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RESUMEN

El objetivo de esta investigacion fue evaluar la eCG afadida a un
tratamiento superovulatorio con la finalidad de incrementar el nimero de
embriones viables y transferibles. Fueron seleccionadas 20 vacas
donantes Holstein friesian y divididos en dos grupos de 10: Grupo 1.-
Vacas tratadas con (eCG mas Folltropin-V), y Grupo 2.- Vacas tratadas
con (Folltropin-V). Grupo 1.- el dia 0, aplicacion intravaginal del
dispositivo CIDR; mas 3 mg (BE) y (P4) 100mg. IM.; el dia 4, se aplico
Folltropin—V (FSH-p) IM cada 12 horas en dosis decrecientes durante
cuatro dias; el dia 6, se aplico dos veces de PGF2a 2ml IM cada 12 horas;
el dia 7, se retird el implante y se aplicé dos dosis de 200 Ul de eCG cada
12 horas; El dia 8, se inyectd 2,5 ml de (250 ug de Buseralina) y se
insemind 3 veces cada 12 horas. Mientras que el Grupo 2 se procedio de
la misma manera, excluyendo la eCG. El dia 15, se recolectd los
embriones para su evaluacién y clasificacion. Para el andlisis de las
variables cuerpos lateos, total de estructuras colectadas, embriones
transferibles  se utilizo el Analisis de Varianza y Chi-cuadrado;
concluyendo que no hubo significancia estadistica alguna (P> 0.05) y que
la eCG adicionada a folltropin-V no dio la respuesta esperada.

Palabras claves: eCG, superovulacién, donantes, FSH-p, embriones.



ABSTRACT

The objective of this research was to evaluate the eCG added to
superovulatory treatment in order to increase the number of viable
embryos and transferable. 20 donors were selected Holstein Friesian cows
and divided into two groups of 10: Group 1. - Cows treated (eCG more
Folltropin-V), and Group 2. - Cows treated with (Folltropin-V). Group 1. -
Day 0 CIDR intravaginal application, plus 3 mg (BE) and (P4) 100mg. IM.,
The 4th, was applied Folltropin-V (FSH-p) IM every 12 hours in decreasing
doses for four days, the 6th, was applied twice 2ml PGF2a IM every 12
hours, on day 7, retired the implant and applied two doses of 200 IU of
eCG every 12 hours, the 8th, was injected 2.5 ml (250 ug of Buseralina)
and inseminated 3 times every 12 hours. While the Group 2 proceeded in
the same way, excluding eCG. On day 15, the embryos were collected for
evaluation and classification. For the analysis of the variables corpora
lutea, total collected structures, transferable embryos was used Analysis of
Variance and Chi-Square, concluding that there was any statistical
significance (P> 0.05) and that added to Folltropin eCG-V did not the
expected response.

Keywords: eCG, superovulation, donors, FSH-P, embryos.
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| INTRODUCCION

La evolucidon de los conocimientos en la biologia de la reproduccion de
mamiferos en los ultimos afios ha abierto las puertas a la utilizacion de
nuevas biotecnologias en la reproduccion animal, ofreciendo de un lado,
posibilidades a los individuos que en condiciones normales no podrian
reproducirse, y por otra parte, acelerando los esquemas genéticos de
seleccién, ampliando la poblacion de grupos de individuos en un tiempo
mas reducido, obteniendo de ésta manera progresos genéticos en mas

corto tiempo (Hincapie J, 2005).

Con la finalidad de incrementar la tasa reproductiva de la hembra bovina
se desarroll6 la transferencia de embriones hace 20 afos. La experiencia
obtenida en ese tiempo indicé que el efecto de la transferencia de
embriones sobre la multiplicacion de la descendencia es limitado,
consiguiendo con esto disponer de embriones en estadios tempranos

durante su transito uterino (Velez M, 2006).

El uso de eCG que tiene actividad similar a la FSH y LH se utiliza para
incrementar el nimero y la calidad de los embriones para transferir en
fresco o congelar, debido a que tiene una larga vida media en la sangre
permitiendo inducir a la superovulacion en la hembra bovina mediante la
administracion de una dosis Unica entre los dias 8 y 14 del ciclo estral
(Barros & Barcelos, 2008).

A nivel de Sudamerica es muy conocida la técnica de la superovulacion y
transferencia de embriones en vacas, sin embargo no es muy utilizada
debido a que existe un bajo nimero de embriones obtenidos (promedio 5
embriones por lavado), por lo que se desea aplicar este tratamiento bajo
condiciones controladas con el fin de mejorar su eficiencia y disminuir los
costos de cosecha de embriones y hacerle mas rentable para el

ganadero.

Diego Salinas 18
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Para el presente trabajo de investigacion nos planteamos los siguientes
objetivos:

OBJETIVOS:

Objetivo General.

e Evaluar el papel de la gonadotrofina coridnica equina (eCG)
afiadida a un tratamiento superovulatorio con el fin de incrementar

el nimero de embriones viables y transferibles.

Objetivos especificos.

e Comparar el efecto de la adicion de eCG a los tratamientos
superovulatorios con FSH-p (Folltropin-V) en vacas Holstein
friesian.

e Determinar el nimero de cuerpos lliteos en el ovario, el nUmero de
ovocitos-Embrion totales colectados, el nimero y la calidad de

ovocitos fertilizados; y la cantidad de embriones transferibles.

Diego Salinas 19
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Il REVISION DE LITERATURA

2.1. HISTORIA Y SITUACION ACTUAL DE LA OVULACION MULTIPLE
Y LA TRASFERENCIA DE EMBRIONES.

La transferencia de embriones es una técnica por la cual los embriones
son colectados de una hembra donante y transferidos a una hembra
receptora que gesta y pare a los productos. Este proceso requiere el uso
de gonadotrofinas para inducir la superovulacion en la donadora y
sincronizar el ciclo estral de las receptoras para que manifiesten celo al

mismo tiempo (Mosquera, 1994).

Al principio de los afios 70 comenzd el gran interés comercial en la
transferencia de embriones en el bovino y en el afio de 1973 se realiz6 la
primera transferencia exitosa de un embridon congelado y hoy dia se
realizan cientos de miles de obtenciones y transferencias en bovinos
anualmente en todo el planeta. En bovinos el procedimiento es
completamente no quirdrgico y los embriones se pueden mantener
almacenados indefinidamente mediante criopreservacion (Betteridge,
2003).

La transferencia de embriones esta dentro de un marco de mejoramiento
genético y se puede hacer tanto en fresco como también en forma
congelada. El trabajo consiste en superovular vacas élite de alta
produccion, para poder multiplicar esa genética, es decir, consiste en
extraer embriones aun no implantados, del conducto reproductor de la
madre donante (madre genética), por perfusion con un medio apropiado,
para luego depositarlos en el conducto de una hembra receptora (madre
nutricia) de la misma especie, donde se obtiene la gestacién a término
(Mosquera, 1994).

Los avances logrados en el conocimiento de la fisiologia reproductiva en

los ultimos afios han llevado a la simplificacion de los tratamientos
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superovulatorios, pero a pesar de esto el promedio de embriones
transferibles que se obtiene en la actualidad es similar al que se registra
desde hace mas de 12 afios que esta en promedios de cinco embriones
(Hincapie J & Campo, 2005).

La superovulacion es el estimulo hormonal del ovario para aumentar el
namero de foliculos producidos durante el estro, por medio de la
aplicacion de diferentes tipos de hormonas, entre las cuales se destacan
la Hormona Foliculo Estimulante (FSH) y la Gonadotropina Coridnica
Equina (eCG). Con esto se permite que las hembras con un alto mérito
genético tengan un numero de crias superior al normal (Vélez & Santillan,
2002).

El uso de eCG que tiene actividad similar a la FSH y LH se utiliza para
incrementar el nimero y la calidad de los embriones para transferir en
fresco o congelar, debido a que tiene una larga vida media en la sangre
permitiendo inducir a la superovulacion en la hembra bovina mediante la
administracion de una dosis Unica entre los dias 8 y 14 del ciclo estral
(Barros & Barcelos, 2008) (Baruselli P. R., 2004).

Las ventajas de Superovulacibn y Transferencia de Embriones:
Incrementar la produccion de hembras genéticamente superiores.
Acelerar el progreso genético. Recuperacion genética de animales
accidentados o enfermos permanentes de los que pudieran obtenerse
embriones antes de que el animal muera. Conservacion de especies en
extincion. Diagnostico, tratamiento y recuperacion de las funciones
reproductivas de hembras con infertilidad de origen no genético. Control y
prevencion de enfermedades infecciosas. Importacion y exportacion.
Maximizar el uso de semen de alto valor. Ayudar a la aclimatacion de
ciertas razas a distintos medios ambientes. Las desventajas, mas bien,
deben ser consideradas como requerimientos: Condiciones adecuadas,

principalmente  nutricionales. Equipo especial. Personal técnico
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capacitado (conocimiento y experiencia). Sementales y hembras donantes
de alta genética. Falta de prediccibn de resultados en numero de
embriones transferibles por vaca y numero de gestaciones (Mosquera,
1994).

La OMTE (Ovulacion mudltiple y Transferencia de Embriones, es una
biotecnologia nueva, ya que existe datos que en 1980, Walter Heape
transfiri6 embriones de 4 células de una coneja de raza angora acuna de
raza Belga inseminada, donde resulto el nacimiento de cuatro gazapos de
la raza Belga y dos de la raza Angora sin que se reportaran eventos
posteriores en mamiferos hasta los afios 20°s, cuando diferentes
investigadores reportaron la técnica de trasferencia de embriones en

conejos (Betteridge, 2003).

Posteriormente, Warwick y colaboradores realizaron durante los afos
30’s y 40’s un trabajo considerable sobre la transferencia de embriones
(TE) en ovinos y caprinos y fue Unbaugh el primero que reporto un evento
de TE en bovinos el 1949, el obtuvo cuatro prefieces de embriones
bovinos transferidos, pero todas las receptoras abortaron antes de que la

gestacion llegara al término (Mapletoft, 2005).

En 1951, Willet y colaboradores lograron el nacimiento del primer becerro
de un embrion de 5 dias de edad obtenido del rastro. Posteriormente,
Rowson y colaboradores en Cambridge Inglaterra desarrollaron la técnica
de Transferencia de embriones de que posteriormente seria de uso
comercial (Seidel G. , 1981).

En México en los afios 70’s, se inicia con la TE y comenzé el gran interés
comercial en la transferencia de embriones en el bovino y en el afio de
1973 se realiz6 la primera transferencia exitosa de un embrién congelado
y hoy dia se realizan cientos de miles de obtenciones y transferencias en

bovinos anualmente en todo el planeta. En bovinos el procedimiento es
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completamente no quirdrgico y los embriones se pueden mantener

almacenados indefinidamente mediante criopreservacion (Avila, 2009).

En el afio de 1981 en Ecuador la transferencia de embriones comenzo
primero con un sin nimero de ciclo de conferencias en la facultad de
medicina veterinaria y zootecnia de la Universidad Central del Ecuador,
luego en el aflo de 1985 se ejecutaron transferencia de embriones frescos
de ganado vacuno y empezaron a nacer los primeros terneros con este
trabajo. En 1987 dos terneros nacieron en Ecuador como resultado de la

transferencia de embriones congelados (Gorfrey, 1991).

La TE es una industria que ha crecido rapidamente en los ultimos afos,
tanto en el numero de profesionales en el area como el niumero de
donadoras que han sido sometidas al proceso de colecta. Al respecto,) en
el afo 1979 se reportd mas de 1700 prefieces en los Estados Unidos
resultaron de la TE (Seidel G. , 1991).

Recientemente, en el afio 2002, se reporto un total de 538312 embriones
fueron transferidos en todo el mundo. Norteamérica sigue siendo el centro
de actividad comercial de la TE, con mas de 42000 donadoras
superovuladas y mas de 190000 embriones transferidos (35% de los
embriones transferidos mundialmente). No obstante, la OMTE en los EUA
actualmente se encuentra estatica o en declive, lo que ha representado
una oportunidad de expansion en América del Sur, que aporto el 22% de
los embriones transferidos en todo el mundo en el afio 2002, mientras que
Europa y Asia reportaron alrededor del 17% de los embriones transferidos
en el 2002 (Thibier, 2003).

En Canada, segun la Asociacion Canadiense de Transferencia de
Embriones (CETA) mas del 70% de las transferencias de embriones se
realizan en el ganado lechero y aproximadamente el 70% de los
embriones producidos in-vivo son congelados anualmente, de los cuales

22.000 han sido exportados en el 2006. La mayoria de los embriones
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transferidos en Canada son para aumentar la descendencia de hembras
“elite” puro registradas. Este es el mas importante uso de la transferencia
de embriones en este pais, donde de los 122 toros Holandos en el
mercado para IA, 39 fueron producidos por transferencia de embriones
(CETA, 2006).

Brasil, es quiza es uno de los paises sudamericanos donde la actividad de
la OMTE, representa una actividad econémica importante, segun el ultimo
reporte en el afio 2007, de la Sociedad Brasileira de Tecnologia de
Embriones (SBTE), donde a pesar de la creciente produccion de
embriones in vitro se obtuvieron 70000 embriones in vivo, lo que
representa alrededor de 15000 ovulaciones mudltiples al afio. Estos
resultados colocan a Brasil en el escenario mundial de la produccion de

embriones (Sa Filho, y otros, 2010).

En el Pais de México, a pesar de los esfuerzos realizados por introducir la
técnica de ovulacion multiple y transferencia de embriones, han resultado
poco fructiferos ya que solamente una pequefia parte de los productores
bovinos del pais la utilizan de manera cotidiana, quedando solamente en
manos de los productores de pie de cria o ganado de registro que
comercializan embriones o bien semen de animales valiosos (Bousquet D,
1999).

2.1. USO DE LA TRANSFERENCIA DE EMBRIONES.

A pesar de que la transferencia de embriones presente algunas
dificultades, es una técnica que se ha empleado en forma creciente en los
altimos 10 afios, ya que proporciona ventajas en el mejoramiento
geneético, bioseguridad, uso de otras tecnologias reproductivas (ejemplo
Inseminacion Artificial, semen sexado, fertilizacion in vitrio, etc.) transporte

de germoplasma y conservacion de material genético (Barcel6, 2010).
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2.1.1. Mejoramiento genético.

Convencionalmente se ha utilizado la seleccion y los apareamientos
planeados para incrementar la produccion de carne; para lo cual se ha
puesto especial énfasis en el macho, ignorando el potencial de la hembra.
La transferencia de embriones es una herramienta de gran utilidad que
permite utilizar al méximo la capacidad reproductiva de las hembras de
gran valor genético, ya que permite incrementar la intensidad de seleccion
de las hembras destinadas a la produccion de machos superiores, al
disponer de un niumero mayor de crias por hembra; y ademas, permite
acortar el intervalo generacional al evaluar a los animales a través de
grupos grandes de hermanos, en lugar de hacerlo a través de su progenie
(Barceld, 2010).

Mediante la implementacion de programas MOET (multiple Ovulation and
Embryo Transfer, por sus siglas en inglés), se ha logrado reducir el
intervalo generacional y el costo del proceso de la evaluacion genética en
la seleccion de sementales para su uso mediante IA, al reducir el nimero
de animales que entran a prueba de progenie mediante su seleccion
previa con la informacion de sus hermanos. Por otra parte, también
permite introducir y difundir nuevas razas, en donde las caracteristicas
deseables de alta heredabilidad pueden ser rapidamente multiplicadas
(Barcelo, 2010).

2.2.2. Bioseguridad.

La transferencia reducen los riesgos de transmision de agentes
patdgenos y por ende, la transmisién de enfermedades ya que en la zona
pelicida del embrién antes de la extrusién constituye una barrera natural
en contra de agentes patdogenos como virus y bacterias. Se ha

demostrado que es posible obtener embriones sin riesgos sanitarios de
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enfermedades como: brucelosis, fiebre aptosa, etc. Por lo que con la TE
puede lograr la produccion de hatos libres de enfermedades.

Existen casos donde las donadoras estan infectadas con enfermedades
cronicas como la neumonia y se puede obtener crias libres de estos
patogenos, a través del lavado de embriones con tripsina, de acuerdo a
los procedimientos establecidos en el manual de transferencia de
embriones de la sociedad internacional de transferencia de Embriones

(IETS, por sus siglas en ingles) (Massimiliano, 2009) (Barceld, 2010).

2.2.3. Uso de otras técnicas reproductivas.

En la produccion de embriones se puede utilizar semen fresco o
criopreservado, asi como semen sexado a través del sistema Belstville,
hoy en dia disponible para la seleccion del sexo. La TE también se puede
complementar con la micro manipulaciébn embrionaria, en donde por
medio de la biparticion se incrementa la tasa de gemelos idénticos.
Ademas, permite la obtencion de embriones de algunos de los animales
considerados como infértiles, a través de la fertilizacion in vitrio (Bousquet
D, 1999) (Barcelo, 2010).

2.2.4. Transporte de Germoplasma.

Permite la facil movilizacion de germoplasma, con menor costo de envio,
menos requerimientos de cuarentena y por potencial de riesgos sanitarios,
en comparacion con el movimiento de animales, lo que facilita la
comercializacion de material genético a través de paises y/o regiones
(Barceld, 2010).

2.2.5. Conservacién del material genético.

A través de la criopreservacion se puede conservar embriones por tiempo

indefinido en nitrégeno liquido, esto permite la formacién de bancos de
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germoplasma para el resguardo de genes y genotipos de interés para la

conservacion de razas o especies (Barcelo, 2010).

2.3. SELECCION DE DONADORAS Y RECEPTORAS.

2.3.1. Donadoras.

En un programa de Superovulacion y Transferencia de Embriones en
bovinos, la eleccién de las hembras donadoras debe realizarse con base
en las caracteristicas genotipicas que expresen el mejor fenotipo de las
hembras en un ambiente dado, no obstante, cada ganadero tiene sus
propias razones para la selecciébn de sus donantes, las cuales son a
menudo mas subjetivas que genéticas. En realidad el factor econémico
debera ser el mas importante en el programa de trasferencia embrionaria,
y por lo tanto al conseguir resultados 6ptimos se conseguiran reducir los
costos inmediatos, pero subsidiariamente al hacer una buena eleccion
desde el punto de vista genético los costes se reduciran también en el
futuro. Por tanto la seleccion de la vaca donante es un evento critico del

cual depende el éxito del programa (Mosquera, 1994).

Con el fin de lograr los mejores resultados se deben considerar los

siguientes aspectos:

a) Buen estado sanitario de la donante y Explotacion.

b) Alto valor genético, con aptitudes productivas superiores para su
raza.

c) Ciclos estrales regulares, si se utiliza hembras nuliparas, estas
deben tener al menos 60% del peso adulto de la raza y haber
presentado estros anteriormente.

d) Sin problemas patoldgicos, en especial las patologias reproductivas

y las asociadas al postparto.
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e) Buena condicion corporal 2-2,5 (escala 1 — 5)

f) Sin enfermedades de transmision genética.

g) Las donantes deben tener una edad de 3 a 10 afios de edad,
dependiendo de la raza y tipo de explotacion, evitar el uso de
hembras jovenes (baja eficiencia reproductiva, 25% menos).

h) Dar al animal un periodo de adaptacién al lugar en que se va a

manejar de al menos un mes (Mosquera, 1994).

2.3.2. Receptora.

La receptora es el complemento fundamental y determinante para el éxito
del programa de transferencia embrionario. Si la vaca o vaquilla no tiene
una condicion corporal de 3-4 (Escala de 1-5) durante el proceso o esta

en pérdida de peso, existe alta probabilidad de que no haya éxito.

Caracteristicas de la receptora ideal:

a) Si es cruzada, que tenga menos del 75% de encaste cebuino, y
que posea cruza con linea lechera, temperamento tranquilo y
evidente amplitud pélvica

b) Talla media a grande.

c) Que haya parido sin dificultad y destetado a la cria de buen tamafio
y peso.

d) Joveny libre de enfermedades infectocontagiosas.

e) Temperamento tranquilo.

f) En franca ganancia diaria de peso.

El recipiente ideal es una vaca joven, libre de enfermedades, fértil y con
buena habilidad materna. La raza parece no tener una consideracion
significativa, aunque los animales cruzados generalmente son mas
fértiles. Sin embargo, desde el punto de vista comercial, la preferencia
comercial del cliente por determinada raza puede ser muy importante
(Avila, 2009).
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Las vacas viejas (mayores de 8 afios) no debera utilizarse por su
decreciente habilidad en mantener la prefiez, pero al lado de esto, la edad
no es un factor importante en la busqueda de recipientes con mas de un
parto (pluripara). A mas de ello deben estar identificadas las receptoras
con nuameros visibles que se puedan leer a distancia (arete) para evitar el
estrés por manejo en la medida de lo posible deben desparasitarse con
anticipacion de acuerdo con su situacion geografica para ello considerar

al menos 60 dias pos-parto (Sidel, 1986).

