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1. Introducción
Los protocolos de superovulación han tenido

un rol fundamental en la implementación y el

éxito de los programas de transferencia de embrio-

nes desde principios de la década del ’70. El avan-

ce en la comprensión de la dinámica folicular, la

función ovárica, y las distintas preparaciones de

gonadotropina ha dado lugar a cambios importan-

tes en las estrategias de superovulación utilizadas.

Durante los últimos 15 años el promedio de

embriones transferibles se incrementó de 5,5 a 6,7

a nivel mundial, lo que representa un incremento

del 22%. Este incremento en el número de embrio-

nes transferibles es aún más destacado en algunas

regiones, como por ejemplo Canadá (7,1) y Japón (10,6).

Avances en los tratamientos de superovulación,

como por ejemplo, la habilidad de iniciar los trata-

mientos en momentos predeterminados (8, 10, 33), el

uso de la inseminación artificial a tiempo fijo

(IATF) (11), y la reducción en el número de trata-

mientos de FSH (13, 16, 44) han facilitado la imple-

mentación de los tratamientos de superovulación.

El principal objetivo de los tratamientos de

superovulación es obtener el mayor número de

embriones posibles a través de la estimulación del

desarrollo folicular y la ovulación de dichos folícu-

los conteniendo ovocitos competentes (1). El

número de embriones transferibles está definido

por la respuesta superovulatoria, la tasa de fertili-

zación y el desarrollo temprano del embrión. La

presente revisión tiene como objetivo la discusión

del desarrollo folicular durante los tratamientos de

superovulación y evaluar la duración de dichos

tratamientos como estrategia para maximizar el

potencial de la donante.
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2. Reclutamiento folicular e inicio de
los tratamientos con FSH

Durante la emergencia de la onda folicular, un

número variable de folículos de 3-5 mm son reclutados

en un período de 2 a 4 días (2, 32), como consecuencia de

un incremento en la concentración de FSH 1 a 2 días

antes de la emergencia de la misma (3, 9).

Los receptores de FSH han sido identificados

en folículos antrales pequeños e incluso en folí-

culos preantrales (6, 45), y los mismos son capaces

de responder ante la estimulación exógena con

FSH (27). El desarrollo de ecógrafos con gran

poder de resolución permitió el estudio de la

dinámica de folículos pequeños (1-3 mm),

aumentando nuestro conocimiento acerca del

desarrollo folicular. Los folículos antrales de 1-3

mm se desarrollan en ondas en respuesta a los

incrementos en la secreción de FSH, de manera

tal que el máximo en el número de los mismos

coincide con el inicio en el pico de FSH (30).

Como consecuencia de estas observaciones, el

inicio de la onda ocurre 1-2 días antes en com-

paración con la definición tradicional (basada en

la detección del futuro folículo dominante cuan-

do alcanza 4 mm). Además, el futuro folículo

dominante fue detectado primero con un diáme-

tro de 1 mm 66 hs antes del día definido como

de emergencia folicular, y coincidente con el ini-

cio del pico de FSH. De esta manera, el momen-

to de emergencia de la onda folicular ocurriría

en el día -1 y 9 en ciclos de 2 ondas (Día0=ovu-

lación), y en los días -1, 8 y 16 en ciclos de 3

ondas. La redefinición de la emergencia de la

onda para incluir folículos de menor tamaño

tiene implicancias importantes para la aplica-

ción de los protocolos de superovulación.

