandulas adrenales (Lopez, 2005). Dentro de sus principales funciones es la
estimulacion de la conducta de celo, expresion de caracteristicas sexuales secundarias y
realizar una retroalimentacién negativa sobre el centro ténico y positiva sobre el centro ciclico
en el hipotalamo (Sintex, 2005).
Mientras que la P, descrita inicialmente por Fonseca et al. (1983), es secretada
principalmente por el CL y en menor cantidad por la placenta, posee importancia en el
mantenimiento y desarrollo de la gestaciéon, ya que permite la preparaciéon del utero para el
implante del embrion (Ferreira, 2016). Ademas, realiza una retroalimentacion negativa en el
centro ténico del hipotadlamo, inhibiendo la liberacién de GnRH y esta a su vez de FSH/LH,

con el propésito de evitar el desarrollo de foliculos nuevos (Aréchiga et al., 2019).
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Figura 1. Interaccion hormonal del eje hipotalamo-hipoéfisis-ovario (Guzman, 2018).

3.3.  Dinamicafolicular

El desarrollo de foliculos bovinos ocurre durante el ciclo estral en un patrén denominado
ondas de crecimiento folicular (Motta et al., 2011), siendo méas frecuente animales que
presentan dos y tres ondas foliculares (Pérez et al., 2004). A lo largo de cada onda de
crecimiento existe una poblacién de foliculos pequefos, medianos y grandes en cada ovario,
de los cuéales uno se torna dominante mediante un proceso de seleccién hasta el diametro
preovulatorio, generando al mismo tiempo la atresia de los foliculos pequefios (Motta et al.,
2011).

Se requiere aproximadamente de 80 a 100 dias para que un foliculo primordial alcance el
tamafio ovulatorio; al foliculo primordial le toma 20 dias para pasar a ser un foliculo primario,
este Ultimo necesita 10 dias para alcanzar la medida del foliculo preantral, y ain requiere 10
dias mas para convertirse en un foliculo antral (Cavestany & Galina, 2021), cuando este entra
en el grupo de crecimiento, sera conducido finalmente a la degeneracion por atresia, proceso
gue afecta a casi todos foliculos (Motta et al., 2011) o a la ovulacién. Cada onda de
crecimiento folicular en los bovinos enmarca tres fases: reclutamiento, seleccion y dominancia
(Pérez, 2004).
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3.3.1. Reclutamiento

Esta etapa comienza a causa del aumento de la concentracion de gonadotropinas originario
del segundo pico de FSH (pico ovulatorio) producido durante el ciclo estral. Una cohorte de
entre 3 a 6 foliculos pequefios, antrales o tempranos (2 a 3 mm) empiezan su desarrollo,
aumentando su tamafio y la sintesis de E, inhibina y activina, todo esto como respuesta al
incremento de la FSH. Solamente un foliculo de este grupo obtiene desarrollo funcional y
estructural, lo que lo hace capaz de continuar su crecimiento mientras los otros foliculos del

grupo se atresian (Fernandez, 2003; Tovio & Duica, 2012).

3.3.2. Selecciodn

Durante la selecciéon existen uno o varios foliculos de entre 6 a 9 mm que comienzan a
madurar y depender de la LH, siendo este el proceso de seleccion del foliculo dominante, en
donde este ultimo interfiere sobre la capacidad de los foliculos méas pequefios de obtener un
soporte gonadotréfico apto (Tovio & Duica, 2012) y entran en un proceso denominado
desviacién o atresia. La desviacion folicular se vincula a la obtencién del foliculo dominante
de receptores de LH justo antes del inicio de la atresia, la accién de la inhibina y a la posterior
disminucioén de la concentracion de FSH circulante provocado por el foliculo seleccionado,
quien con el aumento del E, suprime la secrecion de la FSH resultando en la atresia de los

foliculos subordinados 3 dias después del inicio del descenso (Espinoza et al., 2007).

3.3.3. Dominancia

Alolargo de la fase de dominancia el foliculo seleccionado ejerce inhibicion sobre la apariciéon
de una nueva cohorte de foliculos antrales. Ademas, en esta etapa se presenta el proceso de
desviacion del resto de foliculos subordinados, los cuales sufren atresia, mientras que el
foliculo dominante crece de forma constante hasta alcanzar un diametro de = 10 mm
(Espinoza et al., 2007), sintetizando E», hormona relacionada directamente con la obtencién
de receptores de LH (Tovio & Duica, 2012). En este momento el foliculo dominante adquiere
capacidad ovulatoria, en caso de no suceder este se mantiene en una fase estacionaria de
aproximadamente 6 dias manteniendo su tamafio y funciones. Si hasta entonces no se ha

producido la ovulacién comienza el proceso de atresia (Fernandez, 2003).
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Figura 2. Representacion esquematica de la dinamica folicular en bovinos (Espinoza et al.,
2007).

3.4. Biotecnologias reproductivas
Las biotecnologias reproductivas son un conjunto de técnicas desarrolladas con el propdsito
de aumentar la eficiencia reproductiva, mejoramiento genético y optimizacion de la
productividad del hato (Rosete et al., 2021). Estas biotécnicas desde su origen hasta la
actualidad poseen cinco generaciones (Ugalde, 2014). Sin embargo, las mas estudiadas y
relevantes pertenecen a las tres primeras generaciones, en las cuales se incluyen
inseminacion artificial, criopreservacion de embriones, control hormonal, ultrasonografia,
transferencia de embriones y fertilizacion in vitro (Bertolini & Bertolini, 2009). Ademas, la
combinacién de diferentes biotécnicas en los protocolos, manifiestan un aumento en la

capacidad de cada animal durante su periodo de vida (Aldana & Pinilla, 2021).

3.4.1. Inseminacion artificial (I1A)

La inseminacion artificial es una biotécnica de primera generacion y una de las mas difundidas
para el mejoramiento genético del hato, debido a su sencilla aplicaciéon (Urrego & Restrepo,
2006). Consiste en la recoleccion y almacenamiento del semen del macho seleccionado
genéticamente, para posteriormente colocarlo en el Utero de la hembra, mediante el uso de

instrumentos especificos (Robson et al., 2004), sin embargo, es indispensable que el animal
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se encuentre en la fase estral, ya que es la Unica forma para que se presente una correcta

inseminacion.

3.4.2. Inseminacion artificial a tiempo fijo (IATF)

Consiste en un protocolo donde no tiene relevancia la deteccion de celo en comparacion con
la inseminacién artificial convencional, debido a que esta técnica permite el manejo de
bovinos en situaciones de anestro postparto, pubertad tardia, y en complicaciones de
deteccioén de celo (Loayza, 2017). Su principal beneficio es la sincronizacion de celos de una
gran cantidad de animales mediante la aplicaciéon de hormonas (estrégenos, prostaglandina),
obteniendo un mayor niimero de inseminaciones en un corto periodo de tiempo (Quijano et
al., 2015)

3.4.3. Multiovulacién y transferencia de embriones (MOET)

La multiovulacién y transferencia de embriones consiste en una combinacién de biotécnicas
reproductivas que se ha venido utilizando desde la década de los 80’s (Mapletoft, 2012). Esta
conformado por diferentes procesos como la superovulacion, administracion de hormonas
exbégenas, inseminacion artificial, recuperacion y transferencia de embriones hacia las
receptoras (Aldana & Pinilla, 2021). Se utiliza como una herramienta para el mejoramiento
genético, seleccionando previamente a los donadores, y para aumentar la capacidad de
reproduccion por parte de la hembra.

