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RESUMEN

Determinar la calidad y cantidad embrionaria, en respuesta a dos
protocolos de superovulacion en ganado bovino es una investigacion que
se la realizé en la Hda. Zoila Luz propiedad de la Universidad de Las
Fuerza Armadas, los protocolos de superovulacion se los realizé con el
uso de FSH-p, en 6 vacas donantes de la raza Gyr y Girolando; se utilizd
una “Prueba t pareada” con 2 tratamientos estos son (T1: protocolo 1 con
dosis de 200 mg de FSH-p y T2: protocolo 2 con dosis de 180 mg de FSH-
p), el manejo previo a las donadoras con una correcta alimentacion,
chequeos ginecoldgicos y aplicacion de minerales. Las variables que se
consideraron fueron: numero de embriones, grados de calidad de
embriones, estado de desarrollo de los embriones y costos; dichos
embriones fueron colectados en el dia séptimo mediante lavado uterino.
En cuanto a los resultados no presentaron diferencias estadisticamente a
excepcion de los grados de calidad embrionaria. No obstante un analisis
cuantitativo refleja que los valores mas altos para nimero de embriones
se presentaron con el tratamiento T1 (33 embriones), versus el tratamiento
T2 (17 embriones). En el pardmetro de grados de calidad y estadio
embrionario también el tratamiento T1, fue el mejor obteniendo 11
embriones de grado | y 8 embriones de grado Il; asi como también el
tratamiento T1 en costos de produccion por embrién colectado tiene un
valor de ($141,48) mientras que el T2 tiene un valor de ($185,95), asi el

T1 es el tratamiento econdmicamente mas viable.

PALABRAS CLAVE:

EMBRIONES
COSTOS
SUPEROVULACION



ABSTRACT

To determine the quality and quantity of embryonic, in response to
protocols of superovation in cattle is an investigation that was performed
in the Hda. Zoila Luz, owned by the University of the Armed Forces,
supernovation protocols are performed using FSH-p in 6 Gyr and
Girolando donor vacancies; (T1: protocol 1 with 200 mg dose of FSH-p and
T2: protocol 2 with 180 mg dose of FSH-p), previous management to the
donors A correct feeding, gynecological checkups and application of
minerals. The variables considered were: number of embryos, degrees of
embryo quality, state of development of embryos and costs; These
embryos were collected on the seventh day by uterine lavage. Regarding
the results, there was no statistically significant difference in the embryonic
grade. However a quantitative analysis reflected that the highest values
for the number of embryos are presented with T1 treatment (33 embryos),
versus T2 treatment (17 embryos). In the parameter of degrees of quality
and embryonic stage also T1 treatment was the best obtaining 11 embryos
of degree | and 8 embryos of degree Il; As well as the T1 treatment in
production costs per embryo collected has a value of ($ 141.48) while T2
has a value of ($ 185.95), thus T1 is the most economically viable

treatment.

KEYWORDS:
*EMBRYOS

*COSTS

* SUPEROVULATION



CAPITULO |

PROBLEMA

1.1 Planteamiento del problema

A nivel pais todavia se ve el tema de superovulacion y transferencia de
embriones como una técnica de reproduccion poco utilizada y muy costosa,
de escasos resultados positivos, sin embargo las respuestas que se pueden
llegar a tener usando protocolos estandarizados de superovulacion son muy
buenos ya que el objetivo es multiplicar las vacas de alto mérito genético del

hato y por ende tener mayor produccion y productividad.

1.2 Antecedentes

Las nuevas técnicas de reproduccién bovina se han venido desarrollando
desde hace tiempo en el pais de forma localizada, por ejemplo en la zona
sierra del pais especificamente en la Provincia de Pichincha se cuenta con
varias haciendas que ya aplican estas técnicas de reproduccién con
resultados aceptables cosa que no sucede en la zona costa y amazonia donde
son minimas las haciendas que trabajan aplicando estas biotecnologias

reproductivas.

La relacién a nivel pais que existe entre habitantes y UBA es de un tercio
lo cual refleja segun Tedfilo Carvajal, representante de la Federacion de
Ganaderos del Ecuador (Fedegan), que es una proporcion muy baja cuando
lo idoneo es un bovino por cada habitante; Esto conlleva a que se debe
emplear biotécnicas de reproduccion bovina eficaces para poder suplir este
desfase. (FEDEGAN, 2015)

1.3 Justificacion

Un estudio relizados por la Subsecretaria de Fomento Agroproductivo

demuestra que las tecnologias a nivel de finca en cuanto a produccion
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ganadera es basicamente de caracter extensivo es decir que el incremento de
la produccion se ha basado en la incorporacion de mas unidades de factor,
principalmente pastizales y nimero de cabezas, mas no en un mejoramiento
de los rendimientos por unidad de factor, lo cual se evidencia en los bajos

rendimientos tanto en produccion de leche como en carne. (ONATE, 2003)