La presencia del folículo dominante al inicio del

tratamiento de superovulación trae aparejado una

disminución en la respuesta ovulatoria(14, 26). Como

resultado, es necesario iniciar los tratamientos supe-

rovulatorios con FSH exógena al momento de la

emergencia de la onda folicular para obtener una

óptima respuesta superovulatoria (1, 36). Este concep-

to impulsó el desarrollo de estrategias para sincroni-

zar la emergencia de la onda folicular, através de los

tratamientos con estradiol y progesterona (13) o

mediante la ablación folicular vía transvaginal (8). Un

estudio reciente evaluó el efecto del intervalo entre

la aspiración folicular y el inicio de los tratamientos

superovulatorios (43). El inicio del tratamiento con

FSH 2 días después de la aspiración folicular resultó

en una mayor respuesta superovulatoria en compa-

ración con tratamientos iniciados 1 día después de la

aspiración. Considerando que para la obtención de

ovocitos todos los folículos >3 mm son aspirados, es

posible que el inicio de los tratamientos con FSH un

día más tarde permita a los folículos más pequeños el

tiempo suficiente para alcanzar el tamaño ovulatorio

hacia el final del tratamiento superovulatorio.

Sin embargo, otros estudios indican que los

tratamientos iniciados ante la presencia de un

folículo dominante tienen como resultado la

emergencia de una nueva onda folicular, y la pre-

sencia del dispositivo de P4 por 4,5 días provee el

tiempo suficiente para que la onda folicular indu-

cida alcance el pool ovulatorio. Asimismo, resul-

tados preliminares de un estudio indican que el

inicio del tratamiento superovulatorio, indepen-

dientemente del estado de la onda folicular,

sumado a la extensión del tratamiento (6 días)

superovulatorio no tiene un impacto negativo en

la respuesta superovulatoria o en el número de

embriones obtenidos comparados con el protoco-

lo tradicional de 4 días iniciado a la emergencia

de la onda (12). Sin embargo, cabe destacar que los

resultados fueron numéricamente mayores en el

grupo que recibió el protocolo tradicional de 4

días. Considerando los resultados mencionados,

todavía no es claro si el patrón de ondas puede

ser superado, permitiendo la superovulación

independientemente del estatus de la onda foli-

cular, ya sea rescatando o reclutando folículos

para ser incluidos en una nueva onda.

3. Extensión de los protocolos de supe-
rovulación
3.1. Combinación de eCG y FSH en el tratamien-

to superovulatorio

Basándose en la capacidad de las gonadotrofi-

nas exógenas para modificar el patrón de la onda

folicular, investigadores incluyeron la administra-

ción de eCG al comienzo o al final del tratamien-

to superovulatorio como estrategia para incremen-

tar la respuesta ovulatoria. La administración de

eCG 2 días antes del comienzo del tratamiento

con FSH logró mejoras en el número de ovulacio-

nes(16,1 ± 1,5 vs 12,4 ± 1,4) y embriones trans-

feribles (8,1 ± 1,6 vs 6,5 ± 1,3), aunque las mis-

mas no fueron significativas (15). Asimismo, en

donantes de pobre producción, el uso de eCG al
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inicio, logró un numero significativamente

(P<0,01) mayor de embriones transferibles (3,6 ±

0,6 vs. 1,0 ±0,2) (12).

Una estrategia similar a la mencionada anterior-

mente es el reemplazo de los últimos 2 tratamientos

de FSH con eCG (34, 37). En un trabajo, esta estrate-

gia resultó en un número mayor de folículos alfinal

del tratamiento, y un mayor número de embriones

transferibles en donantes Bos indicus (34). Teniendo

en cuenta la mayor vida media de la eCG, es posi-

ble que esta estrategia tenga como resultado la

extensión del protocolo de superovulación. Sin

embargo, dado que la inducción de la ovulación

ocurre en un intervalo reducido (18 horas) después

del último tratamiento con eCG, no es claro si el

protocolo resulta extendido de manera significativa.