A pesar de ser considera una de las biotécnicas mas usadas e importantes en la actualidad
(Faizah et al., 2018) posee efectos negativos en la salud del animal donante, ya que al realizar
multiovulacién mediante la aplicacion de hormonas exdgenas como la FSH (Arega, 2019),
produce un alto nivel de estrés por la manipulacién excesiva que se realiza durante cuatro
dias consecutivos, dos veces al dia (Mogoll6n & Burla, 2013),y, también, provoca en el animal
una reduccién en la produccion de leche (Callesen et al., 1996). Una de las principales
condicionantes para utilizar esta biotécnica es la necesidad de tener animales que posean
ciclos estrales regulares junto con un aparato reproductor saludable y eficiente (van
Wagtendonk et al., 2000).

3.4.4. Fertilizacién in vitro (FIV)

La fertilizacion in vitro o también llamada produccién in vitro (P1V) es una de las biotecnologias
mas avanzadas y utilizadas en este campo de estudio (Salgado & Lopera, 2020), esta
conformada por otras biotécnicas como la maduracién in vitro de ovocitos, capacitacion
espermatica y la FIV netamente (Moreno, 2018). Consiste en la recuperacion de ovocitos de

los foliculos ovaricos, los cuales van a ser madurados y fertilizados en el laboratorio, estos se
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cultivan hasta el estadio de blastocisto, y se transfieren al animal receptor o se realiza

criopreservacion para una transferencia posterior (Rosete et al., 2021).

3.4.5. Aspiracion folicular transvaginal ecoguiada (OPU)

La primera OPU realizada con éxito en ganado vacuno la llevo a cabo el holandés Pieterse
en 1988, mediante la adaptacion de la técnica utilizada en humanos. El procedimiento original
de OPU no contemplaba el uso de estimulacion hormonal y se realizaba de manera rutinaria
dos veces por semana, lo que permitia maximizar la recuperacién de ovocitos. En las Ultimas
dos décadas, las investigaciones sobre la OPU han explorado el uso de hormonas. La sUper-
estimulaciéon combinada con la OPU permite recuperar un mayor nimero de ovocitos gracias
al desarrollo de mas foliculos, lo que resulta en una produccién superior de embriones. En
esta técnica, el promedio de foliculos aspirados, ovocitos recuperados y embriones obtenidos
es considerablemente mayor cuando se aplican tratamientos con FSH, en comparacion con

hembras no super estimuladas colectadas por la OPU una vez a la semana (Held, 2014).

La OPU es una alternativa a la PIV con uso de ovarios de origen de matadero, siendo que en
la OPU se emplean ovocitos de vacas vivas con material genético conocido (Ondiz & Ruiz,
2011). Esta es una técnica con gran potencial, ya que se ha demostrado que al final del
periodo de aspiraciones los animales pueden retornar a sus ciclos estrales normales y ser
incorporados a programas de cria (Kruip et al., 1994; Lopez, 2017). Puede aplicarse en vacas
adultas bajo diversos estados fisiologicos: ciclicas, no ciclicas, durante el primer tercio de la
gestacion (Brogliatti & Adams, 1996) y en aquellas que no responden a estimulos hormonales.
Ademads, es util en animales longevos con trastornos reproductivos no relacionados con la
genética, asi como en terneras y novillas prepuberes a partir de los 6 a 8 meses de edad
(Ruiz, 2010).

Mediante esta técnica se logra conseguir un mayor niumero de embriones (hasta cien
embriones al afio por vaca) en comparacion con los obtenidos a través del uso de protocolos
estandar de transferencia embrionaria (TE) como MOET (Ondiz & Ruiz, 2011; Puerta, 2006).

3.45.1. Importanciade la OPU a nivel mundial

La OPU ha evolucionado en la reproduccién asistida, ya que es una de las biotécnicas mas
utilizadas y efectivas para la recuperacién de ovocitos in vivo de hembras que posean un alto
potencial genético (Castillo, 2023), facilitando posteriormente la FIV. La implementacion de la
OPU ha ido en aumento desde su creacion en 1988 (Pieterse et al., 1988) y aplicando de
forma conjunta con FIV, se presenta como una alternativa competitiva a biotécnicas

convencionales como MOET, debido a su amplio campo de aplicacion (Boni, 2012).
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Estas biotécnicas se han extendido ampliamente a nivel mundial, y, sobre todo, en paises
lideres en produccion ganadera. Segun Munar (2024), un estudio realizado en Argentina en
el afio 2022, evidencia que se produjeron 46 000 embriones, de los cuales 31 000 o el 67%
fue producido mediante la OPU y FIV, y 15 000 o el 33% por MOET. Por otra parte, en Estados
Unidos, un estudio evidencio el crecimiento del uso de la OPU, ya que pasé de obtener 2 000

colecciones en el afio 2 000 a 32 000 colecciones en el afio 2015 (Aldana & Pinilla, 2021).

Segun Castillo (2023) menciona que un estudio realizado en Turquia indica que 1 031 567
del total de los embriones producidos in vitro en 2019, los provenientes de la OPU fueron 1
010 680, mientras que los recolectados de material de matadero fueron 20 887. Ademas,
segun el informe de International Embryo Technology Society (IETS) de 2023, se produjo un
total de 1 876 591 de embriones in vitro, mientras que los embriones producidos in vivo fueron
de 371 138 (Viana, 2024).

Por lo tanto, la combinacion de estas biotécnicas, ha tenido un impacto significativo en la
reproduccién bovina a escala mundial, permitiendo incrementar de forma relevante el nimero
de embriones transferibles y de prefieces por vaca/afio, ademas, pudiendo realizar desde una
hasta dos sesiones de la OPU por semana, obteniendo un promedio de 4,1
ovocitos/vaca/sesion (Morera et al., 2022), e inclusive aumentando el nacimiento de animales

gue posean un alto valor genético en un 2% de forma anual (Slade et al., 2014).

3.4.5.2. Materiales y técnica parala OPU

Durante la OPU se requiere un ecégrafo de 5 — 7,5 MHz y un “handgrip” de 60 cm de largo
en donde se ubicara la guia de puncion. Por esta Ultima pasara una aguja desechable (18 G,
1,2 x 40 mm) conectada a un tubo conico estéril de 50 mL a través de la conduccién de teflon,
este tubo coénico deber4d mantenerse a una temperatura regular de 37°C. Todo esto se
complementa con una bomba de vacio mediante la cual se podr4 acceder a una presion
constante de 50 — 53 mmHg (Ruiz, 2014).
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Figura 3. Sonda ecografica transvaginal, mango de la OPU y guias de puncion (Ruiz,
2014).