Seleccionar la hembras 4 a 8 semanas antes de la sincronizacion, con un
periodo minimo de adaptacion de al menos 3 semanas antes de iniciar el

proceso de sincronizacién (Barceld, 2010).

La compra de novillas prefiadas es una buena fuente de futuras
recipientes. Con buenos sistemas de manejo, estos animales estaran
listos para la transferencia de embriones 60 dias después del parto. Esta
respuesta requiere considerablemente planeaciéon, una fuente de
alimentacion economica y buena informacion sobre fechas de servicio
para evitar que la época de partos no cubra muchos meses (Gorlach,
1997).

2.4. FISIOLOGIA REPRODUCTIVA DEL BOVINO.
2.4.1. Control Neurologico del Ciclo Estral.
El ciclo estral esta regulado por una interaccion hormonal regida por el eje

hipotalamo-hipdfisis el ovario y el Utero (Callejas, 1995).

Las hormonas sirven como mensajeros quimicos que viajan por la sangre
hacia oOrganos y tejidos especificos que contienen receptoras para
hormonas especificas y que regulan la fase del ciclo estral (Lamp, 2009).
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2.4.1.1. Hipotdlamo. Forma la base del cerebro, y sus neuronas
producen la hormona liberadora de gonadotrofina o GnRH. El GnRH, en
la eminencia media, difunde a los capilares del sistema porta hipofisiario y
de aqui a las células de la adenohipofisis en donde su funcion es
estimular la sintesis y secrecion de las hormonas hipofisiarias, FSH
(Hormona Foliculo Estimulante) y LH (Hormona Luteinizante). (Rippe,
2009).

2.4.1.2. Hipofisis. Esta formada por una parte anterior o adenohipdfisis y
una posterior o neurohipofisis. La adenohipofisis produce varios tipos de
hormonas, de las cuales la FSH y LH cumplen un papel relevante en el
control neuroenddcrino del ciclo estral. La FSH es la responsable del
proceso de esteroideogénesis ovarica, crecimiento y maduracion folicular,
y la LH interviene en el proceso de esteroideogénesis ovarica, ovulacion,
formaciéon y mantenimiento del cuerpo luteo. Estas hormonas son
secretadas a la circulacion en forma de pulsos y son reguladas por dos
sistemas, el tonico y el ciclico. El sistema ténico produce el nivel basal
circulante, siempre presente, de hormonas hipofisiarias las cuales
promueven el desarrollo de los elementos germinales y enddécrinos de las
gonadas. El sistema ciclico opera mas agudamente, siendo evidente por
solo 12 a 24 horas en cada uno de los ciclos reproductivos de la hembra.
El modo ciclico tiene por funcion primaria causar la ovulacién. La
neurohipdfisis almacena la oxitocina producida en el hipotalamo. Esta
hormona tiene varias funciones como son intervenir en el mecanismo del
parto, bajada de la leche, transporte espermatico e intervendria en el

proceso de lutedlisis (Callejas, 1995) (Lucy, 2007).

2.4.1.3. Ovarios. Son glandulas exocrinas (liberan 6vulos) y enddécrinas
(secretan hormonas). Entre las hormonas que producen los ovarios
podemos citar a los estrogenos, la progesterona y la inhibina. Los
estrogenos, hormonas esteroideas, son producidos por el foliculo ovarico

y tienen acciones sobre los distintos organos blanco como son las
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trompas de Falopio, el utero, la vagina, la vulva y el sistema nervioso
central, en el cual estimulan la conducta de celo y el hipotalamo donde
ejercen un “feed back" negativo sobre el centro ténico y positivo sobre el
centro ciclico. La progesterona, hormona esteroidea, es producida por el
cuerpo lateo por accién de la LH. Los efectos de la progesterona se
observan después que el tejido blanco ha estado expuesto durante cierto
tiempo a la estimulacidn de los estrogenos. Esta preparacion por los
estrogenos conduce a un efecto sinérgico. La progesterona prepara el
Utero para el implante del embrién y para mantener la gestacion. A nivel
hipotalamico ejerce un efecto feed back negativo sobre el centro ténico.
La inhibina, hormona proteica, es producida por el foliculo ovérico (células
granulosas) e interviene en el mecanismo de regulacion de la secrecion
de FSH. Ejerce un feed back negativo a nivel hipofisiario, produciendo
una menor secrecién de FSH (Massimiliano, 2009).

2.4.1.4. Utero. Produce la prostaglandina F2a (PGF2a), la cual interviene
en la regulacion neuroenddcrina del ciclo estral mediante su efecto
luteolitico. Otras funciones son la de intervenir en los mecanismos de

ovulacion y del parto (Callejas, 1995).

2.4.2. Ciclo Estral.

A continuacién describiremos los eventos principales que ocurren durante

el ciclo estral. El ciclo estral se puede dividir en tres fases:

a) Fase folicular o de regresion Iutea (proestro)
b) Fase periovulatoria (estro y metaestro)

c) Fase luteal (diestro).

El dia cero del ciclo estral es el dia del celo o calor aparente con signos
manifiestos y se considera el dia del comienzo del nuevo ciclo; sin

embargo, y para efectos de mejor entendimiento, la descripcion se
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realizard a partir de la destruccion del el cuerpo lateo del ciclo anterior y
finalizara con el dia de celo del siguiente ciclo. (Lucy, 2007)

2.4.2.1. Fase Folicular. La fase del Proestro se inicia con la regresion
del cuerpo lateo del ciclo anterior o lutedlisis y termina con el inicio del
celo o estro; dura alrededor de dos o tres dias. Al producirse la
destruccion del cuerpo Iuteo tenemos una caida en los niveles de
progesterona y posteriormente una pérdida de tejido luteal, siendo la
PGF2a de origen uterino el principal luteolitico en los animales domésticos
y en la mayoria de los roedores. Como consecuencia de la caida de los
niveles de progesterona, disminuye el feed back negativo que dicha
hormona tenia a nivel hipotalamico y comienzan a aumentar la frecuencia
pulsatil de las hormonas gonadotréficas (FSH y LH) y se estimula el
crecimiento folicular con el desarrollo de un gran foliculo y el aumento en
los niveles de estradiol. Cuando los estrégenos alcanzan cierto nivel, se
estimula la receptividad al macho y comienza el periodo de celo o estro
(Callejas, 1995) (Lucy, 2007).

2.4.2.2. Fase Periovulatoria. El estro define como un periodo de
actividad y receptividad sexual en donde el signo principal es que el
animal se mantiene en pie y quieto al ser montado por otro. También se
observa, entre otros signos, inquietud, inflamacién de la vulva, secrecion
de moco claro y trasparente que sale por la vulva. El olor de moco atrae y
excita al toro debido a la presencia de feromonas. La duracién del celo es
muy variable entre grupos de animales variando entre 30 minutos a mas
de 30 horas pero se considera que 16+- 4 horas es el tiempo promedio.
(Hincapie J & Campo, 2005).

Los signos de estro ocurren gracias a la presencia de los estrégenos
provenientes del foliculo. En cierto momento los niveles de estrogenos

son lo suficientemente altos en concentracion y duracibn como para
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inducir los sintomas de celo o calor, asi como para incrementar las
contracciones del tracto reproductivo facilitando el transporte del esperma
y ovulo; estos altos niveles de estrogenos afectan también a centros
endocrinos en el hipotalamo que controlan la liberacion de GnRH del
Hipdtalamo y esta a su vez la liberacion de FSH y LH de la adeno-hipéfisis
(Hincapie J & Campo, 2005).

El incremento de LH se inicia después de que se hayan iniciado los
signos de celo e inicia el proceso de ovulacion. La LH es generalmente
considerada como la gonadotropina primaria responsable de la ovulacién,
sin embargo, la FSH también ha sido observada como causante de la
ovulacion y de formacion luteal. De 12 a 24 horas desde el comienzo del
celo, el sistema nervioso central del animal se hace refractario a los
estrogenos y todas las manifestaciones de celo o calor desaparecen
(Hincapie J & Campo, 2005) (Lucy, 2007).

Inmediatamente después de finalizado el celo se inicia el metaestro que
puede durar de 3 a 5 dias. Durante el metaestro ocurre la ovulacién, que
tiene lugar entre 28 a 32 horas después de haberse iniciado el celo, o
entre 10 a 15 horas de haber cesado los signos de celo en respuesta al
pico preovulatorio de LH. Después de la ovulacion se produce una
hemorragia y el foliculo se llena de sangre, convirtiéendose en una
estructura conocida como cuerpo hemorragico. El proceso siguiente es la
luteinizacion de las células foliculares que se transformaran en células
luteales; estos cambios ocurren entre el dia 5 a 7 del ciclo, finalizando asi

la fase de metaestro e iniciandose la fase lutea o diestro (Lucy, 2007).
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2.4.2.3. Fase Luteal. El Diestro se caracteriza por el dominio del cuerpo
lteo. ElI mantenimiento del cuerpo lateo, asi como la sintesis de
progesterona esta ligada a la hormona LH que es progesterotrofica y
luteotrofica. Otras hormonas que intervendrian en la sintesis de
progesterona, son la FSH y la PGI2. La FSH se uniria a receptores
ubicados en el cuerpo lateo y provocaria un aumento en la secrecion de
progesterona. En lo referente a la PGI2 ademas de estimular a las células
luteales para producir progesterona, aumentaria el flujo sanguineo a nivel
ovarico con el efecto positivo que esto significa sobre la sintesis y
secrecion de progesterona. Si el huevo no es fecundado, el cuerpo lateo
permanece funcional hasta el dia 15-20, después del cual comienza la

regresion en la preparacion de un nuevo ciclo estral (Lucy, 2007).

2.4.3. Dinamica Folicular Bovina.

Se conoce como dinamica folicular al proceso de crecimiento y regresion
de foliculos antrales que conllevan al desarrollo de un foliculo
preovulatorio. En vacas, el desarrollo folicular ocurre en forma de ondas y
se observan tanto en animales jovenes como adultos, en vacas prefiadas
(excepto durante los ultimos 30 dias de gestacion) y durante el ciclo
estral. Entre 1 y 4 ondas de crecimiento y desarrollo folicular ocurren
durante un ciclo estral bovino, y el foliculo preovulatorio deriva de la dltima
(Lucy, 2007).

El proceso por el cual los foliculos se desarrollan en la vaca consta de 3
estados que son: Reclutamiento, Seleccién y Dominancia: para entender

la dindmica folicular bovina debemos definir estos conceptos:

Reclutamiento: Un cohorte de foliculos de aproximadamente 3 mm de
diametro es estimulado por un aumento transitorio de la hormona FSH. El

pico de FSH ocurre cuando el futuro foliculo dominante alcanza un
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tamafo de aproximadamente 4mm y luego los niveles de FSH
disminuyen. El proceso por el FSH declina es desconocido (Lucy, 2007).

Seleccion: Es el proceso por el cual un foliculo es elegido para ser
dominante y evita la atresia, los demas foliculos de esa cohorte se
vuelven atrésicos, tal vez por la disminucion en los niveles de FSH (Lucy,
2007).

Dominancia: Es el proceso por el cual el foliculo dominante ejerce un
efecto inhibitorio sobre el reclutamiento de una nueva cohorte de foliculos.
Este efecto inhibitorio se mantiene hasta que esta dominancia desaparece
bien porque el foliculo muere o porque el foliculo es ovulado. Este foliculo
gue alcanza un tamafio marcadamente mayor que los demas es el
responsable de la secrecion de estradiol y adquiere la capacidad de
continuar creciendo incluso en presencia de otras hormonas que crean un
medio adverso para el resto de los foliculos. Con la ovulacién o
destruccion del foliculo dominante, se produce un nuevo incremento de

FSH y una nueva onda folicular se inicia (Lucy, 2007).

El ciclo estral bovino consta basicamente de 2 ondas foliculares y cada
una de ellas comienza con el reclutamiento de una cohorte de foliculos
antrales a partir de un grupo de pequeiios foliculos. Solo uno de ellos sera
seleccionado de esta cohorte y continuara creciendo convirtiéndose en el
foliculo dominante; los demés se convertirian en foliculos atrésicos
(Massimiliano, 2009).

Inmediatamente después de la ovulacion, una nueva onda folicular
comienza, el foliculo dominante de esta onda no podra ser ovulado por la
presencia de altos niveles de progesterona y se volvera atrésico;
inmediatamente una nueva onda folicular se inicia. El foliculo dominante
de la segunda onda folicular que esta presente cuando la lutedlisis ocurre,
generalmente llegara a ser el foliculo ovulatorio del celo. Los ciclos

estrales en vacas con 3 ondas foliculares son generalmente mas largos
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(20-24 dias) comparados con los ciclos estrales de vacas con 2 ondas
foliculares (8-20 dias) (Massimiliano, 2009).

La actividad folicular esta normalmente ausente en los primeros 10 dias
posteriores al parto, pero normalmente comienza rapidamente posterior a
éste momento. En vacas lecheras bien alimentadas, la actividad de onda
folicular se acompafa por dominancia folicular, entonces es comun
encontrar presentacion de celo y ovulacién desde los 10 dias de paridas;
la vaca de carne es similar; el reinicio de las ondas foliculares ha sido
observada a los 10 dias del parto, sin embargo la ovulacién ocurre mas
tarde que en la vaca de leche (media 30.6 dias). En las vacas con
condicion corporal no deseable y/o pobremente alimentadas, la actividad
folicular también se reinicia en este momento, pero la dominancia puede
estar ausente por varias semanas. En algunas vacas primiparas se han
observado hasta 11 ondas foliculares antes que un foliculo dominante
finalmente ovulara (Massimiliano, 2009).

2.5. MANEJO Y PREPARACION DE LOS ANIMALES DONANTES.

En la preparacion de los programas de Transferencia de Embriones (TE)
hay que tener en cuenta que se deben conservar los animales donantes
en su ambiente normal, desde la induccion de la superovulacion hasta el
lavado y recogida de los embriones evitandose situaciones extraordinarias
gue desencadenen estrés como presentacion a exposiciones y concursos.
Si para la realizacion de la TE es inevitable que se efectué un cambio de
establo, se llevara a cabo de 2 a 4 semanas antes de comenzar la
superovulacién para que tenga un tiempo de adaptacion al lugar definido.
Ya se ha demostrado en el pasado que un cambio de patios en la donante
con el consecuente estrés social que sufre el animal es, a menudo, la
causa de fracaso en la TE, de la misma manera que también lo son
cambios transitorios como la estabulacién desde los pastos a establos

nuevos o estabulacién en establos extrafios en caso de compra o de
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reunir varios individuos donantes de diferentes rebafios. Cualquier
cambio (incluso dentro de la misma explotacion o cambio de alimentacion)
implica la necesidad de un tiempo de adaptacion para el animal cuya
duracion varia individualmente la introduccion en un nuevo medio
ambiente, que incluye luchas para la instauraciéon del rango social y otros
factores estresantes (establo, tratamientos, clima) desencadena un
sindrome de adaptacion que provoca esterilidad. En situaciones limites de
estrés se bloquea en la vaca la reproduccion puesto que la propia
supervivencia es mas relevante en ese momento que la propagacion de la
especie. Animales estresados no responden a los tratamientos
hormonales para inducir la superovulacion independientemente del

producto o la dosis aplicada (Gorlach, 1997).

La condicion béasica para la buena reaccibn de un animal a los
tratamientos hormonales es un bienestar del mismo. Situaciones de
manejo esporadicas como la sujecion para la inyeccion o la inseminacion
artificial son inofensivas. Pero cualquier practica de manejo prolongada en
el tiempo que estrese el animal se debe evitar también tras la
superovulacién, puesto que interfiere en el desarrollo normal de los
embriones (Gorlach, 1997).

2.5.1. Sincronizacion Previa.

Para la planificacion y organizacion de un programa de TE, donde se
incluyen varias donantes, es indispensable confeccionar previamente un
plan de sincronizacion, segun el cual las hembras seran sincronizadas
con una variacion de -/+3 dias y los celos de las donantes a nuestra
disposicion deben de presentarse con una diferencia temporal de al
menos 7 dias entre ellos. La sincronizacion previa de 4 a 5 vacas
donantes para un programa de TE es lo ideal porque, por un lado,
tenemos la seguridad de no salir con las manos vacias aunque falle una u

otra y, por el otro, el lavado de 5 animales con las trasferencias y/o la
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crioconservacion de los embriones obtenidos es factible a lo largo de un
dia (Gorlach, 1997).

La sincronizacion se puede realizar como pronto 4 semanas posparto, en
caso de vacas, siempre y cuando hayan mostrado previamente un primer
celo natural tras del parto y no presenten ninguna anormalidad de tipo
ginecologico que las haga rechazables como donantes. Para concretar la
fecha de sincronizacién nos debemos atener lo mas posible al ciclo del
animal, siempre que no haya por medio dias festivos u otros eventos que
nos afecten. Asi pues los animales que hayan presentado celos muy
cercanos en el tiempo (dispersion < 7 dias) se dejen y los celos de los
animales restantes se sincronizan, ya sea mediante una prolongacién del
ciclo con progestagenos (dispositivo intravaginal, implantes subcutaneos)
o acortando el mismo mediante prostaglandina F2a. Es aconsejable
administrar HCG o GnRH durante el celo para inducir la ovulaciéon o
estabilizar el ciclo (Gorlach, 1997).

2.6. SUPEROVULACION.

El objetivo de los tratamientos superovulatorios en las vacas es obtener el
maximo de embriones fertilizados y de la calidad transferible con alta
probabilidad de producir gestaciones. Sin embargo la sincronia ovarica y
las variaciones en las respuestas al tratamiento utilizado para la super
estimulacién ovarica, es el principal factor limitante en la transferencia
embrionaria para obtener una mejor produccion de embriones

transferibles para hacer costeable esta practica (Lammoglia, 2010).

La superovulacion consiste en la estimulacion hormonal de la donante
para la formacion y desarrollo de varios foliculos y su ovulacion en ambos

ovarios en un momento previamente fijado (Gorlach, 1997).

Existen varios ejemplos de las respuestas superovulatorias de revisiones

de programas experimentales y comerciales de transferencia embrionaria
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y su reporte incluye el ganado de carne 6.2 embriones transferibles
colectados de cada vaca donadora; sin embargo, 24% de las colectas no
producen embriones viables, 64% de las donadoras producen pocos
embriones trasferibles y solo el 30% de las colectas o lavados producen
70% de los embriones. Estos resultados reportados, revelan que existe un
alto grado de valores impredecibles en la respuesta superovulatoria. El
control de las ondas foliculares presenta una nueva alternativa y una

nueva luz para mejorar y reducir estas variaciones (Lammoglia, 2010).

Una condicién esencial para obtener éxito en la superovulacion es aplicar
la hormona en el instante adecuado. En el momento de la induccion de la
superovulacion, entre el dia 8 y 14 del ciclo, debe poderse diagnosticar
claramente por via rectal un cuerpo luteo. El diagnostico se puede
comprobar en casos dudosos, mediante la determinacion del nivel de
progesterona. Para ello se debe tomar una primera muestra de leche del
dia del ultimo de celo superovulativo y una segunda antes de la induccion
de la superovulacion. La amplitud del pico de progesterona que se sucede
normalmente tras el celo se tomara en cuenta a la hora de decidir si se
procede o no la superovulacion. Durante el estro los niveles de
progesterona en la leche alcanza valores siempre <0,3 ng mientras que
en diestro (momento donde se induce la superovulacion) se ven, como

minimo, triplicados (Gorlach, 1997).

La superovulacion (SPO) es un area que requiere estricta atencion y
cuidado. Las investigaciones realizadas en los Ultimos afios no han
podido solucionar todavia la variabilidad de la respuesta superovulatoria
de la vaca. Tradicionalmente se dice que las donantes van a responder si
la superovulacion se inicia entre los dias 8 y 14 del ciclo estral. La
experiencia nos indica que los dias 8, 9 y 10 del ciclo son los mas
propicios para iniciar los tratamientos SPO, debido a que en estos dias se
produce el comienzo de la segunda onda de desarrollo folicular
(Lammoglia, 2010).
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La vaca donante recibe una dosis luteolitica de PGF a las 48h de
comenzado el tratamiento superovulatorio con gonadotrofinas vy
regularmente presenta celo a las 36 a 48 horas después de aplicada la
PGF2a.

Las receptoras deberan ser tratadas con PGF,, de 18 a 24 h antes que
las donantes, de manera que el estro se presente en forma sincrénica
entre ellas. Es aconsejable detectar el celo de las receptoras desde las 12
a 24h después de la administracién de PGF,, y las donantes desde las
36 h post - PGF2, (Lammoglia, 2010).

Normalmente, las vacas donadoras entraran en celo a las 36 a 48 h post -
PGF,,, pero si hay signos de celo se realizan las inseminaciones a las 60
y 72 h post - PGF,, En nuestra experiencia, vacas que entran en celo un
dia mas tarde, deben ser re-inseminadas pero normalmente van a dar una
respuesta pobre (uno o dos CL). Por el contrario, las que expresan celo
en el momento esperado 0 un poco antes va a tener una respuesta
aceptable. Por lo general, cuando los signos de celo se presentan antes
de lo previsto (no méas de 24h), las inyecciones se pueden suspender y se
realiza la Inseminacién Artificial (IA) a las 12 y 24 h de iniciado el estro
(Lammoglia, 2010).