Además, los autores sugieren que el efecto de la

eCG puede ser atribuido a su actividad de LH. De

manera tal de evaluar esta hipótesis, otro estudio eva-

luó la respuesta superovulatoria remplazando las dos

últimas inyecciones de FSH con eCG o LH (37). No se

encontraron diferencias significativas en el número de

folículos al final del tratamiento ni en el número de

embriones. Sin embargo, el tratamiento con eCG

obtuvo un número mayor de ovulaciones en compa-

ración con los tratamientos con LH, indicando que la

actividad FSH es necesaria. En contraposición, no

hubo diferencias entre el grupo con FSH y el que reci-

bió eCG. Hasta el momento no está claro si la inclu-

sión de eCG al final del protocolo de superovulación

genera una extensión significativa en el tratamiento

superovulatorio, y futuros estudios son necesarios

para optimizar la utilización de esta estrategia.

3.2. Extensión del tratamiento con FSH

En un estudio reciente, evaluamos la respuesta

superovulatoria y la producción de embriones en

donantes tratadas con un protocolo de 4 o 7 días

con FSH (23). Vacas cruza Simmental y Hereford

(n=24) fueron categorizadas en base al número de

folículos >5 mm al inicio de la onda folicular y

asignadas aleatoriamente para recibir un protoco-

lo con FSH de 4 o 7 días utilizando la misma dosis

total de 400 mg FSH (Folltropin-V; Bioniche

AnimalHealth). El número de folículos >10 mm

12 horas después de la inducción de la ovulación

fue numéricamente mayor (27,5 ± 4,1 vs. 19,5 ±

2,6; P= 0,11) y hubo un aumento significativo en

el número de ovulaciones (30,9 ± 3,9 vs. 18,3 ±

2,9, P= 0,01) en el grupo tratado por 7 días com-
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parado con el protocolo tradicional de 4 días.

Además, las ovulaciones en el grupo de 7 días fue-

ron más sincrónicas, indicando que los folículos en

este grupo habían alcanzado una mayor madurez y

habilidad para responder al estímulo ovulatorio.

La producción de embriones es presentada en la

Tabla 1. A pesar de que no se encontraron dife-

rencias significativas en el número de estructuras

totales, los embriones fertilizados y embriones

transferibles fueron numéricamente mayores en el

tratamiento de 7 días. Si se eliminan las donantes

que no produjeron ninguna estructura fertilizada,

hubo una tendencia a un mayor número de

embriones transferibles en las donantes tratadas

por 7 días (7,6 ± 1,7 vs. 4,2 ± 1,5, P= 0,07).

Otro estudio reciente (18) evaluó el efecto de la

longitud de la fase de crecimiento folicular, a tra-

vés de un protocolo de superovulación de 7días,

en la tasa de crecimiento, la capacidad ovulatoria

y la competencia del ovocito. Un grupo de vacas

Bos taurus fueron superestimuladas con una dosis

de FSH constante (50 mg/día) durante 4 o 7 días.

Similar a lo ocurrido en el estudio anterior hubo

un aumento significativo en el número de folículos

>10 mm al final del tratamiento en el protocolo

de 7 días (P<0,05). Asimismo, hubo una tenden-

cia hacia un mayor número de ovulaciones (15,4

vs. 11,6) y embriones (6,7 vs. 5,9).

Los embriones fueron colectados 4 días des-

pués de la inseminación y cultivados in vitro, y no

se encontraron diferencias en la capacidad de

desarrollo embrionario entre los tratamientos. A

pesar de las diferencias en la dosis de FSH diaria

y el intervalo entre el retiro del dispositivo de

progesterona y la inducción de la ovulación

(pLH), los resultados fueron similares a los men-

cionados en el estudio anterior (23).

La extensión del protocolo de superovulación a

7 días fue evaluado recientemente para la produc-

ción de embriones in vitro. Vaquillonas Bos taurus

fueron superestimuladas durante 4 o 7 días y se

colectaron ovocitos 24 h después de la administra-

ción de LH (18). El tratamiento de 7 días resultó en

un número mayor de folículos comparado con el

protocolo de 7 días (25,4 ± 5,3 vs. 10,6 ± 2,3, res-

pectivamente), y hubo una tendencia a un mayor-

número de ovocitos colectados. Además, el trata-

miento de 7 días produjo una mayor proporción de

ovocitos con cumulus expandido (90%), mientras

que el tratamiento de 4 días produjo principal-
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mente ovocitos con el cumulus compacto. A pesar

de que la tasa de blastocito fue similar, el protoco-

lo de 7 días produjo un número mayor de embrio-

nes por animal tratado. Estos resultados indican

que la competencia ovocitaria es similar entre los

protocolos de 4 y 7 días, sin embargo al lograr un

mayor número de folículos se incrementó la pro-

ducción de embriones.