Antes de iniciar la aspiracion los animales deben recibir anestesia epidural con xilacina y
lidocaina al 2%, pasamos a desinfectar el area perianal y la vulva cumpliendo los protocolos
de higiene para posteriormente ingresar el transductor acoplado con la guia de la aguja y
ubicarlo en el cuello del utero. Introducimos la mano via rectal para fijar el ovario de interés
contra la cabeza del transductor, lo que nos facilita la visualizacion de los foliculos en la
pantalla del ecégrafo y lograr una puncién exitosa al atravesar la pared vaginal y folicular
permitiendo que la bomba de vacio aspire el contenido y lo deposite en el tubo cénico de
recoleccion (Held, 2014; Nava & Hernandez, 2005)

3.45.3. Protocolos de la OPU sin terapia hormonal

Segun Watanabe et al. (2017) y Wrenzycki (2018) la OPU al ser un protocolo no invasivo, se
puede realizar sin estimulacion hormonal una o dos veces a la semana, al realizarlo dos veces
por semana se ha demostrado una mayor cantidad de recuperacién de ovocitos de mejor
calidad en comparacion con la aplicacion de una vez por semana, esto es debido a que se
produce la aspiracion de todos los foliculos que se pueden observar, impidiendo como tal el
crecimiento de otro foliculos (Cizmeci, 2022; Qi et al., 2013). Al realizar la OPU dos
veces/semana sin estimulacion hormonal, se puede conseguir alrededor de 130
embriones/afio, dando como resultado el nacimiento de 70 terneros (Merton et al., 2003).

Sin embargo, en donantes de raza Holstein sin estimulacion hormonal se recuperan tan solo

de 4 a 5 ovocitos de calidad, por lo que, debido a este bajo nimero de ovocitos recuperados
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en cada sesion de la OPU, es necesario la aplicacion exdgena de hormonas previo a este

protocolo (Dogan & Yenilmez, 2024)

3.45.4. Protocolos de la OPU con sincronizacion de la onda folicular

En un ciclo estral natural, el total de ovocitos recuperados esta definido por la dinamica
folicular en el proceso de aspiracion, ademas, los foliculos pequefios son idéneos para el
desarrollo de los ovocitos (Ledur, 2013). Sin embargo, estudios realizados como el de
Alvarado et al. (2016) demuestran que, en protocolos de la OPU, el uso de hormonas
exdgenas para el control de la emergencia de la onda folicular, mejora la calidad de los
ovocitos, siendo crucial para el éxito de procedimientos de FIV y produccién de embriones de
buena calidad. Las hormonas que se usan para manipular la dinamica folicular son la GnRH,
los estrégenos y la progesterona (Baracaldo, 2000). Para manipular la duracién de la fase
litea se puede usar PGF;-a y P, (Lamb et al., 2010).

- Benzoato de estradiol: Hormona sintética la cual actia promoviendo el desarrollo y
maduracion de foliculos pequefios a foliculos dominantes capaces de ovular (Wiliams
& Trujillo, 2022), ademas, mejora la respuesta de los foliculos a otras hormonas como
la FSH/LH, facilitando la ovulacion sincronizada en un grupo de vacas (Abdullah,
2000).

- Progesterona: Producida por el cuerpo liteo posterior a la ovulacién, posee un efecto
de mantener la fase luteal del ciclo estral. Cuando es administrada de forma exdgena,
genera un ambiente luteal artificial que produce la inhibicién de la ovulacion (Islam,
2011), el cual al administrar PGF.a, permite la regresiéon del cuerpo llteo, y a su vez,
gue los bovinos reinicien su ciclo estral en un momento controlado (Dutan, 2013).

La sincronizacién de la onda folicular para protocolos de la OPU puede ser realizada mediante
una forma mecanica conocida como ablacién folicular (Bergfelt et al., 1994) y a través de
tratamientos farmacoldgicos combinados como E, y P4 (Cavalieri et al., 2004). Existen
diferentes estudios que comprueban la eficacia de estas dos técnicas de sincronizacion de la
onda folicular, presentando diferentes resultados en cada método.

Un estudio realizado por Romero (2019) compara tres tratamientos: la ablacién de foliculos >
5 mm, la aplicacion de GNRH (Gonadorelina 250 mg), y la aplicacion de 2 mg de E», en el
cual evidencia que la ablacion folicular permite obtener mayor COC'’s de calidad A, en relacion
a los otros tratamientos, mientras que, Solis et al. (2012) evidencia que no existe diferencia
significativa entre ablacion folicular y aplicacion hormonal en la cantidad y calidad de COC'’s

recuperados.
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No obstante, Quispe (2016), Ledur (2013) y Ayala et al. (2020) demuestran que el uso
combinado de Ezen dosis de 2,0 — 2,5 mg con P4en dosis desde 0,5 g hasta 1,38 g en forma
de dispositivo intravaginal (DIV), permite la atresia tanto del foliculo dominante como de los
subordinados, dando lugar a un desarrollo sincrénico de la onda folicular en promedio a los

3,2 dias, siendo este el mas eficiente para protocolos de la OPU.

3.45.5. Protocolos de la OPU combinados con sincronizacion de la onda folicular y

estimulacién hormonal

Durante las ondas foliculares, en el ciclo estral una cohorte se recluta para la posterior
seleccion de un solo foliculo dominante destinado a ovular, y, en caso de presentarse apto,
desarrollarse en un embrion, sin embargo, a lo largo de este transcurso gran parte de esta
cohorte inicial sufren un proceso de atresia. Los protocolos de estimulacion ovarica se
desarrollaron con el objetivo de “rescatar’ estos foliculos destinados a atresiarse, todo esto
para emplear los ovocitos obtenidos en biotecnologias reproductivas como la OPU y la FIV
de los COC’s recuperados para su posterior transferencia (Restrepo et al., 2011).

La estimulacién ovarica pretende alcanzar una respuesta supra fisiolégica aumentando la
cantidad de COC'’s obtenidos y por ende el nimero de embriones transferibles, ademés busca
evitar oscilaciones hormonales (LH) que provoguen una ovulacién temprana, afectando la
obtencion de los COC's, y, por ultimo, pretende provocar la maduracion folicular a través de
farmacos que favorezcan el reclutamiento y la maduraciéon de los foliculos presentes en las
ondas de crecimiento (Martinez, 2023).