Hay desacuerdo en cuanto al nimero de inseminaciones y la cantidad de
semen requerido. Algunos grupos recomiendan el uso de dos dosis de
semen en cada inseminacion. A su vez, otros no han encontrado
diferencia y han indicado que una sola inseminacion a las 18 o0 24 h post —
celo es suficiente. El procedimiento de eleccion es la deteccion de celo e
inseminacién con semen de buena calidad a las 12 y 24 h post-celo 6 60
a 72 horas post - PGF,, (Lammoglia, 2010).

Algunos trabajos recomiendan el uso de GnRH, LH, HCG durante el estro.
Estos tratamientos han demostrado ser de utilidad en vacas donantes con

problemas en la ovulacién (vacas que han estado con quistes foliculares,
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0 vacas con gran cantidad de foliculos anovulatorios en tratamientos

previos, etc.). Pero no se ha encontrado ningan beneficio en su utilizaciéon

de forma rutinaria (Lammoglia, 2010).

2.6.1.

Gonadotropinas.

Las gonadotrofinas mas utilizadas en la actualidad son: 1) Extractos de

pituitaria conteniendo FSH y LH; 2) gonadotrofina coriénica equina (eCG),

también llamada PMSG; y 3) gonadotrofina menopausica humana (hMG)
(Lammoglia, 2010).

2.6.1.1. Extractos de hipéfisis anterior:

a)

b)

Ovagen (ICP, New Zeland) FHS

Purificada de origen ovino. El envase contiene 17.6 mg. NIADDK-
FSHo, equivalentes a 20 Ul de NIH-FSF-S1 (Lammoglia, 2010).

Folltropin-V (Vetrepharm Inc., Canada).

El folltropin-V es un extracto pituitario porcino al que se le ha
extraido aproximadamente el 80% de la LH. Se presenta en
envases conteniendo un equivalente a 700 Ul de FSH, en 20 ml de
diluyente. Puede ser administrado tanto en esquemas con dosis
decrecientes como constantes, durante 4 o 5 dias). Se inyecta
PGF,, a las 48 h (tratamiento de 4 dias) o las 72 horas
(tratamiento de 5 dias) de iniciado el tratamiento, sin existir
cambios significativos en la respuesta superovulatoria (Lammoglia,
2010).

Pluset (Calier, Espafia) Es un extracto pituitario porcino con una

relacion 1:1 entre FSH/LH. El envase contiene 2 frascos con 500 Ul
de FSH y LH cada uno, y 20 ml de disolvente (Lammaoglia, 2010).
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d) Stimufol (Merial, Francia): FSH purificada conteniendo 500 mg de

FSH y 100 mg de LH, y 10 ml de disolvente (10 mg equivalen a
1mg de NIDDKD-FSHp) (Lammoglia, 2010).

2.6.2. Dosis de FSH.

Este es un tema con mucha controversia debido a que existe una gran
diversidad en el nimero de embriones viables obtenidos por cada lavado.
Parte de la variabilidad en el nimero de embriones colectados depende
de la calidad de dosis de FSH utilizada, y también puede ser afectada por
la raza, estado productivo y edad del animal. La dosis inicial que se utiliza
para el ganado Bos Taurus en un protocolo de superovulacion es de 400

mg de FSH utilizando el producto Folltropin-V. (cuadro 1)

Cuadro 1. Dosis de FSH en ganado adulto Bos Taurus (Gorlach, 1997).

DIA AM PM TOTAL

1 80 mg (4.0 ml) 80 mg (4.0 ml) 160 mg (8.0 ml)
2 60 mg (3.0 ml) 60 mg (3.0 ml) 120 mg (6.0 ml)
3 40 mg (2.0 ml) 40 mg (2.0 ml) 80 mg (4.0 ml)
4 20 mg (1.0 ml) 20 mg (1.0 ml) 40 mg (2.0 ml)
TOTAL 200 mg (10 ml) | 200 mg (20 ml) | 400 mg (20 ml)

Existen razas como la Simental, Fleckvieh, Montbeliarde y algunas
cebuinas (Nelore) que son sumamente sensibles a la hormona foliculo
estimulante (FSH) y son necesarias dosis muy bajas para una mejor
respuesta ya que dosis elevadas producen malos resultados debido a una
sobre estimulacion ovarica. La dosis inicial recomendada para estas razas
es de 240 mg de FSH repartido en dosis descendente por cuatro dias am-
pm (cuadro 2) (Gorlach, 1997).
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Cuadro 2. Dosis de FSH en ganado con hipersensibilidad (Gorlach,
1997).

DIA AM PM TOTAL

1 50 mg (2.5 ml) 50 mg (2.5 ml) 100 mg (5.0 ml)
2 40 mg (2.0 ml) 40 mg (2.0 ml) 80 mg (4.0 ml)

3 20 mg (1.0 ml) 20 mg (1.0 ml) 40 mg (2.0 ml)

4 10 mg (0.5 ml) 10 mg (0.5 ml) 20 mg (1.0 ml)
TOTAL 120 mg (6.0 ml) | 120 mg (6.0 ml) | 240 mg (12.0 ml)

Las donadoras jovenes son muy sensibles a la FSH y es recomendable
iniciarlas con una dosis baja. Se recomienda iniciar becerras jovenes con
200 mg o 240 mg de FSH. Después del primer lavado con la dosis inicial
se debe valorar la respuesta de la donadora. Si la respuesta fue favorable
se queda la dosis donde utilizada. Si la respuesta no fue favorable hay

dos maneras de solucionarlo en el proximo lavado:

a) Si la donadora se sobre estimulo se necesita bajar la dosis
dependiendo de la respuesta. Si tenia mas de 15 Cuerpos Luteos
(CLs) en cada ovario se puede reducir hasta 100 mg en el
protocolo de FSH. Si fue menor a 15 CLs por ovario se puede
reducir solo 50 mg, ya que es comun que en vacas Ssobre
estimuladas se encuentren en la colecta de embriones un gran
namero de ovulos 0 muy pocos embriones. Es posible también no
encontrar 6vulos ni embriones en vacas muy sobre estimuladas.

b) Si la donadora tuvo muy baja respuesta en cuanto al nimero de
CLs y embriones encontrados se puede aumentar la dosis. Si
fueron menos de 3 embriones se puede subir la dosis hasta 100
mg si fueron cerca de 5 embriones subirla a 60 mg (Lammoglia,
2010).
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Cuadro 3. Dosis de Folltropin-V para diferentes razas, pesos y edades en
ganado bovino (Gorlach, 1997).

DOSIS TIPOS DE GANADO

14 a 20 mg Novillas

20a24,5mg Novillas y ganado cebuino.

30 mg Vacas adultas (holstein)

35mg Vacas adultas muy grandes y pesadas

Debido a la vida media tan corta de FSH en protocolos de superovulacion
se han desarrollado protocolos de tratamientos con dosis decrecientes del
preparado. El dia 4 tras el comienzo del tratamiento se aplican,
independientemente del tipo FSH utilizado, dos dosis de prostaglandina
F2a (una por la mafiana otra por la tarde) para la induccién del celo. Las
dosis de los diferentes productos de FSH en mg pueden llevar a
malentendidos y no son directamente comparables. Se dan referidos
siempre a unos valores estandar del productor, lo que significa que, en
realidad que, el dato de los mg no nos dice nada directamente sobre la
actividad del mismo. Por ello se han reunido una tabla anterior los datos
en ml de las dosis aconsejadas de los productos de FSH mas usuales.
Estos valores son efectivos siempre y cuando se cumplan la condicién de
haber diluido la totalidad del estracto liofilizado en todo el volumen de
diluyente (Gorlach, 1997).
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Cuadro 4. Tratamiento de superovulacién con diferentes productos.

Dias
1° Dia 2° Dia 3°Dia 4° Dia
Productos , _ _ _
tratamiento tratamiento tratamiento tratamiento
Mafiana | Tarde Mafiana | Tarde Mafiana | Tarde Mafiana | Tarde
FSH-P 2,0 2,0 15 15 1,0 1,0 0,5 0,5
(Schering-Plough 15 15 1,0 1,0 0,5 0,5 0,3 0,3
Animal Health)
Folltropin - V 3,0 3,0 2,5 2,5 2,5 2,5 2,0 2,0
(Vetrepharm, 2,5 2,5 2,0 2,0 15 15 1,0 1,0
Canada Inc.)
3,5 3,5 2,5 2,5 15 15 1,0 1,0
Ovagen TM(ICP,
2,5 2,5 2,0 2,0 1,0 1,0 0,5 0,5
Nueva Zelanda)
6,0 6,0 5,0 50 3,0 3,0 2,0 2,0
OvasetFSH-LH
] 4,5 4,5 3,5 3,5 2,5 2,5 15 15
Sanofi-Cefa
Todos los valores se dan en ml del producto ya disuelto.

Los valores en cursiva son validos para novillas.

2.6.2.1.

FSH-P.

a) Presentacion del Producto: Folltropin-V

b) Descripciéon: Es un extracto liofilizado de folitropina altamente

purificado,

pituitari

c) Composicion:
Excipientes c.s.p.: 20 ml.

as porcinas.

obtenido por

seleccién cuidadosa de glandulas

FSH liofilizada, (equivalente a NIH): 400 mg.
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d) Accién: Hormonal. Foliculoestimulante. FSH-Superovulacion.
e) Indicaciones: Para inducir la superovulacion en vacas vy

vaquillonas aptas para la reproduccion.

f) Contraindicaciones y Advertencias: Reconstituya el producto
usando estrictas medidas asépticas, use jeringas y agujas estériles

para todas sus inyeccciones. No usar este producto en cerdas.

g) Dosificacion: Administre 2,5 ml. (50mg) por inyeccion
intramuscular dos veces al dia durante cuatro dias. Observaciones:
Previamente a la colecta de los 6vulos fertilizados producto de la
superovulacion de estos animales, el estro tendra que ser inducido
con prostaglandina F2 o una prostaglandina analoga a la F2 alfa.
Administre la prostaglandina F2 alfa o su analogo conforme las
instrucciones del fabricante. Conjuntamente con la inyeccién
namero 6 de Folltropin-V a manera de inducir el estro para el

apareamiento o inseminacion.

h) Presentacion: Frasco-ampolla reconstituible con 20 ml.

i) Restricciones de Uso: No sacrificar animales para consumo
humano en los diez dias siguientes a la udltima inyeccién de
Folltropin-V (Sintex, 2012).
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2.6.3. Gonadotropina Coriénica Equina (eCG).

2.6.3.1. Origen. Hace sesenta afos, Cole y Hart informé que el suero
tomadas de 62 yeguas en las distintas etapas del embarazo se inyectaron
en ratas y ratones inmaduros estimulando el crecimiento del ovario. El
suero recogido de yeguas antes de 37 dias de embarazo no tuvo ningun
efecto, mientras que el suero recogido entre los dias 37 y 42 indujeron
una respuesta gonadal pronunciada. La estimulacion maxima producida
por el suero tomado entre los dias 43 y 80 dias de gestacion de la yegua,
y los efectos puede ser inducida por suero recogido a través de 131
dias. Hubo poca actividad para los dias restantes 210 de gestacion. El
elemento que estimula los ovarios se conocia como PMSG. Se asumio
que sera producida por la glandula pituitaria equino, pero su localizacion
en los tejidos fetales y maternos llevé Catchpole y Lyons para concluir que
fue secretada por el corion y se almacenan en el endometrio.
Posteriormente se ha demostrado que el sitio de sintesis de esta
gonadotropina era las copas endometriales, que son placas palidas,
circunscritos de tejido que se desarrollan en el cuerno gravido del
endometrio de la yegua, adyacentes a la faja coriénica del embrién (Bruce
Murphy & Susan Martinuk, 1991).

2.6.3.2. Mecanismo de accién. La Gonadotrofina Coridnica Equina
(eCG) desde el punto de vista farmacodinamico tiene una actividad
semejante a las hormonas foliculo estimulante y luteinizante (FSH y LH,
respectivamente). Tiene una vida media de aproximadamente 2 dias en la
vaca y persiste por mas de 10 dias en la circulacion sanguinea (Baruselli,
Filho, Martins, Sales, & Ferreira, 2010).

La eCG administrada algunas horas previas a la ovulacion estimula el
crecimiento folicular debido a que tiene la capacidad de unirse e

incrementar el nimero de receptores de FSH y LH de los foliculos,

Diego Salinas 47




Universidad de Cuenca

aumentando el tamafio del foliculo preovulatorio, incrementando las
concentraciones plasmaticas de progesterona luego de la ovulacién,
mejorando asi el desarrollo embrionario y el mantenimiento de la prefiez
(Maplefoft, Carballo Guerrero, Taurus, & Bo, 2009).

La eCG se utiliza comunmente en la sincronizacion del estro con la
finalidad de incrementar la tasa de la ovulacion, también permite estimular

el crecimiento folicular (Mattos, 2010).

La eCG es una glicoproteina compleja con actividad de FSH y de LH.
Tiene una vida media aproximadamente de 40 horas en la vaca y persiste
por mas de 10 dias en la circulacion sanguinea. Por esta razon,
normalmente se administra en una sola dosis, seguida por PGF2a 48h
después. La prolongada vida media de la eCG provoca algunos
problemas originados por la permanente estimulacion ovérica: como
foliculos que no ovulan, perfiles endocrinos anormales (altos niveles de

estrogeno) y embriones de mala calidad (Manoel F. Sa Filho, 2009).

Estos problemas se contrarrestan en gran medida con la administracion
de antisuero-eCG o0 anticuerpos monoclonales anti-eCG en el momento
de la primera inseminacién. La dosis de eCG recomendada oscilan entre
1500 a 3000 Ul por animal, usandose generalmente 2500 Ul en una
inyeccion intramuscular. La PMSG es producida por varios laboratorios, el

mas popular es Intervet (Fuentes, 2005).

2.6.3.3. Presentacion del producto:

a) Nombre: Folligon

b) Composicion: es una gonadotropina sérica de yegua prefiada
(eCG) con actividad de la hormona foliculo estimulante (FSH) en
forma de polvo cristalino liofilizado. En hembras aumenta la

actividad ovarica, lo que permite mejorar la fertilidad, estimular el
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crecimiento y maduracion de los foliculos. Cada frasco contiene
eCG 1000 U.L.

c) Indicaciones: Para uso en bovinos, ovinos, caprinos, ovejas y
perras. Folligon ejerce una influencia estimulante sobre las
gonadas de los animales de ambos sexos. En las hembras folligon,
estimula el crecimiento de los foliculos por lo que esta preparacion
puede ser usada en casos de inactividad ovarica y para el
tratamiento de superovulacion. En los machos Folligon estimula la
espermatogénesis actuando sobre los tubulos seminiferos.

d) Dosis y modo de aplicacién: Aplique por via intramuscular o
subcutanea Vacas 500-1000 U.I: Anestro/induccion de celo; 1500-
3000 U.I. Superovulacion.; 500 U.l Mejora la tasa de fertilidad
después de un tratamiento con progestageno. Toros:1500 — 3000
U.l  Dos veces a la semana durante 4 a 6 semanas.

e) Precauciones:

En caso de reaccion anafilactica aplicar adrenalina (1:1000) o
glucocorticoides.

Una vez reconstituido el producto se debera usar en las 12 horas
siguientes. Manténgase entre 5-8 °C de temperatura y protegido de
la luz.

f) Presentacion: Caja con 5 frascos de 1000 U.l méas 5 diluyentes de
5 ml cada uno.

g) Retiro: Ninguno. (MSD Salud Animal, 2012)

2.6.3.4. Utilizacidon de eCG en las etapas finales del tratamiento
superestimulatorio.

Desde hace un tiempo se ha comenzado a especular sobre la necesidad
de la FSH y LH de los foliculos en crecimiento durante un tratamiento
superestimulatorio. Basados en los conocimientos de la fisiologia del
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desarrollo folicular, los foliculos en desarrollo necesitan principalmente
FSH durante la fase de reclutamiento hasta llegar a un tamafo de 8,5 mm
de diametro en la vaca Bos taurus y 6,2 mm en la vaca Bos indicus.
Después de ese tamaiio, el foliculo dominante adquiere receptores de LH
en las células de la granulosa y se dice que su crecimiento hasta la
ovulacion pasa a ser LH dependiente. (Barros & Barcelos, 2008)

Por lo tanto, los foliculos de vacas superestimuladas podrian beneficiarse
con la inclusion de una mayor cantidad de LH al final del tratamiento. El
autor Price. et al trataron de aumentar los pulsos de LH mediante
aplicaciones frecuentes de GnRH. A pesar de conseguir un aumento de la
produccion de estradiol por parte de los foliculos en crecimiento, las
donantes no ovularon después de una inyeccion de GnRH al final de la
superestimulacion, tal vez porque el tratamiento frecuente produjo una
desensibilizacion de la hipdfisis a la GnRH. (Maplefoft, Carballo Guerrero,
Taurus, & Bo, 2009)

Otra opcidn podria ser utilizar eCG al final de un tratamiento convencional
con FSH. La eCG tiene actividad similar a la FSH y LH vy al tener una
vida media larga (40 h) podria dar un estimulo constante a los receptores
de LH de los foliculos en crecimiento. Barros et al realizaron un
experimento donde evaluaron la respuesta superovulatoria en vacas
donantes Nelore que fueron superestimuladas con Folltropin-V durante los
primeros tres dias de tratamiento y a las cuales se les reemplazé las
inyecciones de FSH correspondientes al cuarto dia, por dos inyecciones
(cada 12 h) de 200 Ul de eCG cada una. Las donantes del Grupo Control
fueron superestimuladas con el tratamiento convencional de 8 dosis
decrecientes de FSH cada 12 h y por 4 dias. El tratamiento con eCG
incrementd significativamente (P<0,03) el nimero de ovocitos/embriones
colectados (10,0+£1,5 vs 6,7+1,2 para las tratadas con eCG y las del

Grupo Control, respectivamente) y solo numéricamente el niumero de
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embriones transferibles (7,3x1,2 vs 5,1+1,1 para las tratadas con eCG y
las del Grupo Control, respectivamente) (Barros & Barcelos, 2008).

2.7. TRATAMIENTOS DE SUPEROVULACION.

Al plantearse realizar un tratamiento superovulatorio a una donante son
muchos los factores que hay que tener en cuenta, desde la raza, la edad,
es estado fisiologico, el intervalo post parto, la condiciéon corporal, etc.;
ademas de otros factores ligados al rebafio, como el manejo, el estrés y el
ganadero. Por esto existen numerosos protocolos de tratamiento
superovulatorios sobre la base de diferentes hormonas gonadotrofinas,
sus utilizaciones solas o acompafiadas por progestdgenos u otras
hormonas y asi seran su duracién y su efectividad (Sa Filho, y otros,
2010).

Ninguno de los tratamientos ni de las hormonas garantiza una respuesta
satisfactoria en todos los casos, asi pues la eleccion del protocolo,
hormona y dosis, dependera del animal en cuestibon y de sus
circunstancias particulares (Baruselli, Filho, Martins, Sales, & Ferreira,
2010).

Para favorecer la respuesta superovulatoria en cuanto a la cantidad y
calidad de los embriones obtenidos es importante eliminar el foliculo
dominante al inicio del tratamiento, bien sea por medios mecanicos
mediante su puncion, su aspiracion o por la ablacion de la totalidad de los
foliculos presentes en los ovarios mediante un ecdgrafo, o por medios
farmacoldgicos, que mediante la administracion, estrégenos, en especial
el 17B estradiol y el benzoato de estradiol, inducen la regresion del
foliculo dominante al comienzo de su actividad. Otros estrégenos como el

cipionato de estradiol estan en estudio (Sa Filho, y otros, 2010).
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Algunos de los protocolos de superovulacién se describen a continuacion:

Cuadro 5. Tratamientos de superovulatorios tradicionales (Barruselli,
2010).

Donadoras Receptoras
Dias PMSG FSH

AM PM AM PM
0 2500 UI FSH FSH
1 PGF2a
2 PGF2a FSH + FSH

PGF2a

3 FSH FSH
4 CELO IA ;MNSe(t;tra CELO IA Observar celos
5 IA IA
11 COLECTA COLECTA TRANSFERENCIA
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Cuadro 6. Tratamiento tradicional de superovulacion con dispositivos de

liberacibn de progesterona y 17B estradiol o Benzoato de Estradiol
(Barruselli, 2010).