Los trabajos citados anteriormente indican que

la extensión del tratamiento, y no la dosis de FSH

utilizada, es responsable por el incremento en la

respuesta superovulatoria. Sin embargo, es necesa-

rio determinar la dosis más adecuada a ser utiliza-

da en este tipo de tratamientos.

4. Desarrollo folicular durante el trata-
miento superovulatorio

La noción de que los tratamientos de superovu-

lación no reclutan nuevos folículos sino que permi-

te a los folículos subordinados alcanzar un tamaño

ovulatorio fue establecida por Adams y col. (5). Con

el objetivo de analizar esta hipótesis evaluamos la

dinámica folicular en un protocolo de FSH de 7 días

comparado con un protocolo tradicional de 4 días
(22). En ambos tratamientos (4 y 7 días), el número

de folículos < 3 mm disminuyó mientras que el

número de folículos >3 y <6 mm aumentó a lo

largo del tratamiento (P<0,01). A pesar, de que los

folículos más pequeños de la onda se encuentran

más atrasados en su desarrollo, la administración de

FSH exógena permitió su crecimiento e incorpora-

ción a las categorías de tamaño mayor.

Además, hubo una correlación negativa entre

el número de folículos < 5 mm y > 5 mm lo que

sugiere que la incorporación de los folículos en la

cohorte no es continua; sino que los folículos más

pequeños incrementaron su tamaño y no fueron

reemplazados por nuevos folículos pequeños (22).

Estos resultados indican que el tratamiento de

superestimulación rescató de la atresia a folículos

antrales pequeños de la onda en lugar de reclutar

más folículos. A pesar de que folículos pequeños

parecen haber sido rescatados en ambos grupos, se

encontraron importantes diferencias en el patrón

de desarrollo de los folículos entre los grupos. En

comparación con el protocolo de 4 días, el proto-

colo de 7 días presentó una disminución en el

número de folículos pequeños y una tendencia a

un aumento en el número de folículos >9 mm a

una dosis acumulada más baja de FSH, y una tasa

media de crecimiento folicular marcadamente

menor. La tasa de crecimiento de los tres folículos

más grandes entre el del tratamiento con FSH y el

momento de la ovulación fue mayor en el grupo de

4 días que en el grupo de 7 días (1,9 ± 0,1 vs. 1,3

± 0,1 mm/día, P<0,01). En conclusión, estos

resultados indican que los folículos en el grupo de

tratamiento de 7 días crecieron a una tasa más

lenta y tuvieron más tiempo para adquirir la capa-

cidad de ovular (23).

Algunos autores han sugerido que el protocolo

tradicional de 4 días no provee suficiente tiempo

para que los folículos maduren y adquieran la capa-

cidad de ovular (17), y los resultados recientemente

obtenidos con la extensión del tratamiento con

FSH apoyan este concepto (22, 23). Por medio de eco-

grafías seriadas, se determinó que el intervalo entre

la emergencia de la onda (con 4 mm) y la ovula-

ción, es de 9-10 días en un ciclo de 2 ondas, lo que

resulta en una tasa de crecimiento de 1,2mm/día
(25). En los ciclos de 3 ondas, el intervalo entre la

emergencia de la onda y la ovulación es de 6-7 días,

con una tasa de crecimiento de 1,5 mm/día (25). Con

la detección ecográfica del futuro folículo domi-

nante con 1 mm; 2-3 días antes de la emergencia

de la onda folicular definida previamente, la tasa

de crecimiento estimada es de 1,1 mm/día (30).