Dentro de los métodos para la estimulacion hormonal ovarica se puede destacar la
administracion de gonadotropina coriénica equina (eCG) o la FSH en diferentes protocolos
(Bols & Stout, 2018; Mapletoft & B6., 2012)

> Gonadotropina coriénica equina (eCG)
La gonadotropina coriénica equina (eCG) es una hormona producida por el endometrio de las
yeguas gestantes, esta molécula posee una gran cantidad de carbohidratos (45%) en su masa
(acido sialico) lo que le proporciona una vida media extensa, alcanzando los 3 dias en sangre.
Esta hormona se usa para optimizar los procesos reproductivos de novillas y vacas tanto
lecheras como carnicas, la eCG se une a los receptores foliculares de FSH y LH demostrando
actividad similar a estas dos hormonas en el ganado, impulsando el desarrollo folicular e
incrementando de esta manera la respuesta ovarica al momento de la aspiracion (Baruselli et
al.,, 2012) & (Baruselli et al., 2023). En un estudio realizado por Carvalho et al. (2021) se

demostrd que la administracion de 400 Ul de eCG aumento el diametro folicular y
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el nimero de los foliculos > 3mm, incrementé la cantidad de ovocitos totales y mejor6 el
namero de ovocitos viables. Esto concuerda con Ribas et al. (2018) quienes demuestran que
la administracién de 800 Ul de esta hormona aumenta la proporcion de foliculos medianos y
grandes. A pesar de estos aciertos, existen estudios que discrepan en cuanto al uso de eCG,
donde coinciden en que los efectos positivos en el aspecto morfolégico folicular no superan
a la FSH, declarando que esta Ultima resulta una mejor alternativa que la eCG para el

tratamiento previo a la OPU (Sendag et al., 2008).

> Hormona foliculo estimulante (FSH)
Hormona indispensable para la regulacion de la fisiologia reproductiva, especialmente en
protocolos de la OPU, su administracién exdgena maximiza la producciéon de ovocitos viables
para programas de reproduccion asistida. A pesar de que la FSH estimula el crecimiento y
maduracién de los foliculos ovéricos (Lopez et al., 2007), por si sola ejerce un efecto poco
favorable para la adquisicién de una competencia apta dirigida al desarrollo de los ovocitos,
debido a que fomenta el desarrollo folicular apresurado, lo que podria conllevar a una
maduracién asincronica entre el foliculo y el ovocito. Como una solucion a este inconveniente
se ha reducido el uso de FSH durante las fases terminales del crecimiento folicular,
reemplazandola asi con la LH exdgena, lo que permite la obtencion de ovocitos con una mejor
calidad (Ayala et al., 2020), por lo cual la combinacién de FSH/LH es necesario para
sincronizar el crecimiento folicular y la ovulacién, asegurando la maduraciéon de mudltiple
foliculos y la ovulacion de los foliculos seleccionados al mismo momento, mejorando la tasa

de éxito en la recuperacion de ovocitos de calidad A y B (Thatcher et al., 2001).

3.45.6. Vias de administracién de la hormona foliculo - estimulante (FSH)

Gran parte de los protocolos de estimulacion ovarica se basan en el tratamiento con FSH
previa a la OPU, lo que promueve el desarrollo de una poblacion folicular uniforme (Baruselli
et al., 2023). A consecuencia de la vida media corta de la FSH la respuesta a la estimulacién
ovarica se ve afectada por la via de administracién de la hormona y no debido a la cantidad
de FSH suministrada (Ciftci & Dinc, 2023).

> FSHintramuscular convencional
Consiste en la administracion de dosis repetidas decrecientes o en igual proporcion de FSH
previo a la OPU durante 2 a 4 dias, en intervalos de 12 horas entre aplicaciones (Baruselli et
al., 2023; Bols & Stout, 2018; Ciftci & Dinc, 2023). Da Silva et al. (2016) encontraron que los

protocolos con 200 mg de FSH IM divididas y repartidas en igual cantidad en 4 y 6 dosis
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disminuy6 el numero de foliculo menores a 6 mm y aumento la cantidad de foliculos entre 6
y 10 mm, lo que concuerda con Cech et al. (2002), quien administré en dosis decrecientes
durante 3 dias 80 y 40 Ul de FSH, demostrando la disminucién de los foliculos pequefios y el
incremento de los foliculos medianos y grandes, reflejandose a su vez en un nimero mayor

de ovocitos aspirados.

> FSHintramuscular mas adyuvante
Se basa en la aplicacién de una Unica dosis de FSH (Vieira et al., 2016) o una dosis IM dividida
en 2 administraciones (a las 48 horas) combinada con un polimero biodegradable, entre los

adyuvantes mas usados se encuentran:

- Acido Hialuronico: Las soluciones de hialuronano (10 mg/mL), son sustancias que
permiten la liberacién lenta de la hormona sostenida durante varios dias (Tribulo et
al., 2012). Vieira et al. (2016) reportan que la administracion en dosis Unica de 200 Ul
de FSH junto con hialuronato iguala en cuestion de COC’s obtenidos y viables al
protocolo convencional anteriormente descrito, pudiendo disminuir con esta opcién el
estrés de los animales debido al manejo constante (Ciftci & Dinc, 2023).

- Oxihidroxido de aluminio: Se describe también el uso de gel de hidréxido de aluminio,
este componente es usado ampliamente como adyuvante, presenta baja viscosidad y
se administra en monodosis junto con la FSH por via IM (Ongaratto et al., 2020). En
un estudio realizado por Kimura (2016) se emple6 30 mg de FSH combinado con 5
mL de hidroxido de aluminio, se evidencio la absorcién y liberacion de la hormona de
manera eficaz, y se demostré que los resultados de este protocolo igualaron la
respuesta del método convencional a dosis repetidas.

- Polivinilpirrolidona (PVP): Se basa en la administracién Gnica de FSH disuelta en PVP.
La aplicacion de este adyuvante ya ha demostrado resultados prometedores al
mantener altas concentraciones plasmaticas de FSH, niveles similares a las que
generan las inyecciones multiples decrecientes de la hormona pertenecientes a

protocolos convencionales (Takedomi et al., 1995).

> FSH subcutanea
Se trata de la administracién de una dosis Unica acumulada de FSH via subcutanea en una
region con acumulacién de grasa, ya sea detras del hombro o en el cuello, para crear un
proceso de liberacion lenta de la hormona a causa del tejido adiposo localizado. Este método

produce una buena respuesta ovarica, sin embargo, la reaccién a este protocolo parece ser

Kimberly Elizabeth Montaleza Guaman - Carina Graciela Vasquez Luna



UCUENCA 29

totalmente dependiente de la condicién corporal (CC) en la que se encuentre el animal,

mostrandose perjudicial en vacas lecheras como la Holstein (Morera et al., 2022).

3.45.7. Vias alternativas para la administracién de hormona previo a la OPU
> Via epidural

Consiste en la monodosis de FSH/LH via epidural. En el canal epidural de bovinos con una
CC 23 existe una cantidad de grasa que posibilita una liberacién paulatina y constante de la
hormona administrada hacia la circulacion periférica, lo que sugiere una respuesta a la
estimulacion ovérica favorable debido a las altas concentraciones de FSH presentes en las
primeras 50 horas post administraciéon hormonal segun (Ayala et al., 2023). En un estudio
realizado por Sakaguchi et al. (2018) se concluye que la aplicacion Unica de FSH via epidural
genera un desarrollo folicular similar al protocolo convencional, pudiendo mejorar la
productividad de la OPU/PIVE, ademas, Sakaguchi et al. (2022) reportan que esta via de
administracién logra concentraciones mas altas en comparacion con protocolos a dosis
repetidas via IM en vacas Holstein secas, demostrando que este esquema alternativo es

capaz de competir con el estandar.