RECEPTO RECEPTO
DONADORAS | pas DIAS| DONADORAS  |RAS
DIA | Ecg |FSH eCG |FSH
AM: Progestageno + AM: Progestageno +
o | P4(IM)+5mgdeE2 0 | P4 (M) +5mg de E2
AM: eCG |AM: FSH AM: eCG |AM: FSH
4 |(2500Ul) |PM: FSH 5 |(2500Ul) |PM: FSH
AM: FSH
i . AM: eCG | AM: FSH )
. PM: FSH | AM: PGF2a ] (2500 Ul) | PM: FSH AM:PGF2a
) AM: FSH + ) AM: FSH +
Pél\FAéa PGF2a Pél\FAéa PGF2a
6 o PM: FSH + 7 o PM: FSH +
PM: retirar . PM: retirar .
, retirar , retirar
progestano . progestano .
progestano progestano
7 AM: FSH 3 AM: FSH
PM:FSH PM:FSH
AM: observar AM: celo + AM: observar
AM: celo + AM: celo + celo I,A AM: celo + celos
8 1A A 9 PM: IA + A
PM: IA + : heutra - :
neutra — PM: IA. eCG PM: IA.
eCG
9 |AM: 1A AM: 1A 10 |AM: IA AM: 1A
15 | Colecta Colecta Transferencia| 16 |Colecta Colecta Transferencia

Si se usan progestagenos, los mas habituales son: CRESTAR, PRID,

CIDR-B. SE denomina Dia 0 al dia en que el progestageno es colocado,

sin importar en que dia del ciclo en que se encuentre la donante
(Baruselli, Filho, Martins, Sales, & Ferreira, 2010).
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2.7.1. Protocolo Brasilero de Superovulacion.

Esté protocolo propuesto por Baruselli es similar a los anteriores. Sin
embargo, se han desarrollado para inseminar las donadoras a tiempo fijo,
es decir no hay necesidades de detectar celos por lo que lo hace
probablemente el mas practico de todos los protocolos. Baruselli reportd
9,983 lavados utilizando el protocolo a tiempo fijo con promedio de 5,6

embriones transferibles por lavado (Sa Filho, y otros, 2010).

Cuadro 7. Protocolo brasileiro para superovulacion en ganado bovino
(Barruselli, 2010).

DIA MANANA TARDE
0 Implante + benzoato de estradiol
(2mg) + progesterona (50mg)
4 FSH FSH
5 FSH FSH
6 FSH +PGF2a FSH + PGF2a
7 FSH FSH + Remover el implante
8 LH o GnRH IATF
9 IATF
15 | LAVADO

2.7.2. Protocolo Combo para Superovulacién.

Este protocolo es una combinacion de varias hormonas auxiliares en
reproduccion. Por ejemplo se incorpora la utilizacion de la hormona
llamada somatotropina bovina Recombinante conocida comercialmente
con el nombre de Lactotropina (500mg; Elanco) o Boostin (Schering-
plough; G320 mg y S 500 mg. La idea de usar somatotropina bovina es
incrementar la respuesta folicular a la hormona FHS. Este protocolo

también manipula el ciclo estral bovino para inducir las donadoras a un
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primer calor que se conoce como calor base. Cuatro dias después del
calor base se aplica somatotropina bovina, dos dias después se aplica
estradiol 17B (5mg), progesterona (50mg) y se pone el dispositivo de
progesterona. El dia 10 del ciclo se inicia el protocolo de FSH que termina
el dia 13 del ciclo inyectando FSH y PGF2a am y pm (Mapletof, 2002).

Ademas en la ultima inyeccion de FSH y PGF2 también retira el implante.
El calor se manifiesta generalmente a las 36 horas de retirar el implante.
Es recomendable palpar los ovarios de las donadoras el dia 9 del ciclo
estral a partir del calor base o un dia antes de iniciar el protocolo de FSH.
Esto es por si alguna de las donadoras present6 un calor falso como calor
base quedara fuera del programa y de esta manera se garantiza mas la

respuesta de las donadoras. (Mapletof, 2002)

Cuadro 8. Protocolo combo para superovulacion en ganado bovino.

DIA | MANANA TARDE
0 Implante + estradiol 17B + PGF2a
7 Retirar el implante + PGF2a
8 2.5 mg Estradiol 17B
13 Somatotropina
15 | Implante + Estradiol 17B(5 mg)
+Progesterona 50mg
19 |FSH FSH
20 |FSH FSH
21 FSH FSH
22 | FHS + PGF2a FSH + PGF2a + Remover
Implante
24 | Celo IA una dosis Celo IA dos dosis
25 | IA una Dosis
32 | Lavado
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Recientemente se estan ensayando con buenos resultados la
simplificacion de los tratamientos, reduciendo el nUmero de inyecciones
de FSH a dos (dosis partida) o una sola, administrada bajo la escapula
(en animales en buen estado de carnes) o vehiculada en PVP, aceites,
etc., incluso puede ser expendida por pequefias bombas osmdticas
subcutaneas. A pesar de los recientes e importantes avances logrados en
el campo de la fisiologia reproductiva del bovino, los factores inherentes al
animal donante sélo estan parcialmente aclarados. Otros factores son el
estado nutricional, la historia reproductiva, la edad, la estacion del afio, la
raza, el estado ovarico en el momento del tratamiento y efecto de
repeticion de tratamientos superovulatorios. Atendiendo a todo esto se
puede simplificar los procedimientos, mejorar las respuestas y reducir la

variabilidad (Lammoglia, 2010).
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2.8. TECNICA DE COLECCION DE EMBRIONES.

En el afio 1976 fueron publicadas tres técnicas no quirdrgicas de
recuperacion de embriones al mismo tiempo. Desde entonces estas
técnicas han sufrido modificaciones, pero la base sigue siendo la misma:
Introduccion de una sonda a través de la vagina hasta su ubicacién en el
Gtero y la introduccién de un medio de lavado apropiado para el Utero y su
recuperacion posterior. Debe tenerse presente que estas técnicas no
quirudrgicas pueden ser usadas cuando los embriones se encuentran en el

Utero, generalmente los 6-8 dias después del estro. (Seidel G. , 1991)

En la actualidad existe basicamente una técnica no quirdrgica de

coleccién de embriones con dos modalidades o métodos diferentes:

a) Recuperacién por gravedad con circuito cerrado y circulacion.
b) Recuperacion por aspiracion interrumpida (método de la jeringa)
(Avila, 2009).

Entre de estas variables se detallan infinidad de variables, combinaciones,
adaptaciones, etc. Cada técnico tiene su propio método. Lo importante en
la coleccion es el éxito que se obtenga al aplicarla y este se traduce en la
obtencion de un alto porcentaje de embriones con referencia al nUmero de
ovulaciones. El técnico que la realiza debe sentirse seguro y comodo, la
técnica empleada no debe causar dafio a la donante (Gorlach, 1997).

Se ubica la vaca donante en una manga y se evacua las heces del recto.
A la vaca se le aplica la anestesia epidural (xilocaina 2%). Es importante
no comenzar el trabajo de coleccion de embriones sin tener la seguridad
de que la anestesia haya tenido efecto. Se lava la regién perineal y labios
vulvares con agua y jabdén desinfectante y se seca el area. La cola se
amarra a un costado de la donante. Existen basicamente tres clases de
catéteres para la coleccion no quirargica: Foley de dos vias, Foley de tres

vias, y el modelo Neustadt/Aisch (Rush). Todos los catéteres tienen un
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globo en un extremo, que se puede inflar y sirve para fijar la sonda al
cuerno uterino y cerrar el extremo distal de este catéter. También existen
distintos grosores, para usarlos en vacas o novillas. Los catéteres mas
usados son los Foley de dos vias y las Rush. Los catéteres de Foley son
faciles de encontrar en el comercio y son relativamente baratos. Tienen
algunos inconvenientes para usarlos en coleccion de embriones debido a
qgue son blandos y cortos (sobre todo cuando se usan en vacas grandes).
Miden 40cm de largo, el extremo entre el globo y la punta mide 3cm y
presentan dos orificios; actualmente las casas especializadas ya ofrecen
sondas Foley largas y otras desechables de silicona (Gorlach, 1997).

Una vez pasado el cérvix el catéter es llevado directamente a uno de los
cuernos, es recomendable seguir siempre la misma rutina, para evitar
errores, por lo que empezaremos siempre por el mismo cuerno, y una vez
lavado pasaremos al otro. Cuando ya esté colocado en el cuerno, el
estilete es retirado 2 0 3 cm y el catéter es empujado suavemente. Esta
maniobra se repite hasta que la punta del catéter este en la posicion
deseada (mitad del cuerno o ligeramente mas craneal). El balon es inflado
inicialmente con 5ml de suero salino o aire o PBS, palpado y nuevamente
inflado hasta que se sienta sujeto en el lumen uterino. Para esta maniobra
es recomendable tensar el catéter para observar si hay deslizamiento. Si
el balon es inflado rapidamente o sobreinflado puede romper el
endometrio y causar hemorragia. El estilete es entonces removido
totalmente y se coloca una pinza en el extremo posterior de la via del

balon del catéter para que este se desinfle (Gorlach, 1997).

Hasta este momento las maniobras son iguales para las modalidades de

recuperacion por gravedad y por aspiracion (Avila, 2009).
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2.8.1. Recuperacion de embriones.

En la actualidad los embriones se recogen en filtros especiales tipo En-
com existiendo diferentes marcas en el mercado; estos filtros permiten el
paso de liquido pero no de embriones. Antiguamente se usaban frascos

de plastico o cristal siliconado (Avila, 2009).

El PBS se puede comprar y su presentacion existe en bolsas de uno a
dos litros, o puede ser fabricado por uno mismo e introducido en bolsas
para su posterior utilizaciéon, aunque también puede ser almacenado en

botellas, pero es menos practico (Avila, 2009).

La union entre la bolsa que contiene el PBS y la sonda se realiza por
medio de una tuberia en forma de —Y-, un extremo esta conectada a la
bolsa, otro a la sonda y el otro al filtro tipo En-com. Muchos equipos
interponen, en el extremo que va de la bolsa de PBS a la sonda, una
valvula antireflujo que permite el paso del PBS en un solo sentido,
siempre conectada a la valvula a una jeringa; este sistema facilita mucho
el lavado y permite la recoleccion sin necesidad de estar
permanentemente masajeando el cuerno uterino (Avila, 2009).

a) Recuperacion por gravedad con circuito cerrado: La sonda se
coloca en el cuerno uterino que vamos a lavar, pudiendo colocarse
muy profunda, o poco profunda; la cantidad de PBS que se ha de
introducir cada vez es diferente segun la colocacion que hemos
realizado. Cuando se usan valvulas anti-reflujo hay que tener
permanentemente la mano introducida en el recto para saber
cuando se ha llenado el cuerpo uterino e interrumpir la entrada de
PBS, se masajea ligeramente el cuerno y se procede a su
extraccion por gravedad. Si se usan estas valvulas y una
colocaciéon profunda de la sonda, se calcula la cantidad de PBS

que cabe en el extremo distal del cuerno y se va introduciendo con
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una jeringa, recuperandolo por gravedad, no siendo necesario
permanecer con la mano en el recto (Avila, 2009).

b) Recuperacidn por aspiracion interrumpida: Algunos equipos
introducen el PBS conectado directamente la sonda a una jeringa y
aspirando con la misma jeringa, el PBS introducido, para una vez
extraido, pasarlo a un filtro, depositarlo en frascos o directamente
en placas Petri (Avila, 2009).

2.9. MEDIOS DE COLECCION Y MANTENIMIENTO.

Un medio de cultivo de embriones ideal serda aquel que se asemeje
quimicamente al medio en que se encontraban los embriones al momento
de ser colectados. Los embriones mamiferos estan altamente adaptados
al medio uterino de la madre por lo que se hace imprescindible
mantenerlos en condiciones 6ptimas. El pH deberia mantenerse a 7.3 0.4,
la osmolaridad (concentracion de sales) en 285-300 miliosmoles/kg (De la
fuente JA., 1992).

Existe una gran variedad de medios de cultivo, pero el mas popular
actualmente es el Dulbecco’s Buffer Salino (PBS). Debido a que tiene
fosfato (cuadro 9) como tampon su pH cambia en forma minima al ser
expuesto a la atmosfera, por lo que lo hace también un medio ideal para
las condiciones de granja. Otros medios son el TCM-199, HMS F-10,
MEM etc., todos tienen el inconveniente que su pH cambia faciimente al
ser expuesto a la atmosfera, ya que su tampon es el bicarbonato, por lo
que deben mantenerse equilibrados con 50.5% CO2 y 95% de aire. El
medio que se utiliza para la coleccion de embriones es diferente en
cuanto a los aditivos usados y las concentraciones de los mismos, frente

al medio de mantenimiento (De la fuente JA., 1992).
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Cuadro 9. Composicion del medio Dulbecco’s Fosfato Buffer Salino

(PBS) para coleccién y mantenimiento de embriones.

COMPUESTO COLECTA G/L MANTENIMIENTO
NaCa 8.00 8.00
KCI 0.20 0.20
CacCl 0.10 0.10
MgCl 0.10 0.10
NaHPO (2H20) 1.15 1.15
KHPO 0.20 0.20
ADITIVOS
Penicilina 100 Ul 100 Ul
Estreptomicina 100 ug 100 ug
Fungizona 25 ug 25 ug
Suero fetal * 1-2 % 1-2 %
Piruvato 0.33 mM 0.33 mM
Glucosa 1 mg 1 mg

*Otros sueros pueden ser: Suero de ternero recién nacido (NCS),

albumina sérica bovina (BSA) o suero de novillo (steer serum o donor

serum). Todos deben ser inactivados por calor y estar libres de toxinas y

agentes patogenos (De la fuente JA., 1992).
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2.10. BUSQUEDA Y MANIPULACION DE LOS EMBRIONES.

Los embriones se buscaran a 10X o 15X aumentos. Actualmente se
puede filtrar directamente todo el medio de coleccidon utilizando filtros
descartables estériles (Vet Concepts Spring Valley, USA). Finalizado el
filtrado se lava el filtro con PBS utilizando una jeringa y aguja fina (22 G) y
el fluido de lavado es colectado en una placa de Petri estéril para
proceder a la busqueda de embriones. Para mayor seguridad cada placa
se repasa por dos veces mas, después de encontrado el ultimo embrion.
Finalizada cada busqueda se realiza un movimiento rotativo con la placa
para despegar algun posible embrion adherido a los bordes. A medida
gue se van encontrando los embriones se los va colocando en un aplaca
de Petri pequeiia que contiene el medio de mantenimiento (PBS + 10-
20% FCS). Para cambiar a los embriones de placa se utiliza una
micropipeta conectada a una jeringa de 1ml (de tuberculina) o un catéter
estéril (Valencia, 2009).

Cuando la busqueda se ha completado los embriones son evaluados y
colocados en medio de mantenimiento fresco. Posteriormente son lavados
al menos tres veces siendo preferible realizarlo 10 veces en medio estéril
(Valencia, 2009).

Antes de ser transferidos los embriones son nuevamente colocados en un
medio fresco. Si los embriones se van a conservar por mas de 6h deberan
ser colocados en medios de cultivo fresco dentro de un tubo de ensayo y
almacenados en un termo o en un vaso con agua en el frigorifico
(Valencia, 2009).

Si los embriones se van a conservar por mas de 6h deberan ser
colocados en medios de cultivo fresco dentro de un tubo de ensayo y
almacenados en un termo o en un vaso con agua en el frigorifico.
(Valencia, 2009).
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2.11. IDENTIFICACION DE LOS EMBRIONES.

El diametro de un ovocito es de aproximadamente 140 — 170, incluyendo
el grosor de la zona peldcida. EI diametro del ovocito permanece
practicamente sin variacion desde el estado de 1 célula hasta el estado de

blastocito expandido (Palma, 2001).

El nimero de células de un embrién puede ser contado sin dificultad
hasta el estado de 16 células. Hasta este estado los embriones se dividen
geométricamente, después las células se dividen asincrénicamente y la
individualizacion se hace dificultosa. Cuando el embrion alcanza el estado
de 32 células se produce la compactacion, en el cual los blastbmeros
pierden su forma esférica y comienza a adherirse entre ellos. En este
estado el embrion recibe el nombre de MORULA (Palma, 2001).

Posteriormente, en el estadio de BLASTOCISTO, los blastdmeros
comienzan a diferenciarse dando origen a dos tipos de células, las células
de trofoblasto y el macizo celular interno (MCI). Las primeras daran origen
a la placenta y el MCI dara origen al feto. Es mas féacil distinguir el MCI
cuando el embridon se encuentra en el estado de Blastocisto expandido

que en estadios anteriores (Palma, 2001).

La zona pelucida refleja la luz del microscopio observandose como una
estructura trasparente. El color de los blastomeros es mas oscuro que el
debris celular y mucus que se encuentra en la placa, ya que los
embriones tienden a adosarse a ella. La individualizacion de embriones
de 8-10 dias de edad es dificil ya que rompen la zona pellcida,
escapando de ella y el embrién puede ser confundido con grupos de
células desprendidas del endometrio al momento del lavado (Palma,
2001).
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2.11.1. Estadios de desarrollo del embrién.

Se identifican de acuerdo al desarrollo morfolégico. Por ejemplo de 8

células, 16 células, por lo que reciben diferentes nombres:

a) MORULA: Se asemeja a una mora. Los blastomeros son dificiles
de discernir uno de otro. La masa de células (embrién) ocupa casi todo el

espacio intrazonal (Edad estimada 5-6 dias).

b) MORULA COMPACTA: Los blastémeros se han juntado formando
una masa compacta. El embrién ocupa el 60-70% del espacio intrazonal
(edad estimada de 6 dias).

C) BLASTOCISTO TEMPRANO: Presenta una cavidad con fluido o
blastocele, dando la apariencia de un sello como anillo. EI embridn ocupa
70-80% del espacio intrazonal. Se puede, en este estadio, comenzar a
diferenciar en forma visual el trofoblasto y el macizo celular interno (edad

estimada 7 dias).

d) BLASTOCISTO: presenta una diferencia clara entre el trofoblasto
externo y el macizo celular interno (mas oscuro). El blastocisto es
identificado con claridad y el embrion ocupa casi todo el espacio

intrazonal (edad estimada 7-8 dias).

e) BLASTOCISTO EXPANDIDO: EI didmetro aumenta 1.2 a 1.5
veces. La zona pellcida se adelgaza aproximadamente 1/3 del grosor
original. Los embriones en este estadio se pueden encontrar colapsados
(edad estimada 8-9 dias).

f) BLASTOCISTO ECLOSIONADO: En este estadio los embriones
pueden estar el proceso o estar completamente fuera de la zona pellcida.
Los blastocistos eclosionados son esféricos con el blastocele bien
formado o colapsado. Es muy dificil en este estado la identificaciéon del
embrion por un operador inexperto (9-10 dias) (Palma, 2001).
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2.12. CLASIFICACION DE LOS EMBRIONES.

Con la clasificacion se pretende evaluar la calidad del embrién. Se
clasifican en base a sus caracteristicas morfolégicas que légicamente es
subjetiva y dependera muchas veces de la experiencia del operador. No
hay duda que la viabilidad de los embriones solo se puede predecir
evaluando la tasa de prefiez obtenida después de ser transferidos (Palma,
2001)

Algunas de las caracteristicas que se analizan para clasificar a los

embriones se describen a continuacion:

a) Forma del embrion.

b) Colory textura de la masa celular.

c) Numero y compactacion de los blastémeros.

d) Diferencia de tamafio entre blastomeros.

e) Tamafo del espacio perivitelino.

f) Presencia de blastomeros sueltos, degenerados o detritus
celulares.

g) Presencia, nimero y tamafio de vesiculas (indican degeneracion).

h) Apariencia de la zona peldcida (fracturas, etc.).

De acuerdo con estas pautas los embriones se clasifican en:

a) EXCELENTE: El embrién ideal, simétrico, con células de tamafio,
color y textura uniformes.

b) BUENO: Pequefias imperfecciones como algunos blastomeros
sueltos, tamafio irregular o algunas vesiculas.

c) REGULAR: Problemas mas definidos, incluyendo presencia de
blastomeros  sueltos, vesiculaciones o0 algunas células

degeneradas.
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d) MALO: Problemas severos, Numerosos blastobmeros sueltos,
células degeneradas, células de distinto tamafio, numerosas
vesiculas.

e) DEGENERADO: Blastomeros desorganizados y sueltos. Células de
apariencia vesicular, granular o crecimiento retardado en relacion
con el resto de los embriones obtenidos.

f) INFERTILIZADO: Pueden ser confundidos con una morula.
Apariencia granular, rodeado por una membrana vitelina lisa o en
caso de estar rota, el punteado cubrird completamente el espacio
vitelino (Palma, 2001).
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Figura 1. Embriones bovinos a) buenos, b) regulares y c) malos. ZP=
Zona Pelucida, DC= Detritus celulares; B= Blastomeros; Flecha indica la

presencia de vesiculas; EP= espacio perivitelino.
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Figura 2. Mérula temprana (a); mérula compacta (b); blastocisto temprano

(c); Blastocisto (c); blastocisto expandido (e) y blastocisto eclosionado (f).

Diego Salinas 68



Universidad de Cuenca

Cuadro 10. Guia propuesta por la Asociacién Internacional de
Transferencia de Embriones (IETS, 2009).