En base a un estudio realizado por el Proyecto para la Reorientacion del
Sector Agropecuario (PRSA), para determinar los niveles tecnolégicos de las
UPAs del Ecuador, en base al estudio de una muestra representativa
compuesta por las provincias de Cafar, Guayas, Manabi y Pichincha se pudo
observar que del total de unidades de produccion bovina investigadas, el 3%
utilizaban sistemas productivos tecnificados, un 10% estaban
semitecnificados y un 87% estaban muy poco tecnificados. (ONATE, 2003)

Actualmente el Ministerio de Agricultura, Ganaderia, Acuacultura 'y Pesca
(MAGAP), lleva a cabo el proyecto de “Programa de Repoblamiento y
Mejoramiento Genético” el cual consiste en importar alrededor de 35000
reses principalmente de las razas Angus,Brangus y Brahaman procedentes
de Paraguay y EEUU. Si bien es cierto estos animales son de excelentes
caracteristicas fenotipicamente y genotipicamente el impacto que van a sufrir
al adaptarse al medio va hacer muy fuerte por lo que es muy posible que no
expresen todo su potencial genético, por lo cual se presume que la tasa de
morbilidad y mortalidad del ganado puede ser considerable (Pérez, 2015).

Se torna indispensable realizar investigaciones en el campo reproductivo
bovino con el fin de afinar protocolos de superovulacion y lograr tener un
mejor resultado en cuanto al nUumero de embriones colectados y calidad de
los mismos. Dichos avances revolucionaran la industria ganadera a nivel de
todo el pais e influirhn de manera positiva en la masificacion del uso de
biotecnologias embrionarias, lo cual evidentemente, permitira mejorias
genéticas en lapsos de tiempo mas cortos dentro de los hatos bovinos
(Mogollén & Burla, 2013).



1.4 Objetivos
1.4.1 Objetivo General

Evaluar el efecto de la calidad y cantidad de embriones bovinos en

respuesta a dos protocolos de superovulacion.

1.4.2 Objetivos Especificos

Evaluar la calidad de los embriones bovinos obtenidos en cada protocolo
de superovulacion.

Determinar el namero de embriones bovinos obtenidos en cada
protocolo.

Determinar el costo de produccién de cada embrion colectado.
Compartir los resultados obtenidos en el proyecto de investigacion con
asociones ganaderas del pais, estudiantes y persona a fin al campo

ganadero.

1.5 Hipétesis

Ho: No existe diferencia en la calidad y cantidad embrionaria, sometiendo

a semovientes donantes a diferentes protocolos de superovulacion.

Hi: Existe diferencia en la calidad y cantidad embrionaria, sometiendo a

semovientes donantes a diferentes protocolos de superovulacion.



CAPITULO I
MARCO TEORICO

2.1 Introduccidn

Las mejorias en la eficacia reproductiva y la proliferacion de genotipos mas
rentables estan directamente ligadas a incentivar la productividad, los cuales
son factores determinantes para la sostenibilidad de la actividad pecuaria
(Mogollén & Burla, 2013). En el area de la reproduccion, se intenta destacar
genéticamente las mejores caracteristicas de los bovinos para incrementarlas
en una ganaderia (Calva, Cortés, Aja, Ortiz, & Cevenini, 2001), una ayuda
importante para lograr este objetivo, es incursionar en los tratamientos de
superovulacién en vacas, con el propésito de generar un elevado nimero de
embriones transferibles que resulten en una alta expectativa de prefiez
(Garzén, Urrego, & Giraldo, Algunos factores que afectan los tratamientos de
superovulacion en la transferencia de embriones bovinos, 2007).

Consecuencia de la superovulacion se generaran embriones bovinos, de
los cuales, su calidad sera fundamental para establecer en un futuro un plan
de transferencia de embriones (TE). Los embriones bovinos, destinados a un
programa de TE pueden ser obtenidos mediante técnicas no quirdrgicas. Su
seleccién y transferencia exitosa dependeran de varios factores como la
resistencia de éstos para sobrevivir y la técnica de obtencion (Palma, 1993).

La superovulacion es el aumento del numero fisiolégico de ovulaciones
propias de la especie, provocado por la administracion de gonadotropinas
exogenas o anélogas de estas. En bovinos, se sabe que existié respuesta al
tratamiento superovulatorio cuando se generan mas de dos ovulaciones. El
objetivo de los tratamientos de superovulacion en vacas donantes es obtener
el maximo numero de ovulaciones y de embriones de buena calidad, para ser
transferidos a vacas receptoras (Cabodevilla & Torquatri, 2001).