A pesar de los protocolos mencionados, la respuesta altamente inconsistente en la reaccion
ovarica a la estimulacién hormonal es uno de los factores que mas influye en la eficiencia de
la PIVE. Esto podria explicarse parcialmente a causa de la cantidad variable de foliculos en
las ondas de crecimiento, siendo que los animales con mas foliculos responden mejor a la

estimulacion (Restrepo et al., 2011).

3.45.8. Valoracion de larespuesta a la estimulaciéon ovérica

La estimulacion ovarica a base de hormonas como la FSH/LH, poseen gran importancia en
el protocolo previo a la OPU, debido a que actdan de forma sinérgica (Baruselli et al., 2023)
para inducir la maduracién simultdnea del foliculo y ovocito, con el fin de obtener gametos de
buena calidad (Restrepo et al., 2011). Sin embargo, en la valoracién de la estimulacion ovéarica
influye de forma considerable la dosis de hormona administrada y el intervalo de tiempo de la
misma. En el estudio realizado por Morera et al. (2022), menciona que el rendimiento en la
OPU sin estimulacion hormonal fue de 30,68%, mientras que con estimulacidon hormonal a

base de FSH/LH fue de 44,62%, evidenciando la necesidad de implementacién hormonal.
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Por otra parte, la ecografia transrectal consiste en una técnica necesaria para evaluar la
respuesta a la estimulacion ovérica, ya que a través de esta se puede monitorear el desarrollo
y cantidad de los foliculos durante el protocolo de la OPU (Romero, 2019). Esta técnica se
usa en dos instancias, previo a la OPU y durante la OPU, para visualizar el nimero de foliculos
antrales del bovino, cabe mencionar que al aplicar FSH/LH, no predispone a un mayor nimero
de foliculos, ya que esto esta determinado genéticamente, su objetivo es estimular el
desarrollo de los foliculos en un momento dado (Supliguicha, 2024). Un estudio realizado por
Samaniego (2017) evidencié una aspiracion de 61 foliculos con una tasa de recuperacion de
80,3% en un protocolo con estimulacion hormonal a base de FSH/LH, mientras que, sin
estimulacion se aspiré unicamente 36 foliculos con una tasa de recuperaciéon de 66,7%, por

lo que, se obtiene una mayor recuperacion aplicando esta estimulacion.

Ademas, la valoracion de protocolos con estimulacién ovarica no sélo se limita a la cantidad
de foliculos recuperados, sino que también posee un efecto directo en la cantidad y calidad
de COC’s recuperados. Segun Ayala et al. (2020) la estimulacion con FSH/LH permitio
obtener 2,4 veces mas de COC’s que en aquellos que no se estimularon hormonalmente.
Otro marcador eficiente pero indirecto estéa relacionado con los blastocistos, De Roover et al.
(2008) menciona que la estimulacion con gonadotropinas aumenta la tasa de desarrollo de

los blastocistos, obteniendo un promedio de 29% con estimulacion y un 18% sin estimulacion.

3.45.9. Valoraciéon delos complejos cumulo-ovocito
Para la valoracién de los COC'’s generalmente se utilizan criterios morfolégicos, que se basan
en la evaluacion del nUmero de capas y compactaciéon de las células del cimulo o6foro; asi

como en la homogeneidad y tonalidad del citoplasma (Estrella et al., 2017).

De esta forma los COC’s se clasifican en: A = ovocito de apariencia compacta, con >4 capas
de células del cimulus, citoplasma granular uniforme y transparente; B = ovocito con 1 a 3
capas de células del cumulus que cubren la zona pellcida, con citoplasma opaco, total o
parcialmente homogéneo y finamente granulado; C = ovocitos totalmente denudados, y/o
citoplasma con zonas oscuras irregulares y D = ovocitos deformados con células de la
granulosa que cubren parcial o totalmente la zona pelicida o completamente expandidos con

cumulus disperso y descolorido (Samaniego et al., 2017).
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4. Materiales y métodos

4.1. Materiales

4.1.1. Materiales biologicos

e Hormonas
o FSH-LH (Pluset®, Calier, Buenos Aires, Argentina)
o Benzoato de estradiol (Gonadiol®, Zoetis, Buenos Aires, Argentina)
o Cloprostenol (Ciclase DL®, Zoetis, Buenos Aires, Argentina)

e Vacas de genotipo Holstein mestizo

4.1.2. Materiales quimicos

o Gel

e Alcohol 70%

e Medio de recoleccidn (suero fisioldgico enriquecido con Polivinilalcohol al 1%)

e Lidocaina (Roxicaina® 2%, Ropsohn Therapeutics S.A.S, Bogota, Colombia)

e Xilacina (Dormi-xyl® 2%, Agrovet Market S.A, Lima, Per()

e Implantes de progesterona (Dispositivo Intravaginal Bovino (DIB)®, Zoetis,
Buenos Aires, Argentina)

e Heparina (Heparina sodica, Sanderson S.A, Santiago, Chile)

4.1.3. Materiales de campo

e Jeringasdel, 3,5,10y 20 ml.

e Guantes Nitrilo

e Guantes de chequeo ginecolégico

e Pafiitos himedos

e Aplicador de implantes de progesterona

e Agujas desechables 18 G 1%, 21G 1 %

e Tubos conicos ™ 50ml

e Recipientes

e Toallas desechables

e Equipo de ultrasonido (ProSound2®, Aloka, Tokio, Japon)
e Transductor sectorial

e Porta sonda de ultrasonido

e Bomba de Aspiracién (WTA BV 003D, Sao Paulo, Brasil)
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e Sistema de Guia de Aguja
e Filtro EMCON (Zona™ Agtech, Nueva York, EUA)

4.1.4. Materiales de laboratorio

e Pipetas automaticas

e Puntas de pipetas automaticas

e Placas Petri cuadriculadas

e Placas Petri 90 mm,30 mm

e [Estéreo microscopio (SMZ 745, Nikon, Japon)
e Jeringas

e Platina de térmica

e Filtro celular (100 pm)

4.2. Métodos

4.2.1. Areade estudio

El estudio de campo se llevé a cabo en una sola granja comercial “La Zelanda” (Latitud: -
3.0942718; Longitud: -79.0895315) ubicada en la parroquia Victoria del Portete a 2 685 m
s.n.m. Presenta una temperatura promedio de entre 9 a 20 °C y una precipitacion anual de
677mm.

Figura 4. Ubicacién de la granja comercial "La Zelanda" fuente: https://earth.google.com.
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El procesamiento, andlisis y clasificacion de los COC’s colectados en cada sesion de la OPU
se realiz6 en el Laboratorio de Biotecnologia de la Reproduccion Animal de la Facultad de

Ciencias Agropecuarias, de la Universidad de Cuenca, ubicada en la granja “Irquis”.