Estado de desarrollo Calidad Morfolégica
Numer | Etapa Numero | Calidad
Infertilizado (ufos) 1 Excelentes
2 al2 células 2 Buenos
Mérula temprana 3 Regulares o
Morula 4 Malos
Blastocisto temprano 5 Muertos o degenerados

Blastocisto
Blastocisto expandido
Blastocisto eclosionado

Blastocisto eclosionado

© 0O N O O b W N B+ O

elongado

Los embriones de calidad 1 son los mejores para congelar, los de calidad
2 pueden ser congelados con pobres resultados, pero aceptables para ser
transferidos frescos. Los de calidad 3 tienen indice de prefies regulares y
son raramente transferibles. (Valencia, 2009)

2.13. CONGELACION DE EMBRIONES.

La congelacion de embriones tiene muchas aplicaciones en programas de
trasplante embrionario, tales como la facilidad del manejo de las
receptoras, reduciendo los costes. La época de partos puede ser
programada, aun cuando la coleccién de las donantes y la congelacion se
realicen durante todo el afio. Ademas, permite la importacion y
exportacion de embriones y el testaje de enfermedades contagiosas

mientras los embriones se tienen en cuarentena.
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Otras ventajas son:

a) Las receptoras no tienen que ser sincronizadas para el dia de la
coleccion.

b) EIl parto puede ser programado para el periodo mas adecuado, en
el ganado de carne para el periodo de mejor y mayor cantidad de
alimento.

c) Los embriones congelados pueden ser transportados a larga
distancia mas facilmente, a menor precio y con menor riesgo de
transmision de enfermedades que los animales vivos.

d) Cuando se colecta una mayor cantidad de embriones de buena
calidad que las receptoras disponibles los embriones excedentes
pueden ser congelados para ser transferidos posteriormente.

e) Se puede crear un banco de embriones con caracteres genéticos
deseados para ser utilizados en tiempo y lugar elegidos (Valencia,
2009).

2.13.1. Principios Basicos.

La congelacion de una célula viviente constituye un proceso fisico-
quimico complejo de intercambio de calor y transporte de agua entre la
célula y el medio que la rodea. Existe una velocidad de enfriamiento
Optimo para cada tipo celular, dependiendo del tamafio de la célula, su
relacion de superficie/volumen, su permeabilidad al agua y el coeficiente
de temperatura de esa permeabilidad. En el caso de la congelacion de
embriones, el objetivo principal es la viabilidad del embridn en las etapas
de congelacion y descongelacion. Para ello debe respetarse la tasa de
enfriamiento y evitar la formacion de cristales que puedan llegar a destruir

las células (Valencia, 2009).

Normalmente, el medio que contiene los embriones se enfria por debajo

del punto de congelacién sin la formacion de cristales, este fendmeno se
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llama superenfriamiento, y posteriormente (a una temperatura mas baja)
se forma el ndcleo de congelacion, seguido por la liberacion del calor
latente de fusidn que produce un aumento de temperatura hasta la
temperatura de cambio de estado. Para evitar este inconveniente la
informacion del ndcleo de congelacion es inducida en el medio
extracelular, alrededor de 2°C por debajo del punto de congelacion del

medio, proceso conocido como “seeding” o siembra (Valencia, 2009).

En la congelacion controlada de embriones el embrion va sufriendo un
proceso de deshidratacion paulatina. El agua dentro del embrion y entre
los cristales de hielo, no se congela a esta temperatura porque los solutos
en el agua descienden el punto de congelacion (Valencia, 2009).

En un mayor descenso de temperatura los cristales de hielo se agrandan,
la concentracion de solutos aumenta y los embriones responden

osmoticamente perdiendo agua al medio extracelular ain no congelado.

Los embriones pueden se dafados durante la congelacion vy
descongelacion, principalmente debido a los efectos de solucion o a la
formacidn de cristales intracelulares. Para evitar el dafo, los embriones se
deben congelar a temperaturas menores 1°C/min. Esto es, no tan rapido
como para impedir la salida de agua con la consecuente formacion de
cristales intracelulares, ni tan lento como para que la excesiva

concentracion de sales afecte a los embriones (Valencia, 2009).

Los embriones normalmente se almacenan en nitrégeno liquido a -196°C.
Las Unicas reacciones que ocurren a esa temperatura son ionizaciones
directas debidas a radiaciones de fondo. Consecuentemente, en un
tiempo de almacenamiento de 200 afios es improbable que afecte la

supervivencia de los embriones congelados (Valencia, 2009).
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2.13.2. Crioprotectores.

La funcion de los crioprotectores es la de proteger a las células de
lesiones producidas por la congelacion. Existen muchos tipos de
crioprotectores, que se agrupan segun la posibilidad de penetracion o no
de las membranas celulares. Asi los crioprotectores permeables mas
utilizados: Glicerol, Dimetil sulfoxido (DMSO), Etilenglicol, 1.2 Propanediol.
Los crioprotectores no permeables (que no atraviesan la membrana) mas
utilizados son: Sacarosa, Dextranos, Polivinil pirrolidona (PVP) (Valencia,
2009).

Se cree que los crioprotectores actuan reduciendo la cantidad de hielo
presente a cualquier temperatura durante la congelacion, moderando asi
los cambios en concentracion de solutos. Un buen crioprotector debe
tener alta solubilidad, baja toxicidad a altas concentraciones y un bajo
peso molecular para lograr una mayor permeabilidad y para poder obtener
el maximo efecto. Hace unos afios, el glicerol era el crioprotector mas
utiizado en las congelacion de embriones bovinos, actualmente el
etilengicol es el mas usado ya que permite la transferencia directa, con un

importante ahorro de costos.

Cuando el embribn se expone a las crioprotectoras inicialmente se
contrae por la pérdida de agua a causa de la hiperosmolaridad de la
solucion extracelular y porque el embridon es mas permeable al agua que
al crioprotector. La contraccién va a continuar hasta que el reflujo del
agua es equilibrado por el influjo de crioprotector. El crioprotector entrara
al embrion a una velocidad que dependera del coeficiente de
permeabilidad y la temperatura. Posteriormente el agua se re-introducira a
la célula, siendo el equilibrio completo cuando el volumen del agua de los

embriones alcanza su volumen isoténico original (Valencia, 2009).
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La respuesta ocurre cuando el crioprotector se extrae de la célula.
Cuando la concentracién del crioprotector disminuye inicialmente, el agua
entrarda al embridn y si la dilacion no se lleva a cabo con cuidado, las

células pueden dilatarse hasta un tamafo perjudicial.

Después de la congelacion deberemos extraer el crioprotector del
embrién. EI método empirico es el de diluir paso a paso con PBS
pipeteando los embriones por soluciones de concentracion decreciente,
por ejemplo en pasos de -0.25M. En realidad este procedimiento ha caido

en desuso debido a su complejidad (Valencia, 2009).

Actualmente se utilizan solutos no permeables como la sacarosa, en el
medio de dilucibn que debe tener un volumen 10 veces mayor que el
volumen de medio que contiene al embrién. La sacarosa actla como
fuerza osmatica para restringir el movimiento del agua a través de la
membrana. La contraccion y la expansion de los embriones observada
durante el tratamiento con sacarosa son una indicacion de la integridad de
la membrana, y que esta no fue afectada por la congelacion. Existen dos
procedimientos diferentes para la retirada del glicerol, uno es
introduciendo directamente los embriones directamente en una solucion
compuesta por PBS + 0.4% BSA y Sacarosa 1M después de 7 minutos se
lavan en PBS +0.4% BSA y quedan listos para la transferencia. El otro
procedimiento consiste en utilizar soluciones decrecientes del glicerol en
PBS + 0.4% BSA, asi pasaremos del 10% de glicerol (medio de
congelacion) al 6% de glicerol y sacarosa 0.3M, 3% de glicerol y sacarosa
0.3M y 0% de glicerol y sacarosa 0.3M y finalmente en el medio de
transferencia; los embriones se mantienen 5 minutos en cada etapa
(Valencia, 2009).

Recientemente se han desarrollado métodos practicos y rapidos para
extraer el glicerol de los embriones descongelados. Un ejemplo es el

método conocido como “One step Straw” que contienen glicerol y
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sacarosa separados por una burbuja de aire. Después de la
descongelacién la pajuela se agita, permitiendo la mezcla de soluciones y
posteriormente se procede directamente a transferir el embrién. En
nuestra experiencia este meétodo es valido pero el cargado de la pajuela
es muy dificultoso debido a que se debe mantener una relacion 10/1 en el

medio con sacarosa comparado con el medio con glicerol.

El uso del Etilenglicol 1.5M como crioprotector, proporciona una
importante ventaja frente al glicerol, dado que no es necesario el uso de
sacarosa para extraer al crioprotector y los embriones pueden ser
transferidos directamente, ya que los embriones volverdn a su estado

original al contacto con el medio intrauterino (Valencia, 2009).

2.13.3. Protocolo tradicional de congelacién y descongelacion
de embriones

a) Seleccionar los embriones de buena y excelente calidad (calidad 1
segun la IETS).
b) Introducir los embriones en:
e Una solucién de glicerol 1.5M por 10 minutos a temperatura
ambiente (20°C).
e Soluciones de glicerol (2 pasos): 0.75M por 5-10 minutos y
1.5M por 6-10 minutos.
e Una solucién del 10% de etilenglicol a temperatura ambiente
(20°C
c) Colocar los embriones con una solucién crioprotectora en pajuelas
de 0.25 ml. Utilizando la técnica descripta para transferencia
(medio-aire-medio con embrién-aire-medio). Luego se sellan las
pajuelas.
d) Colocar las pajuelas en el congelador que ya esta preparado a -

6.5°C y se deja equilibrar por 8-10 minutos.
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e) Induccion de cristales “SEEDING”, tocando las pajuelas con un
forceps previamente enfriado en nitrégeno liquido. El “seeding” se
realiza en el extremo superior de la columna de medio que contiene
al embrion (lo mas alejado posible del embridn).

f) Mantener a -6.5°C por 8-10 minutos.

g) Congelar a una velocidad de 0.3 a 0.5°C por minutos hasta llegar a
-35°C.

h) Almacenar en N2 liquido.

i) Descongelacion: la pajuela conteniendo al embrion se debe extraer
del nitrégeno liquido lo mas rapidamente posible y proceder a su
descongelacién, con alguna de las técnicas siguientes:

e Agua tibia (20 a 35°C).

e Aire atemperatura ambiente (22°C).

e Aire 10-15 segundo y agua a 25-30°C. Es el procedimiento
mas habitual y el que mejores resultados proporciona.

j) Colocar el embrién en la solucion de descongelacion:

e Soluciones decrecientes de glicerol (0.25M) por 8-10
minutos (c/u).
e Sacarosa 0.5M-1M por 8-10 minutos.
e Método de 3 pasos de 5 minutos (c/u):
En 0.6% glicerol + 0.3M Sacarosa.
En 3% glicerol + 0.3M sacarosa
En 0.3M sacarosa.

k) En caso de utilizar ETG como crioprotector se realiza la TE
directamente en la receptora.

[) Evaluar los embriones, colocarlos en PBS estéril, y transferirlos

inmediatamente (Valencia, 2009).
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2.14. SINCRONIZACION DE RECEPTORAS.

Los resultados en la transferencia de embriones son parcialmente
dependientes de que el estro de las receptoras no difiera en mas de 24h
con respecto al estadio del embrion que vamos a transferir. Las
receptoras pueden ser obtenidas por un programa de deteccion de celos
naturales o por un programa de sincronizacion. En el primer caso
debemos contar con un gran numero de receptoras, mientras que el
segundo, el numero se reduce sensiblemente. Esta decision es dificil ya
gue en la actualidad existen mas de 50 maneras diferentes de sincronizar

calores.

Los indices de prefiez no difieren en receptoras sincronizadas o con celo
natural, no obstante, el factor mas importante a tener en cuenta es una
muy buena deteccion de celos, asi como también un cuidadoso método

de anotacion.

La fase luteal es la parte del ciclo estral, siendo la parte mas facil de
controlar por medio de agentes externos. Se han desarrollado dos
técnicas basicas:

a) Prolongar la fase progestacional, por medio de progesterona y
compuestos progestagenos.- Originalmente se comprobd que las
inyecciones de progesterona prolongaban el ciclo durante el tiempo en el
que eran administradas. Después de concluido el tratamiento las vacas
entraban en celo con una razonable sincronia. Actualmente se ha
popularizado el uso de diferentes dispositivos (CRESTAR, PRID, CIDR-B
0 EAZI BRED), que van a liberar el progestageno en forma paulatina,

reemplazando de esta manera a las inyecciones diarias.

b) Inducir la lutedlisis por medio de prostaglandinas.- Cuando las
prostaglandinas son inyectadas en una vaca con cuerpo liteo activo los

niveles de progesterona descenderan a valores por debajo de 1 ng/ml en
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24h. Normalmente los sintomas de celo se muestran a las 60 a 72 h,
mientras que la ovulacion ocurre a las 90-96h posteriores a la inyeccion
de prostaglandina. El cuerpo lateo sera receptivo a la PGF2a entre los
dias 7 y 18 del ciclo. Ninguna vaca respondera hasta el dia 5 del ciclo,
25% en el dia 6 y 66% en el 7. La respuesta 6ptima en el dia 8 a 17 pero
nunca supera el 96%. Por lo tanto, el 50 a 70% de un grupo de animales
que se encuentra ciclando, respondera a una sola inyeccion. Una
segunda inyeccion 11 dias después resultara en el estro de la mayoria de
los animales, ya que las vacas se encontraran entre los dias 6 y 15 del
ciclo. Debido a diferencias en la respuesta es improbable que mas del

90% de las receptoras se sincronicen con el donante (Mapletoft, 2005).

Existe cierta discrepancia en cuanto a los indices de prefiez obtenidos
cuando se compararon los tratamientos con prostaglandinas o con
progestagenos sobre las receptoras. En un reporte reciente los indices de
prefiez en 2092 receptoras sincronizadas con SMB no fueren diferentes

de 1380 que expresaron celo natural (Mapletoft, 2005).

Existen otros protocolos, que dependen de la condiciébn de la propia

explotacion:

a) En ganado en sistemas intensivos. Consiste en aplicar GhnRH y 7 dias
después PGf2. Los calores se manifiestan generalmente entre 24 y 72
horas después de la aplicacion de PGf2 aunque la mayoria de ellos se
concentran entre 24 — 36 h. estos calores son bastante fértiles el Unico
inconveniente es la manifestacion de calores en un periodo de 72 h.
también solo se esperan entre el 65% al 75% de manifestacion de
calores. Este protocolo puede auxiliarse un poco aplicando GnRH al
momento del calor de las receptoras. Es recomendable el apoyo en la
deteccion de calores utilizando el método de crayones en la base de la

cola o la aplicacion de parches detectores de calores (Purley, 1995).
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b) En ganado del trépico. Principalmente con cierta cruza de Cebu y g
no estan en la mejores condiciones corporales pero si existe una buena
deteccidn de calores, es posible sincronizar el ciclo estral aplicando en el
dia 0 Estradiol 178 (2.5 mg) y se coloca un dispositivo de progesterona
intravaginal. También se puede poner el implante de Norgestomed
(Crestar; Intervet S.A) y g trae su inyecciébn de progesterona con
estrogeno. Los implantes o dispositivos se retiran a los 7 dias y se aplican
300 Ul de eCG en animales jovenes y 400 Ul eCG en adultos mas
prontaglandina F2a. en este momento es recomendable colocar parches o
pintar la base de la cola para ayudar a detectar calores. Cualquier parche
funciona bien. Se recomienda detectar calores por 3 dias. Este protocolo
da muy buenos resultados; sin embargo, la manifestacion de calores
puede ser del 75 — 85% dependiendo de la condicién corporal de la
receptora (Mapletoft, 2005).

En receptoras que se encuentran en buenas condiciones corporales y
reproductivas y la deteccién de calores fuera poco satisfactoria .El dia 0
se inicia igual que el protocolo anterior con una inyeccion de estradiol 173
(2.5 mg) y se pone un dispositivo intravaginal o un implante en la oreja 7
dias después se retiran los implantes y se aplican 300 Ul de eCG con
animales jovenes y 400 Ul eCG en adultos mas PGf2a. A las 24 horas de
retirados los implantes se pone 2.5 mg de estradiol 17p. Al igual que los
otros protocolos es de utilidad colocar parches o pintar la base de la cola
para ayudar a detectar calores. Se recomienda detectar calores por 3
dias. La manifestacion de calores en este protocolo es sumamente
eficiente ya que cerca del 100% de las receptoras entran en calor 24

horas posteriores a la aplicacion de estradiol 17 (Mapletoft, 2005).

La desventaja de este protocolo es g se pueden detectar calores falsos y
las receptoras no formaran CLs. Otra desventaja es que las receptoras
pueden manifestar calores nuevamente 48 a 72 horas después del calor

inicial y no se sabe cual calor fue el verdadero. De tal manera que si una
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receptora efectivamente repitié calor seria un receptora dia 5 o incluso 4
el dia de la transferencia de embriones lo g perjudicaria la fertilidad
enormemente y peor adn, si los embriones transferidos fueran embriones
congelados. Para incluir la manifestacion de calores 2 — 3 dias después
del calor inducido se recomienda la aplicacion de GnRH al momento del
calor de las receptoras. La fertilidad de este protocolo puede ser bastante
buena siempre y cuando las receptoras estén en muy buenas condiciones

corporales y reproductivas (Mapletoft, 2005).

2.14.1. Resincronizacion de las Receptoras.

Este método es muy practico y permite la utilizacion de las receptoras
vacias 2 veces en 30 dias. Este método consiste en poner los CIDR
usados a las receptoras transferidas y no transferidas 7 dias después de
la transferencia de embriones (Bo et al., 2005). El CIDR se retira 7 dias
después o sea el dia 21 — 22 del ciclo estral de las receptoras. Este
método no utiliza ninguna hormona solo se pone y quita el CIDR 7 dias
después. La mayoria de las receptoras vacias entran en calor entre 24 y

48 horas después de retirado el implante (Bo, 2005).

El dia 30 del ciclo estral de las receptoras se procede a transferir las
receptoras q repitieron celos. Generalmente se transfieren embriones
congelados. Con el auxilio del ultrasonido se puede aprovechar para
diagnosticar las gestaciones del resto de las receptoras y se sabra el
resultado de la transferencia de embriones aproximadamente 3 semanas
después de haber transferido los embriones. Este método es sumamente
practico y permite la reutilizaciéon tanto de los CIDRs como de las
receptoras en 30 dias (Lammoglia, 2010).
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2.14.2. Manejo de receptoras.

Dos de los factores de manejo que determinan el éxito o fracaso de un
programa de sincronizacion son la nutricion y el intervalo post parto.
Cuando las receptoras fueron clasificadas de acuerdo a su estado
nutricional en el momento de la transferencia en una escala que va de 1
(flaca) a 5 (gorda). Los indices de prefiez fueron superiores en las
receptoras clasificadas como 3 y 4. Se basa especificamente en la
palpacion de las apofisis transversas de las vértebras lumbares y la
prominencia de la columna vertebral. Otros factores nutricionales en los
gue se debe tener especial cuidado son las deficiencias minerales como
fésforo y cobre. Si se utilizaran vacas con cria, estas deben tener al
menos un intervalo post-parto de mas de 60 dias y un tracto reproductivo
normal a la palpacion o exanimacion ultrasonografica. Ademas deben
estar en un periodo de aumento de peso de peso y si es posible, haber
ciclado 3 veces antes de entrar al programa de sincronizacién. Si vamos a
utilizar novillas estas deben tener un peso de mas de 300 kg, tener un
estado optimo (condicidn corporal: 3.0 — 3.5) y ciclar normalmente (cada
18 a 21 dias). En cualquier caso, el peso y la edad debe estar acorde a lo
estandar en la raza (Avila, 2009).

No se deben descuidar los aspectos sanitarios del rebafio asi como la
disponibilidad del personal e instalaciones adecuadas. En lo posible el
personal afectado en la deteccion de celos debe llevar y recopilar datos
precisos y detallados. Las instalaciones deben ser funcionales y seguras
tanto para el operador como para los animales, especialmente si las
receptoras son de produccion de carne de razas autéctonas. Ademas. Es
importante contar con un techo sobre la manga y en lo posible con una
pequefia habitacibn que pueda permitir la instalacion de microscopios y
demds materiales en una corta distancia de la manga (Avila, 2009).
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Todos estos factores deben ser tenidos en especial consideracion para el
éxito del programa. Es fundamental tener una debida comunicacion con el
personal. Es inclusive recomendable reunir a todas las personas
afectadas al programa antes de comenzar con la sincronizacion (Avila,
2009).

2.15. TECNICAS DE TRANSFERENCIA DE EMBRIONES BOVINOS.

Existen 2 técnicas para la implantacion de los embriones en las hembras
receptoras; segun sean cruentas (quirargicas) o no cruentas (no-
quirdrgicas). La técnica de eleccion es la forma no quirargica, sin embargo
existe una gran diferencia en los resultados entre ellas, aunque estas
diferencias se deben no tanto a la técnica en si, sino a la experiencia y

habilidad de cada persona.