La eficiente respuesta al tratamiento superovulatorio es la condicién
fundamental para que un programa de transferencia de embriones tenga éxito,
sin embargo, la gran variabilidad en la respuesta a los tratamientos
hormonales puede ser influenciada por factores externos o factores

fisiol6gicos (Mogollén & Burla, 2013).



2.2 Ciclo Reproductivo (Ciclo Estral)

El ciclo reproductivo o estral se compone de los eventos fisioldégicos que

se producen entre periodos iterativos de receptividad sexual y la ovulacion se

inicia después de la pubertad en las hembras para continuar durante toda su

vida (Senger, 2003). Normalmente el ciclo reproductivo o estral varia entre 17-

24 dias, considerandose 21 dias como el tiempo promedio del ciclo (Rippe,

2009). El ciclo reproductivo o estral consta de 3 fases:

Fase folicular o de regresion del cuerpo luteo (Proestro): es la fase de

regresion del cuerpo luteo (CL) y culmina con el inicio del estro o celo
(Rippe, 2009), esta fase se considera corta, dura de 2-3 dias (Senger,
2003).

La regresion del CL ocurre por intervencion de la prostaglandina (PGF2q)
de origen uterino (Rippe, 2009).

Durante la fase folicular ya existe un foliculo dominante que llegara a
tener un tamafo de ¥ a 1 pulgada con una apariencia de una ampolla
llena de liquido, varios foliculos podrian llegar a desarrollarse durante el
proceso de dinamica folicular pero solo 1 serd el foliculo dominante
escogido para iniciar con la ovuladociéon. Este foliculo dominante se
diferencia de los demas en que es estimulado coordinadamente por las
hormonas FSH y LH para producir estrogenos, el aumento en los niveles
de estrogenos del foliculo preovulatorio llegan a los centros nerviosos
del hipotalamo que comandan la sintomatologia externa de celo, a partir
de ese momento inicia la fase del estro (Rippe, 2009).

Fase periovulatoria (Estro y Metaestro): el estro es el periodo

caracterizado de actividad y receptividad sexual en el cual el principal
signo es que el animal permanece en pie y quieto al ser montado por
otro (Senger, 2003), ademas se visualizan otros signos como, inquietud,
inflamacion de la vulva, secreciéon de moco (claro y transparente) que
sale por la vulva, el olor del moco es atractiva y excitante para el macho
debido a las feromonas presentes (Shearer, 2003). Los signos de estro
ocurren gracias a la presencia de los estrogenos provenientes del
foliculo (Rippe, 2009). El aumento de LH comienza una vez visualizan
los primeros signos de celo y se origina el proceso de ovulacion (Lucy,

2006). La LH y FSH son vistas como las responsables de la ovulacién,
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ademas la FSH contribuye a la formacion de tejido luteal (Rippe, 2009).
De 12 a 24 horas desde el inicio del celo, el sistema nervioso central del
animal se vuelve indiferente a los estrogenos y las demostraciones de
celo desaparecen (Rippe, 2009).

Concluido el celo comienza el metaestro consistente en la ovulacion y
formacion de un CL funcional, esta fase dura entre 3 a 5 dias (Senger,
2003). Durante el metaestro se produce la ovulacién entre 28 a 32 horas
después de haberse iniciado el celo, o entre 10 a 15 horas de haber
finalizado los sintomas de celo en respuesta al pico preovulatorio de LH
(Rippe, 2009). Después de la ovulacion se produce una hemorragia y el
foliculo se llena de sangre, volviéndose en una estructura llamada
cuerpo hemorragico (Rippe, 2009). A continuacion se produce la
luteinizacion de las células foliculares que se convierten en células
luteales; estos cambios ocurren entre el dia 5 a 7 del ciclo, concluyendo
la etapa de metaestro e iniciandose la etapa lutea o diestro (Rippe,
2009).

Fase Luteal (Diestro): La estructura dominantes es el CL y la hormona

reproductiva principal es la progesterona (Rippe, 2009). La fase lutea es
mas extensa que la fase folicular y, en la mayoria de los mamiferos,
ocupa alrededor del 80% del ciclo estral (Senger, 2003).

Esta etapa va desde el dia 5 del ciclo estral hasta el dia 18 (Rippe, 2009).
Los niveles de progesterona mas altos se alcanzan alrededor del dia 10
del ciclo estral y se mantienen hasta el dia 16 o 18 del ciclo dependiendo
de la presencia o no de un embrion. Si la vaca esta prefiada, el CL se
mantiene, los niveles de progesterona son altos y se bloquea la
reaparicion del celo (Rippe, 2009).