Granja "Irqu4§!'@niversidad de Cuenca

&

>

Figura 5. Ubicacién de la granja experimental “Irquis” fuente: https://earth.google.com.

4.2.2. Unidad experimental

En el estudio se utilizaron ocho vacas multiparas de genotipo Holstein mestizo con una edad
entre 4 - 6 afios, peso promedio de 600 kg y una condicién corporal de entre 2,50 a 3,00

segun la escala del 1 al 5 descrita por Edmonson et al. (1989).

4.2.3. Disefo experimental

La investigacion fue de caracter experimental, donde se valoré el efecto de la hormona FSH
- LH en proporciones similares sobre el nimero y tamafio folicular; asi como la calidad y
cantidad de COC'’s recuperados en cada una de las sesiones de la OPU. Para ello, ocho

vacas se asignaron al azar a uno de los siguientes grupos experimentales:
TO= Testigo
T1= Administracion de 250 Ul de FSH, via epidural

Las variables dependientes valoradas fueron:
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e Numero y tamafio de foliculos >3 mm presentes el dia de la OPU.

e Numero y calidad de los COC’s recuperados en cada sesion de la OPU.

4.2.4. Metodologia

Protocolo del tratamiento cero (TO)

El dia cero del protocolo los animales recibieron 2 mg de benzoato de estradiol via IM mas
25 mg de prostaglandina (IM), y un dispositivo intravaginal de 0,50 g de progesterona (DIV).
Al dia 4 se aplico solucioén fisiolégica via epidural como placebo. El dia 6 se retir6 el DIV y se

realizé el recuento de los foliculos antrales (RFA) y la OPU. (Fig.1).
Protocolo del tratamiento uno (T1)

Los animales de este tratamiento recibieron el dia cero 2 mg de benzoato de estradiol (IM)
mas 25 mg de prostaglandina (IM), y un dispositivo intravaginal de 0,50 g de progesterona
(DIV). En el dia 4 se administr6 250 Ul de FSH-LH (Pluset®). El RFA y la valoracion de su

tamario fue realizado el dia 6 del protocolo previo a la OPU.

BE + PG PL OPU
TO=Testigo DIV
DO D4 D6
BE + PG Pl B OPU
T1=Tratamiento DIV
DO D4 D6

Figura 6. Tratamientos utilizados en el experimento. TO= protocolo testigo. T1= protocolo
alternativo via epidural. BE= benzoato de estradiol PG= prostaglandina. PL= placebo. DO=
dia cero. D4= dia 4. D6= dia 6. DIV= dispositivo intravaginal. FSH= FSH-LH 250 Ul. OPU=

la aspiracién ecoguiada.
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4.2.5. Valoracion del numero y tamafio de foliculos

La determinacién del numero de foliculos se realizé previo a cada sesiéon de la OPU (dia 6)
mediante ultrasonografia transrectal utilizando un ecégrafo en modo B en tiempo real
acoplado a una sonda lineal de 7,5 MHz (Aloka ProSound2®, Japon), para lo cual se utilizo
la metodologia descrita por Ayala et al. (2020). Brevemente, en el ovario derecho se realizo
un barrido latero-medial, dorso ventral y luego se aplicé el mismo procedimiento en el ovario
izquierdo. Se determiné el tamafio medio de cada grupo de foliculos antrales > 3mm, y para
el andlisis estadistico se organizé en tres grupos: a) foliculos entre >3 y 5 mm (grupo 1); b)

foliculos >5 y <8 mm (grupo 2) y c) foliculos mayores a >8 mm.

4.2.6. Laaspiracién folicular transvaginal ecoguiada (OPU)

Los animales se colocaron en la manga de acuerdo con las normas de bioseguridad, tanto
del operador como del animal. El &rea perianal y vulvar de la vaca fue lavada con una solucién
de yodo con agua. Luego se aplicd por via epidural una mezcla de lidocaina al 2%
(Roxicaina®) y xilacina al 2% (Dormi-xyl® 2%). Los ovarios se examinaron mediante
ecografia. Luego se continué con la aspiracion transvaginal de los foliculos utilizando un
escaner de ultrasonido portatil (Aloka Prosound 2®, Jap6n), equipado con un transductor
sectorial de 5 mega Hertz (MHz), ensamblado en un soporte de sonda. Para la puncién se
utilizaron agujas hipodérmicas desechables (marca Nipro), de tamafio 18G 1 x %2y de 21G 1
X %, conectada en un extremo a un tubo cénico de 50 mL y el otro a una bomba de vacio

(WTA BV 003D, Brasil) con una presion entre 70 mm de mercurio (mm/Hg).

4.2.7. Valoracion delacalidad de COC’s colectados en la OPU

Luego de cada sesion los tubos cénicos con capacidad de 50 ml se llevaron al laboratorio
para su procesamiento, en primera instancia se realiz6 un lavado mediante un filtro EmCon
(Zona™ Agtech, EUA) y posteriormente el contenido fue transferido a una placa Petri de 90
mm. La busqueda y clasificacion de los COC’s se realizé en un estereoscopio (SMZ 745,
Nikon, Japoén), en base a los criterios previamente descritos (De Loos et al., 1989).
Brevemente, COC'’s de calidad A: apariencia compacta, con multiples capas (mas de 4 capas)
de células del cumulus, citoplasma granular uniforme y transparente; calidad B: con 1 a 3
capas de células del camulo que cubrian la zona pellcida, con citoplasma opaco, total o
parcialmente homogéneo y finamente granulado; calidad C: parcial o totalmente denudados,
citoplasma con areas oscuras irregulares; calidad D: células del cumulo completamente
expandidas y decoloradas. Finalmente, los COC’s fueron agrupados en aptos (calidad A y B)

y no aptos (calidad C y D) segun lo descrito por Ayala et al. (2020).
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Figura 7. Clasificacion de COC'’s (Held, 2014).

43. Andlisis estadisticos

Los datos se procesaron en Excel y luego fueron analizados en el programa estadistico
SPSS® version 25. La normalidad de los datos se evalué mediante la prueba de Shapiro-
Wilks. Los datos que no presentaron normalidad fueron transformados mediante Logl0, y
luego aplicados a la prueba de T de Student para el andlisis de las variables cuantitativas. El
analisis de la relacion porcentual de recuperacion y calidad de COC’s fue evaluada mediante
la prueba de Chi cuadrado. Se consideré una diferencia estadistica entre tratamientos cuando
el valor de p-value fue <0,05. Los resultados fueron exhibidos en gréaficos.

Kimberly Elizabeth Montaleza Guaman - Carina Graciela Vasquez Luna



UCUENCA 7

5. Resultados y discusion

Resultados poblacionales del recuento folicular, cantidad y calidad de complejos

cumulo-ovocito

Se realizaron dos sesiones de la OPU a ocho animales distribuidos de forma equitativa y
aleatoria en los dos tratamientos (TO= testigo y T1= tratamiento al cual se administré 250 Ul
de FSH/LH via epidural), llegando a observar un total 295 foliculos en las dos sesiones de la
OPU realizadas. De este total, el 53,2% perteneci6é a TOy el 46,8% a T1.