Las técnicas quirargicas tienden a producir mejores resultados (mayor
porcentaje de prefiez), pero tienen el inconveniente de que se necesita
mas personal entrenado y ciertas facilidades para realizarlas en la granja
(Avila, 2009).

2.15.1. TRANSFERENCIA QUIRURGICA.

Puede ser realizada mediante laparotomia ventral o lateral:
a) Laparotomia Ventral

Esta técnica no se puede realizar en la practica en la granja. Se ha de
realizar en quiréfano con anestesia general. Tiene aplicacion en

investigacion (fertilizacion in vitro, cloning, etc.) (Avila, 2009).
b) Laparotomia Lateral

Esta técnica no es dificil de realizar y no requiere demasiado equipo de
cirugia. Es necesario tener un potro protegido de la lluvia y buenas
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instalaciones para mantener un grupo de animales. Un veterinario con
ayudante y otras 2 personas mas pueden transferir 6 a 8 embriones por
hora (en estudios canadienses se obtuvo un porcentaje de prefiez del
65% utilizando esta técnica, en 1980) (Avila, 2009).

La receptora es colocada en un potro que permite realizar la laparotomia
lateral izquierda o derecha. Primero se procede a realizar un examen
rectal para constatar la presencia del cuerpo luteo. Los preparativos de
asepsia de la operacion son corte de pelo en el area, lavado y
desinfeccion. Se procede a inyectar anestesia local (xilocaina al 2%) por
infiltracion, también se puede usar anestesia paravertebral (L: 1, 2, 3). Se
realiza la incision paralela a la ultima costilla en el lado ipsilateral del
ovario que posee el CL, de no mas de 10 cm de longitud y lo mas
posterior que sea posible (aproximadamente a una mano de distancia de
las apofisis de las vértebras lumbares y a una mano del borde de la ultima
costilla). Se incide la piel y las capas de tejido. El musculo oblicuo
abdominal interno y el recto son separados con los dedos o con una pinza
roma (Avila, 2009).

Se procede a identificar nuevamente el cuerpo luteo (palpando los ovarios
directamente en la cavidad abdominal). Muchas veces es posible
identificar visualmente el ovario a través de la incision. Se exterioriza el
cuerno de ese lado traccionando el ligamento ancho a la altura del tercio
distal del cuerno. Para una mejor sujecion del cuerno se usan compresas
de gasa entre los dedos pulgar e indice. El cuerno es punzado cerca de la
union atero-tubérica con una aguja roma o estilete (sonda de pezon)
hasta alcanzar el lumen. El estilete es retirado, y el embrién es depositado
en el lumen uterino utilizando un catéter intravenoso, presionando
cuidadosamente el émbolo de la jeringa. El catéter es retirado lentamente
y el utero es devuelto a la cavidad abdominal. La herida operatoria puede
ser suturada por capas (peritoneo, musculo, piel) o simplemente se sutura

la piel (sutura simple) dejando las otras capas sin suturar. Esta uUltima
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forma es muy rapida y no tiene mayores complicaciones para el animal
(Avila, 2009).

2.15.2. METODO NO QUIRURGICO.

El método no quirdrgico de transferencia de embriones es usado con
mucho éxito por la mayoria de veterinarios. Casi todos utilizan pajuelas
francesas de 0,25 ml, una vaina desechable plastica, y un inyector de
Cassou para IA. También hay algunas modificaciones como por ejemplo
pipetas metalicas, inyectores especificos para TE de metal o de plastico
de un solo uso, para evitar infecciones, etc. La receptora es colocada en
un potro o sujecidn y se procede a la palpacion rectal para localizar el
ovario que contiene el cuerpo luteo. Esta oportunidad se aprovecha, en
muchas ocasiones, para sacar las heces del recto lo que facilitara la
manipulacion del aparato reproductor y posteriormente la colocacion del
embrion. El embrion se coloca una anestesia epidural baja (xilocaina al
2%). La region perineal y vulva se lavan con jabon desinfectante, agua y
se secan (Avila, 2009).

El embridon se ubica dentro de una pajuela esterilizada (0,25ml) de la

siguiente forma:

a) Aspiracion de un pequefio volumen de medio de cultivo.

b) Burbuja de aire.

c) Aspiracion de un pequeiio volumen de medio de cultivo.

d) Burbuja de aire.

e) Aspiracion de un pequefio volumen de medio de cultivo con el
embrion.

f) Burbuja de aire.

g) Aspiracion de un pequefio volumen de medio de cultivo.
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La primera columna de medio se hace tocar con el algodén y el alcohol
polivinilo del extremo cerrado de la pajuela, esto cella un lado y no permite
la salida del embrion antes de ser transferido. La pajuela con el embridn
se coloca dentro del catéter de TE y este dentro de una vaina protectora o

camisa sanitaria (Avila, 2009).

MEDIO DE CONGELACION
TAPON PARACONECTAR
CON EL IDENTIFICADOR

TAPON

r g : ' )

(m \

EMBRION

BURBUJA DE AIRE

Figura 3. Esquema de llenado de la pajilla (Avila, 2009).

Antes de introducir el catéter en la vagina se le coloca lubricante estéril
qgue permitird pasarla mas facilmente a través del cérvix. Con la mano
izquierda, el operador sujeta el cérvix a través de la pared del recto. El
catéter se introduce en el canal cervical y, posteriormente se introduce,
con ayuda de la mano, en el cuerno ipsilateral al Cuerpo Luteo. El
embrién se deposita aproximadamente a la mitad del cuerno. El catéter es
removido suavemente y se retira la mano del recto. Todo ese
procedimiento debe realizarse o mas rapido posible. Si hay mucha
demora en la operacién la posibilidad de prefiez serd menor, lo que podria
deberse a dafio de la mucosa del Gtero por exceso de manipulacién. La
excesiva manipulacion del cérvix no parece ser tan negativa como la

excesiva manipulacion de los cuernos uterinos (Avila, 2009).
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Para obtener un buen porcentaje de prefiez, a parte de la destreza y
experiencia en las técnicas descritas, es necesario que las receptoras
sean animales sanos, que sus ciclos reproductivos hayan sido normales y
que estén en buen estado de nutricibn. En la medida en que las
receptoras estén en buenas condiciones, la eficiencia de la transferencia

de embriones, traducida en prefieces ser4 mayor.

Desde un punto de vista practico la transferencia de embriones es facil y
apasionante. Pero cada paso debe ser cuidadosamente realizado para
que la técnica tenga éxito. El porcentaje de prefiez obtenido por el método
no quirdrgico varia del 35 al 65% dependiendo de la calidad de los
embriones transferidos y de la habilidad del operador para realizar todos
los pasos de la técnica. Generalmente el porcentaje de prefiez es de
alrededor del 60% con embriones frescos y 40 a 50% con embriones
congelados. Se puede anticipar una pérdida del 10% desde la deteccion
de prefiez y el destete de la cria (Avila, 2009).

Normalmente se dice que una vaca promedio produce por tratamiento
superovulatorio 10 a 12 ovulaciones con 8 a 10 embriones recuperados,
de los cuales 5 a 6 son transferibles terminando finalmente con 3 6 4

prefieces (Avila, 2009).
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Il MATERIALES Y METODOS

3.1. MATERIALES.
3.1.1. Materiales de campo.

3.1.1.1. Bioldgicos.
a) 20 vacas Holstein Friesian.
b) Hormonas a usarse:
e Folltropin (FSH-p 400mg diluidos en 20ml de solucién
fisiologica, la relacion FSH-LH es de 84/16).
e Folligon (eCG 5000UI con diluyente).
e Gestavec (P4 en suspension en una concentracion de
50mgQ).
e CIDR (P4 en un implante de silicon impregnado por
1.38 gr de progesterona).

e Grafoleon (BE inyectable intramuscular).

3.1.1.2. Fisicos.
a) Equipos de sujecion.
b) Materiales generales de asepsia.
c) Registros de observacion.
d) Ecografo Mindray DP 6600
e) Transductor Multifrecuencia 5 a 10MHZ
f) Estereomicrocopio
g) Placa térmica
h) Congeladora de embriones
i) Computador portatil
j) Pistola de transferencia de embriones
k) Pajillas
[) Sonda Foley
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m) Sonda de doble viaen Y

n) Filtro para embriones bovinos
o) Dilatador cervical

p) Mandril o estilete

g) Micropipetas

r) Puntas de pipetas

s) Placa Petri

t) Placas esfera de reloj

u) Jeringuillas descartables

V) Agujas descartables

3.1.1.3. Quimicos.

a) Medio de lavado PBS
b) Medio Holding (medio de mantenimiento).
c) Medio de congelacion Etilenglicol.

d) Nitrégeno Liquido.

3.1.1.4. Instalaciones. EIl trabajo de campo y de Laboratorio, fue
desarrollado en su totalidad en las instalaciones de la Hacienda

Chunllin La Carnela del Cantén Chambo.

3.2. METODOS:

3.2.1. Localizacion y duracién de la investigacion.

La presente investigacion se llevé a cabo en la Hacienda Chunllin La
Carnela, ubicada en la Sierra Ecuatoriana, en el sector Chambo Alto,
Canton Chambo, Provincia de Chimborazo, la misma que duré 150 dias,

distribuidos en el trabajo de campo y laboratorio.
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Cuadro 11. Datos meteoroldgicos del canton Chambo. (Colegio Nacional
Chambo, 2009.

PARAMETRO VALOR
Altitud m.s.n.m 2800
Temperatura °C 15°C
Precipitacion mm/afio 800 mm
Humedad Relativa % 67%

3.2.2. Criterios de inclusién:

Se utilizaron 20 vacas, escogidas bajo los siguientes criterios de

inclusion:

a) Ganado Holstein Friesian.

b) Edad rango de 5-7 afios, con un promedio de 3 a 5 partos

c) Produccion promedio de 20 litros/vacal/dia, estas vacas fueron
promediados en los ultimos 15 dias.

d) Rango de dias en lactancia = 80 dias y < 120 dias.

e) Condicion corporal 22.75y <3.75 en |la escalade 1 a 5.
3.2.3. Criterios de exclusion:
a) No haber presentado ningun trastorno (distocia o metabdlico) al

momento del parto.

b) No se incluyeron animales de primer parto.
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3.2.4. Caracteristicas de las vacas para la investigacion.

a) Monitoreo de las vacas:
Previo al inicio de la investigacion se procedid a monitorear
ecograficamente a todos las vacas, a fin de evaluar los ovarios,
para constatar de que no exista ninguna patologia (quistes
ovaricos, ovarios atrésicos, cuerpos luteos cavitarios); de la misma
manera se evaluaron los cuernos uterinos para descartar
patologias como metritis, piometra), el cérvix para descartar
traumatismo producidos en el parto y vagina para eliminar

patologias como urovagina, neumovagina entre otras.

3.2.5. Manejo de la dieta de los animales.

El manejo y alimentacion fue similar para todos los animales, el cual
consiste en pastoreo en potreros de Raygrass (Lolium perenne); alimento
balanceado de acuerdo a la produccion de leche a razén de 2,2 libras/litro
producido, y 250 g de grasa baypass; ordefio mecanico dos veces al dia
(4amy 4 pm).

3.2.6. Tratamientos en estudio.

Las vacas fueron divididas completamente al azar en dos grupos de 10
animales cada uno; siendo cada grupo un tratamiento y cada vaca una
unidad experimental. Para la seleccidon de los animales para cada uno de
los tratamientos, se utiliz6 una anfora en donde se depositaron los
nameros de los animales, extrayendo cada uno de los nimeros para la
agrupacion de acuerdo a los tratamientos que se describen en el siguiente

cuadro.

Diego Salinas 89




Cuadro 12. Distribuciéon de los tratamientos de estudio.

Universidad de Cuenca

TRATAMIENTOS |N |DIAS 0 | 4 5 6 7 8 9 15
FOLLTROPIN 10 | Implant | FSH | FSH | FSH- | FSH-p 250 IA

(FSH-p liofilizado ede P4 | -p -p p 4ml | 3ml ug Q

porcino) (CIDR) |6ml |5ml |, N o

de o

+ + g

100mg PG2a | 400Ul Gona c3°

eCG P4 4ml | €CC doreli g

(Gonadotropina N na %

coriénica equina) + ﬁ

Retirar +21A N

400 Ul 3mg implante =]

BE. 3

CIDR Y

o]

CONTROL O 10 | Implant | FSH | FSH | FSH - | FSH-p 250 |IA | 9

19}

TESTIGO edeP4 |-p |-p |p 3ml ug 2

o

(sin eCG) CIDR 6ml | 5ml | 4ml + de $

. 3

+ + Retirar Gona g

50mg PG2a implante doreli §

P4 4m | CIDR na *

3

* +21A -

3mg BE Q

QD

BE= Benzoato de Estradiol

FSH-p= Folltropin

CIDR= Implante de progesterona.

P4= Progesterona
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[.LA.T.F.= Inseminacion Artificial a Tiempo Fijo.
eCG = Gonadotropina coriénica equina

PG2a= Prostaglandina
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3.2.7. Procedimiento Experimental:

3.2.7.1. Seleccion de las vacas donadoras. Para la seleccion de la
vacas donadoras analizamos fundamentalmente al gran potencial
genético que puede ser transmitido a su descendencia y ademas sus
registros de produccion lechera que deben ser altos; como también se
revisdé su historia reproductiva, estado general de salud, nutricién, etc.
Una vez seleccionada la donadora se realizd el chequeo ginecoldgico por
via rectal, el mismo que nos dio resultados acerca del tono uterino,
tamafo de los ovarios, simetria en los cuernos, el grosor de las paredes
del Utero y de esta manera nos percatamos del estado en el que se
encuentra el aparato reproductivo para iniciar el programa de

superovulacion.

3.2.7.2. Seleccion de las vacas receptoras. Para la seleccion de las
receptoras no fue necesario tomar en cuenta la genética del animal, mas
bien, los parametros que se consideraron fueron fundamentalmente el
tamafo y la edad de los animales, asi como también poseer un aparato
reproductivo anatémica y fisiolégicamente en perfecto estado. Una vez
que se efectud la preseleccion del grupo de receptoras, procedimos a
verificar la etapa del ciclo reproductivo en el que se encontraban por
medio del chequeo ginecoldgico, en donde seleccionamos Unicamente a
animales que tenian un cuerpo lateo funcional y que su aparato
reproductivo esté en perfecto estado; descartando animales recién
ovulados, con quistes ovaricos o quistes luteales, dejando pendiente los
animales que se encontraron por ovular; para presentarse el celo los

mismos dias que las receptoras.
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3.2.7.3. Superovulacion de las vacas donantes.
Una vez seleccionados los animales y divididos en dos grupos:
a) Grupo 1.- Vacas con tratamiento n=10 (eCG mas Folltropin-V).
b) Grupo 2.- Vacas sin tratamiento n=10 (sin eCG mas Folltropin-V).

Al Grupo 1 se procedi6é a la aplicacion de los tratamientos, el dia 0, se
inserto el dispositivo implante intravaginal de Progesterona CIDR (1.38gr);
mas 3 mg de Benzoato de Estradiol (Grafoleon) y P4 100mg (Gestavec)
por via IM (Intramuscular). ElI dia 4, se aplico el tratamiento de
superovulacién que consistié en aplicar Folltropin =V (FSH-p) IM cada 12
horas en dosis decrecientes durante cuatro dias seguidos; el dia 6, se
aplicé dos veces PG2a 2ml (estrumate) IM en la mafiana y en la tarde; el
dia 7, aparte de inyectar las ultimas dosis de FSH-p, se retird el implante
CIDR y se aplico dos dosis de 200 Ul de eCG en la mafana y tarde ; El
dia 8, se inyectd IM 2,5 ml Fertagyl (250 ug de Buseralina) y se inseminé
2 veces en la mafiana y tarde; el dia 9, se insemin6 una dosis, y el dia 15,

se colecto los embriones para su posterior evaluacion y clasificacion.
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Cuadro 13. Cronograma de Superovulacién con eCG.

Dia 0 | CIDR (Dispositivo liberador P4) + 100mg de P4 + BE 3mg

Dia4 | FSH-p (mafana) 3ml - FSH-p (tarde) 3ml dosis decreciente

Dia5 | FSH-p (mafana) 2,5 ml- FSH-p (tarde) 2,5 ml

Dia6 | FSH-p 2 ml + PGF2a 2ml (500 ug de D-cloprostenol). (mafiana)
- FSH-p 2ml + PGF2a 2ml (500 ug de D-cloprostenol)
(tarde)

Dia7 | FSH-p1,5ml+eCG 200 Ul (mafana) - FSH-p 1,5 ml + eCG 200
Ul (tarde) retirar dispositivo intravaginal P4 (CIDR)

Dia8 | IA (mafana) - IA (tarde) + 250 ug gonadorelina (Fertagyl)

Estro

Dia9 | IA (mafana)

Dia 15 | Colecta de embriones + PGF2a 2ml

Con los animales control se procedié de la misma manera, excluyendo la
aplicacion de eCG. Siete dias post inseminacion se recolectdé los
embriones para evaluar y clasificarlos; para la recoleccion de los

embriones se realizé la técnica no quirdrgica, de circuito cerrado.

Para la colecta de embriones se empled el medio PBS, el mismo que se
calentd a bafilo maria hasta que alcance una temperatura de 37°C, se
tomo un volumen promedio por cuerno de 500 ml. Una vez colectado los
embriones se buscaron con la ayuda de un estéreo microscopio; luego de
la busqueda se utilizd6 el medio Holding para lavar los embriones y

proceder a la valoracion y clasificacion de los mismos de acuerdo al IETS.
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3.2.7.4. Sincronizacién de animales receptoras.

Para la sincronizacion de receptoras se empled 2ml de PGF2a
(Estrumate) colocado por via intramuscular evidenciando cuerpo luteo
funcional, con el objetivo de que se presente celo igual a la donadora o a
su vez se diferencie mas o menos 1 dia. Los celos de las receptoras se
controlaran a las 48 — 72 — 96 horas posteriores a la administracion de
PGF2a.

3.2.7.5. Preparacion de equipos y materiales.

La preparacion del material se realizé con 12 horas de anticipacion, donde
se constaté la presencia de todos aquellos materiales que fueran utiles al
momento de realizar la recoleccién. Es necesario aclarar que ahora no se
utilizaron soluciones preparadas (PBS modificado) para lavado uterino
como afos atras, sino mas bien esta vienen listas para utilizarlas, y para
la congelacion de embriones (etilenglicol), la marca que utilizaremos es
AGTECH.

3.2.7.6. Lavado uterino y recoleccion de embriones.

En primer lugar se ejecuté un previo chequeo ginecoldgico con ayuda de
palpacion rectal y con el ecografo se verificd la presencia de cuerpos
lteos en los ovarios y de esta manera se tuvo la idea de cuantos
embriones aproximadamente esperamos recuperar, ya que de antemano
conocemos que por cada ovulacién se forma un cuerpo lateo; ademas,
con la palpacion rectal se estimulé la evacuacion de heces al animal;
luego se limpid el tren posterior del animal con abundante agua y jabon; lo
secamos y colocamos dependiendo del tamafio del animal entre 5y 8 ml
de anestesia sin epinefrina (Lidocaina), por via epidural, con ello se evitd

gue el animal entre en estrés por el manipuleo que se realizé en el Gtero;
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como el tren posterior del animal esté insensible, se atdé su cola de una

manera que no estorbe en las labores de limpieza.

Antes del lavado se colocé el litro de Flusing (PBS modificado) a unos
50cm mas alto que la vaca y se verifico el funcionamiento de las sondas,
el filtro y el matraz. El lavado inicid con la introduccion por la vulva del
catéter Folley de dos vias, conjuntamente con un estilete para facilitar su
paso por el cérvix, este catéter se ubicd en el tercio medio del cuerno
uterino y se infl6 el balébn unos 5 cm, pasado la bifurcacion del utero la
cantidad de aire fue de 9 a 15 ml dependiendo del tamafio de los cuernos;
lo importante fue cerrar el paso para que no se escape el medio de
lavado. La cantidad de liquido que ingresara debe ser igual a la cantidad
de liquido que recogemos, por lo general se opta a ocupar 500 ml en cada
uno de los cuernos en cantidades que van de 30 — 60 ml dependiendo del
tamafio del mismo hasta completar la cantidad sefialada, al liquido se
recogio en un matraz previo paso por el Filtro Ecom que es el lugar donde
se quedan los embriones. Una vez que se acabo la recoleccion en un
cuerno se realizo la misma operacion para el segundo cuerno, los lavados
en promedio duraron entre 10 a 30 minutos dependiendo del tamafio del

Gtero y la presencia de mucosa en el mismo.