Basado en estos datos, serían necesarios 7 a 8 días

para que un folículo de 1 mm alcanzara el mínimo

tamaño ovulatorio de 10 mm (40). Por lo tanto,

durante el tratamiento de superestimulación, un

folículo de 1mm en el momento del inicio del tra-

tamiento con FSH alcanzaría un diámetro de 8,6 y

10 mm en el momento del inicio del celo con un

protocolo de 4 días y 7 días, respectivamente.

Además, en el tratamiento de 7 días, más folículos

alcanzaron un tamaño ovulatorio y tuvieron una

tasa de crecimiento más lento, similar a la observa-

da en ondas foliculares naturales.

Superar el mecanismo de selección es un factor

clave para la superestimulación; ya que los folículos

subordinados tienen una capacidad disminuida

para sobrevivir ante la disminución en las concen-

traciones de FSH en comparación con el folículo

dominante (5). Al proporcionar apoyo continuo con

FSH, se puede prevenir la atresia de los folículos

subordinados, de tal modo que los mismos adquie-

ren las cualidades de un folículo dominante. Sin

embargo, en un estudio reciente, la expresión géni-

ca en células de la granulosa de folículos sometidos
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a superestimulación, estaba alterada en compara-

ción con células de un folículo dominante de origen

natural (19). La expresión de genes relacionados con

el crecimiento, similar a la etapa previa a la induc-

ción de la ovulación, los que participan en la res-

puesta al estrés oxidativo y genes relacionados con

una alteración en la angiogénesis estaban sobre

expresados en las células de la granulosa de folícu-

los sometidos a un protocolo de superestimulación

con FSH de 4 días en comparación con el folículo

dominante de una onda folicular no estimulada.

La adquisición de receptores de LH en las

células de la granulosa es comúnmente utilizado

como marcador de dominancia y es requisito

fundamental para la adquisición de la capacidad

ovulatoria (7, 40). En un estudio reciente, la expre-

sión de ARNm del receptor de LH fue menor en

células de la granulosa de folículos superstimu-

lados que en folículos de una onda sin estimula-

ción (31). Como resultado, los folículos tiene una

maduración y respuesta a la LH retrasadas

durante la superestimulación con FSH por 4

días en comparación con folículos de una onda

natural (19, 20). Estos hallazgos indican la posibili-

dad de que los protocolos de 4 días no provean

el tiempo suficiente para la adecuada madura-

ción y adquisición de la capacidad ovulatoria

por parte de los folículos.

5. Predicción de la respuesta superovu-
latoria y selección de donantes

La habilidad de predecir la respuesta superovu-

latoria mejoró significativamente con la introduc-

ción de mediciones como el recuento de folículo-

santrales y la medición de hormona antimülleriana

(AMH) (41, 28, 29, 39). Las vacas con recuentos de folí-

culos antrales (> 3 mm) elevados tiene un mayor

número de ovulaciones y producen un número

mayor de embriones en respuesta a la superovula-

ción que aquellas vacas con recuentos bajos (28, 41). El

número esperado de folículos > 5 mm después de

la superestimulación es de aproximadamente 71%

del número de folículos > 2 mm en el momento de

emergencia de la onda folicular. En los protocolos

de 4 días versus 7 días (22), el número de folículos >

9 mm 12 horas después de la administración de LH

fue de 59% frente a 68% del número de folículos >

5 mm al momento de la emergencia de la onda, res-

pectivamente. Por otra parte, el número de folícu-

los > 3 mm en el momento de emergencia de la
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onda representó sólo el 92% y el 74% del número

de folículos > 9 mm 12 horas después del trata-

miento con LH en los protocolos de 4 días y 7 días,

respectivamente. Indicando, que el tratamiento de

7 días permitiría la inclusión al pool ovulatorio de

folículos más pequeños.