Al agrupar el total de foliculos visualizados en los dos tratamientos segun su tamafio (grupo
1: >3 hasta 5 mm); (grupo 2: >5 hasta 8 mm); (grupo 3: >8 mm), se pudo determinar que los
animales evaluados presentaron un 40% de foliculos pequefios, los cuales fueron ubicados
dentro del grupo 1, seguido de un 18% de foliculos medianos establecidos dentro del grupo
2,y los foliculos con tamafio superior a 8 mm llegaron a representar el 41%, situandose en el

grupo 3.

Luego de las dos sesiones de la OPU se definié un porcentaje de recuperacion general de
66,1% (195 COC’s), sin considerar los tratamientos, estos resultados concuerdan con
Ongaratto et al. (2020) quienes evidenciaron una recuperacion del 67% en vacas Angus
multiparas no lactantes. Sin embargo, nuestros hallazgos contrastan con los resultados
reportados por Morro et al. (2018), quienes al realizar recuperacién de COC’s en una vaca
Parda Alpina y una Holstein reportan un 56,6% de efectividad, resultado que concuerda con
lo descrito por Alvarado et al. (2016) en su trabajo en vacas Holstein (56,2%). La variabilidad
de estos porcentajes puede tener relacion con el factor individual del animal, raza, presion de
vacio utilizada durante la OPU, diametro de aguja, tamafo folicular, frecuencia de las
maniobras de aspiracion o la experiencia del técnico (Alvarado et al., 2016; Ciftci & Dinc,
2023; Ongaratto et al., 2020; Ruiz, 2010).

Al clasificar estos COC’s se determind que el 13,6% fueron considerados de tipo A, el 48,2%
de tipo B, de tipo C un 23% y de tipo D un 15,2%, al agrupar en aptos y no aptos para la
produccion de embriones in vitro (PIVE) se establecié que el 61,8% fueron idéneos para
ingresar a este proceso. A diferencia del estudio reportado por Ayala et al. (2020) se
obtuvieron un 21,17% de COC'’s tipo A, 29,01% tipo B, 29,80% tipo C y 16,47% tipo D,
considerandose un 50,19% aptos (A y B) para la PIVE, valor que es inferior al establecido en

el presente trabajo.
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5.1. Resultados del objetivo 1

5.1.1. Recuento y tamafio de foliculos antrales

Se ha descrito que la poblaciéon folicular en un animal es repetible y heredable, ligada a su
caracteristica individual (Burns et al., 2005). Partiendo de este principio fisiolégico nos
permitimos mencionar que los resultados obtenidos en cuanto al niUmero de foliculos antrales
observados el dia de la OPU, tanto en TO (19,6 + 3,02 foliculos) como en T1 (17,3 + 0,83
foliculos), fueron similares (p= 0,462; Fig. 8; Panel A), estos datos concuerdan con estudios
anteriormente realizados en novillas Holstein donde se observé valores similares entre el
tratamiento (23,10 £ 4,40) y el testigo (21,50+3,56; Ciftci & Dinc, 2023).

Sin embargo, los animales que recibieron 250 Ul de FSH/LH (T1) mostraron un foliculo dos
veces mas grande (9,0 + 0,18 mm) que los observados en los animales de TO (4,6 + 0,20
mm), con diferencia entre tratamientos (p<0,0001; Fig. 8; Panel B), esto concuerda con Ayala
et al. (2020) en donde el tamafio folicular medio el dia de la OPU en el grupo tratamiento (500
Ul FSH/LH via IM) duplica el tamafio de los foliculos con respecto al grupo control, el cual no
recibié estimulacion hormonal, esto demuestra una respuesta positiva a la estimulacion

ovarica.
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Figura 8. Media y error estandar del numero de los foliculos observados el dia de la OPU
en TOy T1 (Panel A). Tamafio de los foliculos visualizados el dia de la OPU en los dos
tratamientos (Panel B). Prueba de T de Student al 5%. ns= no hay diferencia entre

tratamientos. *= diferencia entre tratamientos.

5.1.2. Clasificaciéon de los foliculos antrales en grupos segun su tamafio

Los foliculos registrados de los animales de TO y T1 fueron clasificados en tres grupos de
acuerdo con su tamafio (grupo 1: 3-5 mm; grupo 2: 5-8 mm; grupo 3: >8 mm). En TO el dia
de la OPU mostraron un 75,2% de foliculos con tamafios menores a 5 mm (grupo 1), ademas,
de un 22,3% de su poblacion folicular tenian tamafios que fluctuaban entre 5-8 mm y no
presentaron foliculos con tamafios sobre los 8 mm. Esta clasificacion fue definida por el
proceso fisioldgico que se produce al utilizar P4 + E; como factor de reinicio de onda folicular,
el cual produce su efecto en 4 dias a partir de su aplicacion (Mapletoft & B6, 2012). En base
a este principio y considerando que los foliculos al entrar en la fase de reclutamiento tienen
un tamafio entre 4 y 5 mm (Filipiak et al., 2016), se colocaron en el primer grupo foliculos <5
mm, mientras que en el segundo grupo se ubicaron foliculos entre 5-8 mm, correspondientes
a la fase de seleccion, y en el tercer grupo se dispusieron los foliculos > 8 mm, tamafio que
corresponde a la fase de dominancia (Morotti et al., 2018). A su vez, estudios realizados como

el de Aguila et al. (2020) recomiendan aspirar foliculos con un tamafio entre 6-10 mm, esta
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aseveracion fue corroborada por Estrella et al. (2017) quienes durante las sesiones de la OPU
visualizaron foliculos entre 4 y 8 mm obteniendo mayor niumero y calidad de COC'’s. Por lo
tanto, existe evidencia cientifica que demuestra una relacion directa entre el tamafio del

foliculo y la calidad de los COC’s.

Por el contrario, los animales que recibieron 250 Ul de FSH/LH 48h antes de la OPU, de su
total de poblacién folicular mostraron un 85,5% con un tamafo superior a 8 mm, y apenas el
14,5% presentaban entre 5-8 mm, sin evidencia de foliculos pequefios con tamafios entre 3-
5 mm (Fig. 9). Estos resultados son similares a los obtenidos por Vieira et al. (2014), los cuales
al haber realizado estimulacién ovarica a base de FSH en dosis de 200 mg IM, obtuvieron
una mayor visualizacion de foliculos medianos (55,1%) y grandes (36,2%), demostrando de
esta manera que el uso de la FSH permite el crecimiento de los foliculos a corto plazo. Esta
informacion fue corroborada por Sakaguchi et al. (2018) al utilizar FSH/LH como factor de
estimulacion ovérica, usando una diferente via de administracién (via epidural), con el
proposito de ralentizar la vida media de esta hormona. Farias et al. (2023) describen que al
aplicar esta hormona via epidural permite una liberacién paulatina y constante comparada
con la administracion IM, manteniendo altos niveles de FSH durante las primeras 50 horas
post aplicacién. A pesar de ello, el crecimiento excesivo que obtuvimos compromete la
cantidad de los COC'’s recuperados, ya que reduce su tasa de recuperacion al momento de

la aspiracion (Pytel et al., 2024).