3.2.7.7. Visualizacién de los embriones.

Para la realizacion de la visualizacién se difundié el liquido que contenia
los embriones del filtro Ecom a una placa Petri dish integrity cuadriculada
y se dejo en reposo por unos 15 minutos, logrando asi que los embriones
se depositen al fondo de la placa para ser visualizados con la ayuda del
estéreo microscopio. Una vez ubicado los embriones con la ayuda de una
micropipeta, se pasO a una placa Petri dish multi web bowl, en donde

permanecieron hasta su clasificacion.
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La etapa de visualizacion fue muy minuciosa, ya que se observo repetidas
veces removiendo el liquido para que algun embrién adherido a la
mucosa se separe y sea ubicado; posteriormente se elimind el liquido

sobrenadante seguros que no quede ninguin embrién.

3.2.7.8. Calificacion de los embriones.

La calificacion se realiz6 con ayuda del estereomicroscopio, para ello los
embriones se ubicaron en la placa Petri dish multi web bowl, y nos fijamos
en su apariencia general, numero, compactacién y tamafo celular; color y
textura del citoplasma, presencia de vacuolas, blastomeros extruidos de la
masa embrionaria, estadio del desarrollo en base a la edad, regularidad
de la zona pellcida y presencia de desechos celulares. En base a estas
caracteristicas morfolégicas cada embrion recibid una clasificacion por su

calidad:

e Excelente

e Bueno
e Regular
e Malo

e Muertos o degenerados.
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3.3. FORMULACION DE HIPOTESIS O TENTATIVAS.

El uso de eCG en los ultimos dias de la superovulaciéon con Foltropin-V
(FSH-p) mejora 20% el namero total embriones colectados, ovocitos

fertilizados y numero de embriones fértiles.

3.4. VARIABLES E INDICADORES:

3.4.1. Variable Dependiente:

e Gonadotropina Coriénica Equina (eCG)

3.4.2. Variable Independiente:

e NuUmero de cuerpos Luteos.

e Numero de Foliculos.

e Numero de estructuras colectadas segun la Sociedad Internacional
de Transferencia de Embriones.

e Numero de Embriones Transferibles y no Transferibles
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Cuadro 14. Operacionalidad de las Variables.

VARIABLE

CUANTITATIVA

INDICADOR

CUALITATIVA

Gonadotropina
Corionica
equine

(eCG)

de

Cuerpos Luteos.

NUmero

Deteccidn

ultrasonografia

Cuerpos Luteos.

Numero de | Deteccion Foliculos anovulatorios
Foliculos ultrasonografia
Numero de | Deteccion Clasificacion de las
estructuras Estereomicroscopio | estructuras segun la
colectadas IETS:
segun la IETS Ufos,
Morula,
Mérula Compacta,
Blastocisto temprano,
Blastocisto,
Blastocisto Expandido,
Blastocisto Protruido,
Blastocisto
eclosionado.
Numero de | Deteccion Total de Embriones
Embriones Estereomicroscopio | Transferibles y Total de

Transferibles vy

no Transferibles

Embriones no

transferibles.

IETS: Sociedad Internacional de Transferencia de Embriones
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3.5. DISENO EXPERIMENTAL

Este trabajo se enmarca dentro de un tipo de estudio experimental, de
corte transversal, porque busca especificar las circunstancias mas
importantes de un fendbmeno sometido a un analisis y estudio como es: El
efecto de la aplicacion de gonadotrofina coriénica equina (eCG) en vacas
donantes de embriones superovuladas con Foltropin-V (FSH-p)

Tomando en consideracion, raza, edad de las superovuladas, condiciones
de manejo para que exista uniformidad y no se alteren los resultados,
tamafo de la muestra, se aplicé un Disefio Completamente al Azar (DCA)
con dos tratamientos, 10 repeticiones por tratamiento; para el analisis de
la variable del numero de cuerpos Luteos, foliculos anovulatorios vy
namero de estructuras colectadas segun la IETS, embriones transferibles
y embriones no transferibles se utilizé un analisis de varianza (ANOVA) y
prueba de Chi-Cuadrado utilizando los programas Minitab 16 y SPSS

version 19, con un nivel de significancia exigido de p < 0.05.
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IV RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. RESULTADOS.

4.1.1. Resumen estadistico de las variables representativas.

Al realizar las tabulaciones de los datos registrados en cuanto a la
presencia de cuerpos luteos (CL) por ovario, asi como la presencia de
foliculos anovulatorios y el total de estructuras obtenidas pos

tratamientos, se obtuvo los siguientes resultados

Cuadro 15. Estadistica descriptiva de las variables.

. eCG + Folltropin Folltropin
Variable - :
Media | Desv.tip. | Total Media | Desv.tip. | Total
# CL Ovario derecho 3,5 2,17 35 4,6 1,43 46
# CL Ovario Izquierdo 3,1 1,19 31 3,6 2,67 36
Cuerpo liteos totales 6,2 2,80 66 8,2 3,16 82
Foliculo Anovulatorio Ov. Derecho 0,3 0,67 3 1,2 0,91 12
Foliculo Anovulatorio Ov. Izquierdo 0,7 1,06 7 1,4 1,35 14
Foliculos anovulatorios totales 1 1,33 10 1,8 1,79 26
Total de Estructuras 2,2 2,3 22 3,1 1,96 31

4.1.2. Resumen estadistico del total de las estructuras encontradas
luego del lavado de las vacas.

Luego del lavado de las vacas se realizo la tipificacion de las estructuras

obtenidas encontrandose los siguientes resultados:
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Cuadro 16. Estadistica descriptiva del total de las estructuras
encontradas en la investigacion por tratamiento.

Estructuras gCG + Folltropin . Folltropin Total de
Media | Desv. tip. | Total | Media | Desv. tip. | Total | estructuras
Ovocitos no fertilizados 0,1 0,32 1 0,2 0,42 2 3
Morulas 1,8 1,87 18 2 1,15 20 38
Blastocistos 0,3 0,48 3 0,9 0,73 9 12
Total 22 31 53

4.1.3. Resumen estadistico del total de embriones transferibles y no
transferibles.

Al clasificar las estructuras embrionarias viables (se descarté ovocitos

infertilizados) se determinaron como transferibles y no transferibles, asi:

Cuadro 17. Embriones transferibles y no transferibles generados en la
investigacion.

Embriones Med iZCGID-'-els:\(/)."ttl’:)‘.)pl:otal Media F;::/ozlpn Total e::::?;lt::as
Transferibles 1,9 1,97 19 2,7 1,78 27 46
No transferibles 0,3 0,68 3 0,4 0,52 4 7
Total 22 31 53
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4.1.4. Anédlisis estadistico de las variables estudiadas.

4.1.4.1. Prueba de Chi- cuadrado del numero de cuerpos luteos.

Cuadro 18. Chi cuadrado del numero de cuerpos luteos encontrados en la

investigacion.

Tratamientos Ovario OVfario Total | Chi-cuad. P
derecho | Izquierdo
eCG + Folltropin 35 31 66
Folltropin 46 36 82| 0,139 0,709
Total 81 67| 148

De acuerdo a la prueba de Chi cuadrado (0,139; p>0,05) se establece que
existi6 homogeneidad (no significativo) en la presencia de cuerpos luteos
en entre los tratamientos empleados tanto en el ovario derecho como en

el izquierdo.

Presencia de cuerpos luteos

4,6

3,5 3.6

# promedio de Cuerpos Iliteos/vaca

(0} T T T T
Trat eCG + Folltropin Folltropin eCG + Folltropin Folltropin

oD ol

Grafico 1. Representacion en barras de la presencia de cuerpos luteos

en los ovarios.
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4.1.4.2. Prueba de Chi- cuadrado del nimero de foliculos
anovulatorios.

Cuadro 19. Chi cuadrado del numero de foliculos anovulatorios

encontrados en la investigacion.

Tratamientos Ovario vaa\rio Total | Chi-cuad P
derecho | Izquierdo
eCG + Folltropin 3 7 10
Folltropin 12 14 26 0,78 0,38
Total 15 21 36

De acuerdo a la prueba de Chi cuadrado (0,78; p>0,05) se establece que
existi6 homogeneidad (no significativo) en la presencia de Foliculos
anovulatorios en entre los tratamientos empleados tanto en el ovario

derecho como en el izquierdo.

Presencia de foliculos no ovulados

1,4

1,44

1,2

1,24

1,04

0,8
0,7

0,6

0,4
0,3

# Foliculos anovulatorios/vaca

0,24

0,0 T T T T
Trat eCG + Folltropin  Folltropin eCG + Folltropin  Folltropin

oD ol

Gréafico 2. Representacion en barras de los foliculos anovulatorios

obtenidos en la investigacion.
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4.1.4.3. Prueba de Chi- cuadrado del total de estructuras
embrionarias encontradas.

Cuadro 20. Chi cuadrado del total de estructuras embrionarias

encontradas.
. Ovocitos , . .
Tratamientos o Mborula | Blastocisto | Total | Chi-cuad P
Infertilizados
eCG + Folltropin 1 18 3 22
Folltropin 2 20 9 31 1,97 0,34
Total 3 38 12 53

De acuerdo a la prueba de Chi cuadrado (1,97; p>0,05) se establece que
existi6 homogeneidad (no significativo) en la presencia de diferentes
estructuras embrionarias entre los tratamientos empleados en lo que

respecta a ovocitos infertilizados, mérulas y blastocistos.

Estructuras embrionarias
2
2,0
1,8

1,54
®
(&]
®©
>
S
8
-é 1,0 1 0,9
=
o

0,51

0,3
0,2
0,1
0,0 T T T T T T
Trat A B A B A B
ONF MORULAS BLASTOCISTOS

Tratamiento A.- eCG + Folltropin; Tratamiento B.- Folltropin; ONF.- Ovocitos no

fecundados
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Gréafico 3. Representacion en barras de las estructuras embrionarias

encontradas en los dos tratamientos.

4.1.4.4. Pruebade Chi- cuadrado del grado de morulacién.

Cuadro 21. Chi cuadrado del grado de morulacion encontrados en la

investigacion.

Tratamientos Grado1l |Grado2 |Grado3 |Total |Chi-cuad P
eCG + Folltropin 12 2 18

Folltropin 13 2 20 0,05 0,97
Total 25 4 38

De acuerdo a la prueba de Chi cuadrado (0,05; p>0,05) se establece que

existi6 homogeneidad (no significativo) en el grado de morulacion entre

los tratamientos empleados.

Grado de morulacion

1,4

1,2
1,24

1,3

1,0+

0,8

0,6

Promedio/vaca

0,4

0,2

0,0

0,5

0,4

0,2

0,2

Tra’t A

MG1

MG2

Tratamiento A.- eCG + Folltropin; Tratamiento B.- Folltropin; MG 1, 2, 3.- Grado de

morulacion.
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Gréfico 4. Representacion en barras del grado de morulacion.

4.1.4.5. Prueba de Chi- cuadrado del grado de Blastocistos.

Cuadro 22. Chi cuadrado del grado de Blastocistos encontrados en la

investigacion.

Tratamientos Grado1l |Grado2 |Total |Chi-cuad P
eCG + Folltropin 3 0 3

Folltropin 6 3 9 1,33 0,24
Total 9 3 12

De acuerdo a la prueba de Chi cuadrado (1,33; p>0,05) se establece que
existio homogeneidad (no significativo) en el grado de blastocisto entre los
tratamientos empleados hay que tener presente que mientras menor sean
las frecuencias observadas el valor de significacibon va a aumentar

influenciando en la interpretacion de los resultados.
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Grado de Blastocisto

0,6

0,6

0,5

0,4

0,3 0,3

0,3

Promedio/vaca

0,2+

0,14

0
0,0 T T T T
Trat eCG + Folltropin  Folltropin eCG + Folltropin  Folltropin

Blastocisto G1 Blastocisto G2

Gréfico 5. Representacion en barras del grado de Blastocisto.

4.1.4.6. Prueba de Chi- cuadrado de las estructuras embrionarias
viables.

Cuadro 23. Chi cuadrado de las estructuras embrionarias viables

encontradas en la investigacion.

Tratamientos Transferibles | No transferibles | Total Chi-cuad P
eCG + Folltropin 19 3 22

Folltropin 27 4 31 0,006 0,93
Total 46 7 53

De acuerdo a la prueba de Chi cuadrado (0,006; p>0,05) se establece que
existi6 homogeneidad en la presencia de embriones transferibles y no

transferibles entre los tratamientos empleados.
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Viabilidad embrionaria para transferencia
3,0
2,7
2,54
o 2,04 1,9
Q
@®©
>
S
T 1,57
[}
c
(o]
o
2 1,0
0,5+ 0,4
0,3
0,0 T T T T
Trat eCG + Folltropin  Folltropin eCG + Folltropin  Folltropin
Transferible No Transferible

Gréafico 6. Representacion en barras de los embriones transferibles y no

transferibles.

4.1.4.7. Analisis de Varianza “ADEVA” del cuerpo luteo, foliculos
anovulatorios y estructuras embrionarias.
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Cuadro 24. Andlisis de varianza de la presencia de cuerpos lateos,

foliculos anovulatorios y estructuras encontradas.

ANOVA
Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.

# CL Ovario Inter-grupos 6.050 1 6.050 1.788 .198
|Perecho Intra-grupos 60.900 18 3.383

Total 66.950 19
# CL Ovario Inter-grupos 1.250 1 1.250 291 .596
|izquierdo Intra-grupos 77.300 18 4.294

Total 78.550 19
Cuerpos lGteos totales Inter-grupos 12.800 1 12.800 1.440 .246

Intra-grupos 160.000 18 8.889

Total 172.800 19
Foliculo Anovulatorio Ov. Inter-grupos 4.050 1 4.050 6.231 .022
|Derecho Intra-grupos 11.700 18 .650

Total 15.750 19
Foliculo Anovulatorio Ov. Inter-grupos 2.450 1 2.450 1.664 .213
|Izquierdo Intra-grupos 26.500 18 1.472

Total 28.950 19
JFoliculos anovulatorios  Inter-grupos 12.800 1 12.800 4.760 .043
Totales Intra-grupos 48.400 18 2.689

Total 61.200 19
Total de Estructuras Inter-grupos 4.050 1 4.050 .884 .360

Intra-grupos 82.500 18 4.583

Total 86.550 19

Segun el andlisis realizado se pone de manifiesto que no existe

diferencias significativas entre los dos tratamientos empleados destinados

a la superovulacion de vacas donadoras de embriones con respecto al

namero de cuerpos luteos desarrollados tanto en el ovario derecho como

en el izquierdo (p>0,05), asi mismo no se establece diferencias en los

foliculos anovulatorios del ovario izquierdo (p>0,05), de igual manera para

el total de estructuras encontradas (ovocitos infertilizados, morulas y

blastocistos) p>0,05. Sin embargo se establecid diferencias significativas

en los foliculos anovulatorios del ovario derecho y en el total de foliculos
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anovulatorios (p<0,05) encontrandose 3 foliculos no ovulados en el

tratamiento eCG+ Folltropin y 12 foliculos sin ovular en el tratamiento

Folltropin, pudiendo pensar que al emplear la hormona FSH-p sola, los

foliculos emergentes del tratamiento para superovular no tienen el impulso

suficiente para producir la ruptura de la teca folicular.

4.1.4.8. Analisis de varianza de las estructuras embrionarias

encontradas.

Cuadro 25. Andlisis de varianza de

encontradas (Ovocitos infertilizados, Morulas y Blastocistos)

las estructuras embrionarias

ANOVA
Suma de Media
cuadrados gl Cuadratica F Sig.
IMORULAS Inter-grupos .200 1 .200 .083 77
Intra-grupos 43.600 18 2.422
Total 43.800 19
IBLASTOCISTOS Inter-grupos 1.800 1 1.800 4.629 .045
Intra-grupos 7.000 18 .389
Total 8.800 19
Ovocitos Inter-grupos .050 1 .050 .360 .556
Infertilizados Intra-grupos 2.500 18 .139
Total 2.550 19
Al realizar el andlisis se aprecia que no existe diferencias

estadisticamente significativas entre los tratamientos sobre las moérulas y

los ovocitos infertilizados (p>0,05), sin embargo se puede apreciar

diferencia significativa entre los tratamientos sobre los blastocistos

(p<0,05) generandose 3 blastocistos en el tratamiento eCG+Folltropin y

12 en el tratamiento Folltropin.
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4.1.4.9. Anéalisis de varianza del estado de morulacién de las

estructuras embrionarias.

Cuadro 26. Analisis de varianza del grado de morulacion de los

embriones.

ANOVA
Suma de Media
cuadrados Gl Cuadratica F Sig.
IMérula Grado 1 Inter-grupos .050 1 .050 .030 .864
Intra-grupos 29.700 18 1.650
Total 29.750 19
[M6rula Grado 2 Inter-grupos .050 1 .050 101 .754
Intra-grupos 8.900 18 494
Total 8.950 19
IMérula Grado 3 Inter-grupos .000 1 .000 .000 1.000
Intra-grupos 3.200 18 178
Total 3.200 19

De acuerdo al ANOVA realizado se estable que no existen diferencias

estadisticas significativas entre el

tratamientos empleados (p>0,05).

grado de morulacion entre

los
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4.1.4.10. Andlisis de varianza del estado de Blastocisto de las
estructuras embrionarias.

Cuadro 27. Andlisis de varianza del grado de Blastocistos.

ANOVA
Suma de
cuadrados Gl Media cuadratica F Sig.
IBlastocisto Grado 1 Inter-grupos .450 1 .450 1.800 .196
Intra-grupos 4.500 18 .250
Total 4.950 19
IBlastocisto Grado 2 Inter-grupos .450 1 450 3.857 .065
Intra-grupos 2.100 18 117
Total 2.550 19

De acuerdo al ANOVA realizado se estable que no existen diferencias

estadisticas entre el grado de blastocisto entre los tratamientos

empleados (p>0,05).

4.1.4.11. Analisis de varianza de las estructuras embrionarias transferibles
y no transferibles.
Cuadro 28. Analisis de varianza de las estructuras embrionarias

transferibles y no transferibles.

ANOVA
Suma de Media
cuadrados Gl cuadratica F Sig.
J[Embriones Transferibles Inter-grupos 3.200 1 3.200 .914 .352
Intra-grupos 63.000 18 3.500
Total 66.200 19
JEmbriones Inter-grupos .050 1 .050 .138 714
No Transferibles Intra-grupos 6.500 18 361
Total 6.550 19

De acuerdo al ANOVA realizado se estable que no existen diferencias
estadisticas entre los tratamientos empleados (p>0,05) con respeto a la

cantidad de embriones transferibles y no transferibles.
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4.2. DISCUSIONES.

Al realizar el analisis estadisticos de las variables propuestas su estudio
en esta investigacion se obtuvo que la cantidad de cuerpos luteos totales
tuvo un promedio de 6,2 £2,80 para el grupo de vacas tratadas con eCG+
Folltropin siendo inferior a un 8,2 £3,16 cuerpos luteos totales del grupo
de vacas tratadas solo con Folltropin, no obstante no hubo diferencias
estadisticas (p>0,05). El nUumero de cuerpos luteos totales obtenidos en el
tratamientos eCG+Folltropin son inferiores a los obtenidos por Callejas et.
al. 2005, que obtuvieron 7,6 + 0,8 cuerpos Iuteos en promedio entre vacas
y novillas (indiferenciadas) empleando en simultaneo %2 dosis de eCG y %2
dosis de FSH-p. No obstante son inferiores a los obtenidos por Cifuentes
et. al. 2009 con 13,7 £ 0,9 cuerpos luteos empleando tres razas (europea,
cebuina y europea/cebuina) y 200Ul de eCG en conjunto con las dos

altimas inyecciones de FSH-p.

En cuanto a los foliculos anovulatorio (FA), en el tratamiento con eCG se
obtuvo un promedio 1+ 1,33 foliculos que no pudieron ovular y al
contrastar con los FA obtenidos en el tratamiento sin esta hormona en un
promedio de 1,8+ 1,79 se obtuvo una diferencia estadistica significativa al
5% (p<0,05), probablemente, segun Munar et. al. 2008, este resultado se
deba a que no existe el estimulo suficiente de LH en el tratamiento con

Folltropin que hace que los foliculos no ovulen en el momento oportuno.

Las estructuras totales de 2,2 + 2,33 obtenidas en el tratamiento con eCG
frente a las obtenidas en el tratamiento sin eCG de 3,1 + 1,96, se
establecen como estadisticamente similares (p>0,05). Siendo inferior a los
obtenidos por Cifuentes et. al. 2009, tanto en el tratamiento eCG +
Folltropin como en el Folltropin solo. Sin embargo Callejas et. al. 2005
obtiene 6,3 £ 0,7 estructuras recuperados pos-colecta lo que hace pensar

que probablemente no se realizd un eficiente proceso de colecta de los
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embriones ya que al contrastar con el namero de cuerpos lateos

obtenidas, este es totalmente superior.

De acuerdo a los embriones transferibles obtenidos es esta investigacion,
podemos apreciar que se obtuvo un promedio de 1,9 £ 1,97 embriones
transferibles obtenidos en el tratamiento con eCG+Folltropin frente a 2,7 +
1,78 embriones transferibles obtenidos en el tratamiento Folltropin solo,
siendo inferior a lo obtenido por Cifuentes et. al 2009 en los dos
tratamientos, quienes obtuvieron 8,9 = 1 embriones transferibles en el
tratamiento con eCG, y 4,6 + 0,6 embriones transferibles en el tratamiento
sin eCG.