Los niveles circulantes de AMH en plasma son

extremadamente variables entre animales, pero

altamente repetibles en el mismo individuo (38).

Asimismo, las concentraciones de AMH se corre-

lacionan con el número de folículos de 3-7 mm (r=

0,79;(39), el número de ovulaciones después de la

superestimulación (r= 0,67), y el número de

embriones transferibles (r= 0,28;(42). Por ejemplo,

las donantes con concentraciones de AMH en el

cuartil superior (> 135,5 pg/ml) produjeron un

mayor número de embriones transferibles que las

donantes en el cuartil inferior (<82,6 pg/ml; 7,2 ±

1,4 vs. 3,1 ± 0,8, p < 0,05, respectivamente) (42).

En este sentido, se ha propuesto un valor de

corte de 87 pg/ml de AMH para la eliminación de

las vacas en las que la superestimulación produci-

ría menos de 15 folículos > 7 mm en el momento

del estro (39). Los folículos antrales pequeños (< 3

mm) producen AMH en niveles comparables a los

folículos de 3-5mm de diámetro (38). Sin embargo, la

correlación entre el número de pequeños folículos

antrales (< 3 mm) y las concentraciones plasmáti-

cas de AMH no se ha sido establecida claramente.

Los avances en la predicción del número de

folículos antrales ofrecen la posibilidad de selec-

cionar donantes con un mayor potencial de pro-

ducción de embriones y la oportunidad de adaptar

protocolos de superovulación para maximizar la

misma en donantes de bajo potencial. Además, las

diferencias en la población de folículos antrales

entre animales deben ser evaluadas cuidadosa-

mente en el diseño de experimentos de superesti-

mulación a fin de minimizar la posibilidad de con-

fusión entre los grupos como resultado de dichas

diferencias en la población folículos antrales.

6. Conclusión
La adición de 2-3 días a un protocolo tradicio-

nal de superestimulación provee un tiempo mayor

para que incluso los folículos más pequeños de una

onda sean rescatados de la atresia y se incorporen

a la cohorte del pool ovulatorio. Por el contrario,

los protocolos tradicionales de superestimulación

de 4 días resultan en una tasa de crecimiento ace-

lerada y una demora en la maduración de folícu-

los. Aunque los protocolos extendidos de superes-

timulación parecen resultar en un mayor número

de embriones transferibles, este tema requiere

muchísima investigación adicional con un mayor

número de donantes y en diferentes circunstan-

cias. Por ejemplo, un estudio preliminar realizado

recientemente en vacas lecheras en lactancia no

encontró diferencias significativas en el número de

ovulaciones y de embriones transferibles entre un

protocolo de 4 y 7 días (35). Es posible que, la utili-

zación de protocolos extendidos en vacas en lac-

tancia requiera de dosis diferentes a las utilizadas

en experimentos previos ganado de carne.

A pesar de los beneficios aparentes, la exten-

sión del protocolo de superestimulación implica

un protocolo más engorroso de implementar debi-

do al aumento del número de tratamientos. Sin

embargo, informes recientes sobre el uso de ácido

hialurónico en la formulación de FSH (44) o la

administración de una FSH recombinante de

acción prolongada (16), son herramientas que podrí-

an utilizarse para simplificar los protocolos exten-

didos. Se necesitan más investigaciones para

determinar la duración óptima del tratamiento de

superestimulación y crear protocolos más fáciles

de usar sin comprometer la respuesta ovárica.

Por último, los protocolos extendidos de super-

estimulación puede proporcionar mayor beneficio

en el caso de donantes con bajo potencial superes-

timulatorio. El uso de los protocolos prolongados

de superestimulación en donantes de bajo poten-

cial puede ayudar en la respuesta superstimulato-

ria al permitir la incorporación de folículos más

pequeños al pool ovulatorio, proporcionando

mayor tiempo para que los mismos adquieran

capacidad ovulatoria.
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