Kimberly Elizabeth Montaleza Guaman - Carina Graciela Vasquez Luna



UCUENCA "

*
100= Ii
< g0 752
<
£ 60~
—]
=
2 40+
2
= 20+
=
0
0 |
T0 T1 0 T1 0 T1

Figura 9. Porcentaje de foliculos presentes en cada grupo (grupo 1: 3-5 mm; grupo 2: 5-8
mm; grupo 3: >8 mm), comparados entre tratamientos TOy T1. Prueba de Chi cuadrado al
5%.

5.2. Resultados del objetivo 2

5.2.1. Recuento de COC’s recuperados

La cantidad de COC’s entre TOy T1 (93 £ 1,85 COC’s y 102 + 0,64 COC'’s respectivamente)
resultaron semejantes (p= 0,459; Fig. 10; Panel A). Sin embargo, en cuanto al porcentaje de
recuperacion, se estableci6 diferencia estadistica entre los grupos estudiados, determinando
un porcentaje de recuperacion de 59,2% + 2,04 en TO y de 73,9%= 2,55 en T1, con una
diferencia de 14,7% +* 3,27 entre grupos (p<0,0001; Fig. 10; Panel B). Resultados similares
reporta Supliguicha (2024), quien evidencia que la administracién via epidural de 250 Ul de
FSH en vaquillas Holstein aumenté en un 17,6% la tasa de recuperacién de COC'’s,
comprobando que el porcentaje de recuperacién de ovocitos incrementa en bovinos
sometidos a un protocolo de estimulacién ovéarica con FSH en comparacion con grupos sin

dicha estimulacion (Morera et al., 2022).
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Figura 10. Media y error estandar del nimero de complejos ciimulo ovocitos (COC’s)
recuperados mediante la aspiracién ecoguiada en TO y en T1 (Panel A). Porcentaje de
recuperacion de COC’s mediante OPU en los dos tratamientos (Panel B). Prueba de T de
Student al 5%. ns = no hay diferencia entre tratamientos. *= diferencia entre tratamientos.

5.2.2. Clasificacion de los COC’s recuperados en grupos segun su calidad

Al categorizar los COC’s recuperados segun su calidad; tipo A, B, C, y D, los resultados
obtenidos en TOy en T1 fueron de tipo A (1,1 £0,3; 2,1 £0,7) tipo B (4,1 £0,8; 7,2 £ 0,9) tipo
C(3,2+0,6;2,1+0,5) ytipoD (2,6 £0,7; 1,0 £ 0,4) respectivamente; por lo que, se evidencio
diferencia entre tratamientos en los de tipo B (p= 0,029), mientras que, en los de tipo A, Cy
D, los resultados fueron similares (p= 0,255; p= 0,217; p= 0,075) de forma correspondiente

(Fig. 11).
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Figura 11. Media y error estdndar del nimero de COC’s clasificados en cada uno de sus
tipos: A, B, C y D, comparados en TO con T1 obtenidos en la OPU. Prueba de T de Student

al 5%. ns= no hay diferencia entre tratamientos. *= diferencia entre tratamientos.

5.2.3. Clasificacion de los COC’s recuperados en aptos y no aptos

La clasificacion de los COC’s segun su calidad (A, B, C y D) permitié reunir en dos grupos,
aptos (Tipo Ay B) y no aptos (Tipo C y D). Se registrd que el porcentaje de COC'’s aptos de
T1 (72,4 £ 4,9) fue mayor a los obtenidos en TO (48,3 + 4,2), a diferencia de los no aptos, en
los cuales el resultado en TO (51,6 * 4,2) fue superior a T1 (26,5 + 5,0) (Fig. 12).

El porcentaje de COC’s aptos fueron mayores a los de Samaniego et al. (2017), en el cual
obtuvieron 65,3% de tipo Ay B usando 500 Ul de FSH/LH, y de igual forma fueron superiores
a los recuperados por Restrepo et al. (2011) ya que al haber usado en menor proporcion la
dosis de LH (16%) con respecto a la FSH (84%) se obtuvieron en mayor proporcion COC’s
de menor calidad (Tipo C en un 60%), estos resultados demuestran indirectamente que la
utilizacién en dosis bajas de LH produce un desarrollo asincrénico entre el foliculo y el ovocito,
lo cual se corregiria al usar en proporciones similares de FSH/LH segun lo describe Ondiz &

Ruiz (2011).
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Figura 12. Porcentaje de COC'’s aptos y no aptos obtenidos en TOy T1. Prueba de T de

Student al 5%. ns= no hay diferencia entre tratamientos. *= diferencia entre tratamientos.
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6. Conclusiones

La estimulacion ovérica con 250 Ul de FSH/LH via epidural 48h antes de la OPU, no altero el
namero de foliculos antrales presentes el dia de la aspiracion ecoguiada, sin embargo, esta
accion hormonal provocé un crecimiento del foliculo a un tamafio superior a 8 mm
considerado como deseable para la recuperacion de COC’s aptos para la PIVE, esto fue
evidenciado al obtener mayor recuperacion de COC'’s al utilizar estimulacién ovarica, lo cual
permitié obtener 1,5 veces mas COC'’s aptos para PIVE. Por lo tanto, la via epidural puede
ser utilizada de forma confiable para la administracion de FSH/LH, con resultados alentadores

comparables a los obtenidos a vias convencionales en dosis altas y consecutivas.
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7. Recomendaciones

¢ Debido a las limitaciones logisticas y presupuestarias, se considera interesante volver a
realizar el estudio, pero con la terminacion en PIVE.

e A pesar de los resultados alentadores obtenidos, se sugiere implementar nuevas
investigaciones con diferentes dosis y tiempos de crecimiento folicular.

e Considerando la altura de las ganaderias en las cuales se realizd el presente trabajo,
seria pertinente evaluar diferentes presiones para la OPU, con el fin de estandarizar una

presién para la aspiracion de foliculos mayores a 8 mm en estas condiciones ambientales.
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9. Anexos

Anexo A: Seleccion de donadoras.

Fuente: Autores
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Anexo B: Recuento de foliculos antrales.

Fuente: Autores

62

Kimberly Elizabeth Montaleza Guaman - Carina Graciela Vasquez Luna



UCUENCA

Anexo C: Preparacion del material para la OPU.

Fuente: Autores

Anexo D: Preparacion del medio de recoleccion.

Fuente: Autores
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Anexo E: Insensibilizacion del tren posterior mediante anestesia epidural.

Fuente: Autores

Anexo F: Aspiracion folicular.

Fuente: Autores
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Anexo G: Proceso de recoleccion de estructuras.

Fuente: Autores
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Anexo H: Recuento y clasificacién de COC's recolectados.

Fuente: Autores
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