Estos resultados difieren con los obtenidos por Cifuentes E., Quevedo L.,
Hoyos A., Carballo D., Piccardi M., B6 G.A. 2009. Quienes encontraron
resultados positivos en vacas de ganado de carne utilizando el “eCG en
vacas donantes de embriones superovuladas con Folltropin-V” dando
como conclusion que hay una diferencia significativa en la cantidad de
Ovocitos/Embriones totales colectados, ovocitos fertilizados y embriones

transferibles.

Hay que considerar que tanto la destreza del operador del ecégrafo como
de la persona que colecta los embriones, influye drasticamente en los
resultados obtenidos ya que al haber diferencias significativas (to.0s= 5,75;
p= 0,000 < 0,05) entre el numero de cuerpos luteos observados y el
namero de estructuras embrionales totales colectadas (ovocitos no
fertilizados, moérulas y blastocistos) se estaria generando sesgo
estadistico causado por el factor humano, alterando significativamente los

resultados.

Diego Salinas 115




Universidad de Cuenca

V  CONCLUSIONES

e Del estudio desarrollado se concluye que se rechaza la hipotesis
planteada, y se acepta la hipétesis nula en la gue se define que
la media del primer caso (Tratamiento eCG mas FSH-p) es igual

a la media del segundo caso (Tratamiento sin eCG mas FSH-p).

e El uso de eCG adicionado a la FSH-p no mejora el numero de
foliculos ovulatorios asi como la frecuencia de estructuras lGteas

en los ovarios (derecho e izquierdo).

e De igual forma no hay diferencia significativa entre las
estructuras embrionarias encontradas asi como tampoco en el

grado de calidad (grado de mérula y grado de blastocisto).

¢ No hay diferencia estadistica entre los tratamientos con respecto

a la cantidad de embriones transferibles.

e El uso de eCG en los ultimos dias de la superovulacion con
Foltropin-V (FSH-p) no mejor6 el numero total de embriones

colectados, ovocitos fertilizados y numero de embriones fértiles.
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VI RECOMENDACIONES

e Como alternativa muy interesante para aumentar la respuesta
superovulatoria y la buena calidad de embriones obtenidos por
tratamiento, es necesario continuar con la realizacion de los
tratamientos superovulatorios con eCG combinado con FSH-p y
favorecen el crecimiento final de los foliculos reclutados por los

pulsos de LH.

e Continuar las investigaciones en la combinacion de hormonas
utilizadas en los protocolos de superovulacion, con la finalidad de
mejorar el numero de estructuras de embriones viables y

transferibles.

e Realizar otras investigaciones que permitan evaluar diferentes
compuestos hormonales para buscar una nueva forma de
mejorar los indices reproductivos, especialmente en hembras
bovinas de raza holstein friesian sometidas a este tipo de

programas reproductivos.
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Anexo 1. Protocolo de Superovulacion con eCG en vacas Donadoras
(eCG mas Folltropin) utilizado para donadoras.

e Vaca No.490 Nombre: Pinta
e Vaca No.483 Nombre: Ambateia
e Vaca No.401 Nombre: Lupe

e Vaca No.518 Nombre: Estefania.

DIA HORA TRATAMIENTO OBSERVACIONES
, Dispositivo liberador P4 CIDR Intravaginal; 4 ml
J‘E)‘?(‘:’_ezsdlzzo' i‘,\(/)lo CIDR + Gestavec IM; 0.5 ml
100mg de P4 + BE 3 mg. Grafoleon IM
6:00

Lunes, 24- |AM Folltropin 3 ml
Dic-2012 |6:00
PM Folltropin 3 ml
6:00 Folltropin 2,5
Martes, 25- |AM ml

Dic-2012 |6:00 Folltropin 2,5

PM ml

6:00 Estrumate
Miérc, 26 - |AM Folltropin 2 ml |2ml
Dic-2012 |6:00 Estrumate

PM Folltropin 2 ml |2ml
6:00 Folltropin 1.5

AM ml Folligon 1 ml | Retiro del implante CIDR
Jueves, 27 - | 6:00 Folltropin 1.5
Dic — 2012 |PM ml Folligon 1 ml

6:00

AM Fertagyl 5ml
Viernes, 28- | 6:00

Dic-2012 |PM Inseminacion Artificial
6:00
AM Inseminacion Artificial
Sabado, 29- |6:00
Dic-2012 |PM Inseminacion Artificial

Viernes, 4- |9:00

Ene-2013 |AM Colecta de Embriones
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Anexo 2. Protocolo eCG mas Folltropin utilizado para donadoras

e Vaca No. 487
e Vaca No. 712
e Vaca No. 495
e Vaca No. 528

Nombre: Jaiden.

Nombre: Jota.
Nombre: Roci6.

Nombre: Mona.

DIA HORA TRATAMIENTO OBSERVACIONES
. . Dispositivo liberador P4 CIDR Intravaginal, 4 ml
'\é';]‘zr_cz'ozfé 9Af\’/|0 CIDR + Gestavec IM, 0.5 m
100mg de P4 + BE 3 mg. Grafoleon IM
6:00
Dom, 27- |AM Folltropin 3 ml
Ene-2013 |6:00
PM Folltropin 3 ml
6:00 Folltropin 2,5
Lunes, 28- |AM mi
Enero-2013 | 6:00 Folltropin 2,5
PM mi
6:00 Estrumate
Martes, 29 - | AM Folltropin 2 ml |2ml
Ene-2013 |6:00 Estrumate
PM Folltropin 2 ml |2ml
6:00 Folltropin 1,5
Miércoles, |AM ml Folligon 1 ml | Retiro del implante CIDR
30 - Enero — | 6:00 Folltropin 1,5
2013 PM ml Folligon 1 ml
6:00
AM Fertagyl 5ml
Jueves, 31- [6:00
Ene-2013 |PM Inseminacion Artificial
6:00
AM Inseminacion Artificial
Viernes, 1- |6:00
Feb-2013 |PM Inseminacion Artificial
Jueves, 7- | 9:00 Colecta de Embriones
Feb-2013 AM
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Anexo 3. Protocolo eCG mas Folltropin (FSH-p) utilizado para
donadoras.

. Vaca No. 1078 Nombre: Gema.

. Vaca No. 262 Nombre: Maria.

DIA HORA TRATAMIENTO OBSERVACIONES

Lunes. 4- 9:00 Dispositivo liberador P4 CIDR Intravaginal, 4 ml

Feb-2013 | Am |CIPR + Gestavec IM, 0.5 ml
100mg de P4 + BE 3 mg. Grafoleon IM

6:00

Viernes, 8- |AM Folltropin 3 ml
Feb-2013 |6:00
PM Folltropin 3 ml

6:00 Folltropin 2,5
Sab, 9-Feb- |AM ml
2013 6:00 Folltropin 2,5

PM ml

6:00 Estrumate
Dom, 10- |AM Folltropin 2 ml |2ml
Feb-2013 |[6:00 Estrumate

PM Folltropin 2 ml |2ml

6:00 Folltropin 1,5

AM ml Folligon 1 ml | Retiro del implante CIDR
Lunes,11 - |6:00 Folltropin 1,5
Feb — 2013 |PM ml Folligon 1 ml

6:00

AM Fertagyl 5ml
Martes, 12- |6:00

Feb-2013 |PM Inseminacion Artificial
6:00
AM Inseminacion Artificial
Miérc, 13- [6:00
Feb-2013 |PM Inseminacion Artificial

Martes, 19- | 9:00

Colecta de Embriones
Feb-2013 AM

Diego Salinas 126



Universidad de Cuenca

Anexo 4. Evaluacion y clasificacion de los embriones obtenidos mediante

el protocolo de superovulaciéon con eCG mas FSH-p.

OVARIO DERECHO OVARIO IZQUIERDO ESTRUCTURAS COLECTADAS SEGUN LAIETS TOTAL DE EMBRIONES
Vaca
No. |CUERPO A:%L\LSEAL% CUERPO AE%L\;SLLJ/ETOO Namero def ;cos|  MorULA Blastocisto | i nsterible| MO

LUTEO RIO LUTEO RIO Estructuras Temprano transferible
490 3 0 3 0 0 0
483 8 0 5 1 1(4.2) 1
401 0 0 3 0 0 0
518 5 3 3 2(4.1) 1(6.1) 3 0
487 2 0 5 4 2(4.1)y2(42) 4 0
712 5 1 3 7 1 [4(41)y1(4.3 1(6.1) 5 2
495 3 2 2 2 1(4.1) 1(6.1) 2 0
528 2 3 0 0 0
1078 4 3 0 4 3(4.1) y1(4.2) 4 0
262 3 1 1 1(4.3) 0 1

(4.1)= Mérula calidad excelente.

(4.2)= M6érula calidad bueno.

(4.3)= M6érula calidad regular.

(6.1)= Blastocisto temprano calidad excelente.
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Anexo 5. Protocolo de superovulacion en vacas control sin eCG en
vacas Donadoras (Sin eCG, con Folltropin-V) utilizado para donadoras.

e Vaca No. 542 Nombre: Martha
e Vaca No. 734 Nombre: Lucia
e Vaca No. 237 Nombre: Nacha
e Vaca No. 622 Nombre: Luz

DIA HORA TRATAMIENTO OBSERVACIONES
, Dispositivo liberador P4 CIDR Intravaginal; 4 ml
Jgg‘t’f;élzg' i‘,\(/)lo CIDR + Gestavec IM; 0.5 ml
100mg de P4 + BE 3 mg. Grafoleon IM
6:00

Lunes, 25- |AM Folltropin 3 ml
Feb-2013 |6:00
PM Folltropin 3 ml
6:00 Folltropin 2,5
Martes, 26- |AM ml

Feb-2013 [6:00 Folltropin 2,5

PM ml

6:00 Estrumate
Miérc, 27 - |AM Folltropin 2 ml |2ml
Feb-2013 |[6:00 Estrumate

PM Folltropin 2 ml |2ml
6:00 Folltropin 1.5
AM ml Retiro del implante CIDR
Jueves, 28 - |6:00 Folltropin 1.5
Feb — 2013 |PM ml

6:00
AM Fertagyl 5ml
Viernes, 1- |6:00

Marzo-2013 |PM Inseminacion Artificial
6:00
AM Inseminacion Artificial
Sabado, 2- |6:00
Marzo-2013 |PM Inseminacion Artificial

Viernes, 8- |9:00

Ene-2013 |AM Colecta de Embriones
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Anexo 6. Protocolo sin eCG, con Folltropin-V (FSH liofilizada) utilizado
para donadoras.

e Vaca No.161 Nombre: Negra
e Vaca No.324 Nombre: Noemi
e Vaca No0.482 Nombre: Mary
e Vaca No.115 Nombre: Dora

DIA HORA TRATAMIENTO OBSERVACIONES

Miércoles.6- | 9:00 Dispositivo liberador P4 CIDR Intravaginal, 4 ml
Marzo-2013 | AM | CIPR + Gestavec IM, 0.5 ml

100mg de P4 + BE 3 mg. Grafoleon IM
6:00

Dom, 10- |AM Folltropin 3 ml
Marzo-2013 | 6:00
PM Folltropin 3 ml

6:00 Folltropin 2,5
Lunes, 11- |AM ml
Marzo-2013 |6:00 Folltropin 2,5

PM ml

6:00 Estrumate
Martes, 12 - |[AM Folltropin 2 ml |2ml
Marzo-2013 | 6:00 Estrumate

PM Folltropin 2 ml |2ml

6:00 Folltropin 1,5

Miércoles, |AM ml Retiro del implante CIDR

13 - Marzo — | 6:00 Folltropin 1,5
2013 PM ml

6:00
AM Fertagyl 5ml
Jueves, 14- |6:00

Marzo-2013 |PM Inseminacion Artificial
6:00
AM Inseminacion Artificial
Viernes, 15- | 6:00
Marzo-2013 |PM Inseminacion Artificial

Jueves, 21- | 9:00

Colecta de Embriones
Marzo-2013 | AM
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Anexo 7. Grupo 3; Protocolo sin eCG, con Folltropin-V (FSH liofilizada)
utilizado para donadoras.

. Vaca No. 259 Nombre: Luna.
. Vaca No. 173 Nombre: Lorena.
DIA HORA TRATAMIENTO OBSERVACIONES
Dispositivo liberador P4 CIDR Intravaginal, 4 ml

Lunes, 18- 9:00

Marzo-2013 | Am | CIPR + Gestavec IM, 0.5 ml

100mg de P4 + BE 3 mg. Grafoleon IM

6:00
Viernes, 22- |AM Folltropin 3 mi
Marzo-2013 | 6:00
PM Folltropin 3 ml

6:00 Folltropin 2,5
Sab, 23- |AM ml
Marzo-2013 |6:00 Folltropin 2,5

PM ml
6:00 Estrumate
Dom, 24- |AM Folltropin 2 ml | 2ml
Marzo-2013 | 6:00 Estrumate

PM Folltropin 2 ml | 2ml

6:00 Folltropin 1,5
AM ml Retiro del implante CIDR

Lunes,25- |6:00 Folltropin 1,5
Marzo- 2013 | PM ml

6:00
AM Fertagyl 5ml
Martes, 26- |6:00

Marzo-2013 |PM Inseminacion Artificial
6:00
AM Inseminacion Artificial
Miérc, 27- |6:00
Marzo-2013 |PM Inseminacion Artificial

Martes, 2- 9:00

Abril-2013 AM Colecta de Embriones
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Anexo 8. Evaluacion y clasificacion de los embriones obtenidos mediante
el protocolo de superovulacion sin eCG mas FSH-p. (Grupo Control)

OVARIO DERECHO | OVARIO IZQUIERDO |  ESTRUCTURAS COLECTADAS SEGUN LAIETS [ TOTAL DE EMBRIONES
Vaca FOLICULO FOLICULO _
No. [HEREO ANOVULATO | avovuLarol| Totide |UFOS|  MoruLa 'i':;tgrc;tg Transferible| MO

RIO estructuras

542 | 4 0 5 1 4 0 uny1e2 [16.2 4 0
734 [ 6 2 3 1 4 0 2@ny1@3 169 3 1
237 |3 2 2 1 0 o |o 0 0 0
622 | ® 0 8 2 6 1 [3(4.1) 1(6.1) 1(6.2) 5 1
161 | 4 1 3 0 3 0 [t@ny1@3 [16.1) 2 1
24 | 5 3 7 4 5 0 2@ny1@2 [161)16.2) 5 0
482 | 3 1 5 2 4 1 [24.2) 1(6.1) 3 1
15 [ 3 1 0 0 2 0 2@ 0 2 0
259 |7 1 0 3 0 o Jo 0 0 0
13 [ s 1 3 0 3 0 [14.0)14.2) 1(6.1) 3 0

(4.1)= Mérula calidad excelente.

(4.2)= M6érula calidad bueno.

(4.3)= M6érula calidad regular.

(6.1)= Blastocisto temprano calidad excelente.

(6.2)= Blastocisto temprano calidad bueno.
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Precio Precio

Materiales usados Unidad | Cantidad | unitario Total
CIDR Und 10 14.60 146.00
Pistola Implantadora Und 1 5.00 5.00
Grafoleon x 20cc Und 2 7.80 15.60
Gonaxal x 50cc Und 2 75.00 150.00
Foltropin —V( FSH — p) Und 10 200.00| 2000.00
Folligon (eCG) Und 5 12,4.00 62.00
Sonda Foley Und 10 45.00 450.00
Sonda de doble via Und 10 45.00 450.00
PBS Und 3 45.00 145.00
Holding 3 45.00 145.00
Etilenglicol 3 45,00 145.00
Filtro colecta embriones Und 10 45 450
Jeringuillas Und 100 0,15 15
Agujas Und 100 0,07 7
Materiales de oficina Und 300
TOTAL 4485,60
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ANEXO 10. FOTOGRAFIAS:

=y P o

OBSERVACION DE CUERPOS LUTEOS OBSERVACION DE CUERPOS LUTEOS
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FOLICULOS ANOVULATORIOS OBSERVACION DE CUERPO LUTEO

OBSERVACION DE CUERPOS LUTEOS OBSERVACION DE FOLICULOS
ANOVULATORIOS

€elDP-6600Vet e \’&\
OBSERVACION DE FOLICULOS Y CUERPOS LUTEOS

ANSTESIA EIDURAL
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FILTRO CON EMBRIONES COLECTADOS  OBSERVACION DE ESTRUCTURAS
COLECTADAS

OBSERVACION DE ESTRUCTURAS COLECTADAS OBSERVACION DE MORULAS Y
BLASTOCISTOS
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OBSERVACION DE ESTRUCTURAS COLECTADAS OBSERVACION DE MORULAS Y

BLASTOCISTOS.
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GLOSARIO.

Blastocisto. Es un embrién de 6/8 dias de desarrollo que presenta una
estructura celular compleja formada por aproximadamente 200 células. La
fase de blastocisto es el estadio de desarrollo previo a la implantacion del

embrién en el Gtero materno.

Blastomeros. Son un tipo de células embrionarias animales
indiferenciadas resultantes de la segmentacion del cigoto después de la
fecundacion. Estas células poseen pluripotencialidad, o sea que pueden

dar origen a células de cualquier tejido excepto los que rodean al embrion.

Congelacion. Es una forma de conservacion que se basa en la
solidificacion del agua contenida en éstos. Por ello uno de los factores a
tener en cuenta en el proceso de congelacion es el contenido de agua del
producto. En funcion de la cantidad de agua se tiene el calor latente de

congelacion.

Criopreservacion. Es el proceso en el cual células o tejidos son
congelados a muy bajas temperaturas, generalmente entre -80 °C y -196
°C (el punto de ebullicion del nitrégeno liquido) para disminuir las
funciones vitales de una célula o un organismo y poderlo mantener en

condiciones de vida suspendida por mucho tiempo.

Donantes. Son aquellas vacas destinadas en un programa de
superovulacion y transferencia de embriones en bovinos con la finalidad
de ser colectados sus embriones para ser transferidos a una hembra

receptora que gesta y pare a los productos.

Embridn. Es la etapa inicial del desarrollo de un ser vivo mientras se

encuentra en el huevo o en el Utero de la madre.
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Estimulacion. Es la actividad que se le otorga a los seres vivos para un
buen desarrollo o funcionamiento, ya sea por cuestion laboral, afectiva o

fisica.

Estrogeno. Son hormonas sexuales esteroideas (derivadas del
ciclopentanoperhidrofenantreno) de tipo femenino principalmente,
producidos por los ovarios, la placenta durante el embarazo y, en
menores cantidades, por las glandulas adrenales.

Foliculos. Son las unidades basicas de la biologia reproductiva femenina.
Consisten en una célula gamética, rodeada de células diploides
denominadas células de la granulosa, y por fuera de estas estan las

células de la teca. Los foliculos se encuentran en el interior del ovario.

Genética. Es el campo de la biologia que busca comprender la herencia

bioldgica que se transmite de generacidén en generacion.

Gonadotrofinas. Las gonadotropinas o gonadotrofinas son una serie de
hormonas secretadas por la hipofisis (glandula pituitaria), gracias a la
hormona liberadora de gonadotropinas (Gn-RH), y estan implicadas en la
regulacion de la reproduccion en los vertebrados. Hay tres
gonadotropinas: la hormona luteinizante (LH), la hormona estimulante del
foliculo (FSH) y la gonadotropina coridnica humana (abreviada GCH o
HCG).

Hormonas. Son sustancias secretadas por células especializadas,
localizadas en glandulas de secrecion interna o glandulas endocrinas
(carentes de conductos), o también por células epiteliales e intersticiales

cuyo fin es la de afectar la funcion de otras células.

Laparatomia. Es una cirugia que se hace con el propésito de abrir,
explorar y examinar para tratar los problemas que se presenten en el

abdomen. Existen dos tipos de laparotomia, la simple y la exploratoria.

Lutedlisis. Es la regresion del cuerpo Iuteo.
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Mérula. Es una masa de células que se da después de las blastomeras;
es producida mediante la hendidura embrionaria, etapa que consiste en
subsecuentes divisiones del cigoto en células mas pequefias, pero de
tamafo uniforme, divisidn sin crecimiento. Habiendo alcanzado el estado

de 16 células, éstas se empiezan a diferenciar.

Ovulacién. Es uno de los procesos del ciclo estral en el cual el foliculo

ovarico se rompe y libera el évulo.
Ovulo. Son las células sexuales o gametos femeninos.

Progesterona. También conocida como P4, es una hormona esteroide
involucrada en el ciclo estral, prefiez (promueve la gestacion) y

embriogénesis de los humanos, animales y otras especies.

Superovulacién. Son tratamientos que se realiza en vacas con el fin de
producir gran numero de ovulaciones y obtener el maximo numero de

embriones transferibles que resulten en una alta probabilidad de prefiez.

Transferencia. La transferencia de embriones es una técnica por la cual
los embriones son colectados de una hembra donante y transferidos a
una hembra receptora que gesta y pare los productos.
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