En resumen (ver Figura 1):

Proestro: Formacion de foliculos ovulatorios + secrecion de estrogenos.
Estro: receptividad sexual + pico de secrecion de estrogenos.
Metaestro: formacion de CL + inicio de secrecion de progesterona.
Diestro: secrecion prolongada de progesterona.

(Senger, 2003)
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Figura 1 Fases del Ciclo Estral 1
Fuente: (Rippe, 2009)

2.3 Superovulacion

El objetivo principal de la superovulacion es provocar el desarrollo folicular
en cada ciclo estral (Garzon, Urrego, & Giraldo), por lo tanto se dice que la
superovulacion es el incremento del nimero fisioldgico de ovulaciones tipico
de una especie, generado mediante la administracion de gonadotrofinas
exdgenas (ver Figura 2); se sabe que hubo respuesta al tratamiento cuando

se producen mas de dos ovulaciones (Cabodevilla & Torquatri, 2001).

D-12 aD-17

Prostaglandina Superovulacion

D-19 D-20 D-21
Cuerpo lUteo Estro
en regresion

Ovulacién . »
normati Cuerpo ltuteo en formacién

’Ciclo estral regula.r’ ‘ Superovulacion |

Figura 2 Superovulacién vs. Ciclo estral regular
Fuente: (Guido, 2005)

2.3.1 Factores que intervienen en la respuesta superovulatoria

En un programa de superovulacion estan involucrados varios procesos,
dentro de los cuales se encuentran:
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o Factores externos: Como el periodo o estacion del afio, nutricion, manejo

y calidad del semen pueden afectar la superovulacion de una manera
directa o indirecta. También se debe tomar en cuenta el momento de la
inseminacién (Jiménez, 2009).

o Factores fisiolégicos: se ha indicado que la especie, raza, edad, nUmero

de partos, estado lactacional, fertilidad de la vaca, el estado sanitario,

crecimiento folicular y caracteristicas de las ondas foliculares asi como ,

dosis y frecuencia de administracion de hormonas (Jiménez, 2009).
2.3.2 Hormonas usadas para superovulaciéon

Se han usado tres tipos de gonadotrofinas exdgenas diferentes para

inducir la superovulacion en donantes bovinas: extractos de pituitaria de
animales domeésticos, gonadotrofina coriénica equina (eCG o PMSG), y
gonadotrofina coridénica humana (hCG) (Becaluba, 2007).

o Extractos de pituitaria: Son los mas utilizados, entre los que tenemos a

la hormona foliculo estimulante (FSH), proveniente de extractos de
pituitaria de porcinos, ovinos, equinos y bovinos (Mogollén & Burla,
2013). Debido a la vida media de la FSH (enre 5 a 12 horas), es preciso
usar dosis intramusculares més frecuentes para lograr la superovulacion
en las hembras bovinas (Mogollon & Burla, 2013).

o Gonadotrofina coriénica equina (eCG): Es una hormona compleja con

actividad FSH y LH, esta hormona posee una vida media aproximada de
40 horas en bovinos y puede persistir por mas de 10 dias en la
circulacion sanguinea (Becaluba, 2007).

o Gonadotrofina coriénica humana (hCG): Su uso principal es en humanos

debido a su alto costo a nivel veterinario. Posee la misma cantidad de
FSH que de LH y los tratamientos son aplicaciones por via intramuscular
cada 12 horas en dosis decrecientes por 4 a 5 dias (Becaluba, 2007).
2.4 Embriones en ganado bovino
Un embrion es resultado de la fusion de dos células gaméticas (6vulo y
espermatozoide) de una especie, para posteriormente mediante sucesivas
divisiones mitoticas pasar por varios estadios que van desde moérula a
blastocisto. Los embriones en produccion animal tiene diferentes tipos de

aplicaciones, desde aquellas en que esta destinada a su uso en programas
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de mejoramiento genético hasta el aumento de la eficiencia individual de una
especie, como es el caso de su utilizacion para la produccion de mellizos en
bovinos (Alberio, 1999).

2.4.1 Desarrollo embrionario

Un embrion es una célula de 150-190 pum de didmetro (Linder & Wright,
1983), incluyendo a la zona peldcida y una capa acelular formado por
glicoproteinas (Noden & Lahunta, 1985). Horas después de la fusion
gamética se produce una célula llamada cigoto, que aproximadamente al dia
dos post fecundacion comienza a dividirse. La division es mitética y dichas
células que se forman son llamadas blastomeros. El desarrollo del embrion
hasta los 8 dias ocurre dentro de la zona pelucida (Palma, 1993).

En condiciones naturales, el embrion que se formo sigue el desarrollo
mencionado anteriormente (ver Figura 3). Sin embargo, en la superovulacién
los 6vulos, en muchos casos, no son expulsados al mismo tiempo, sino que
esto se da en intervalos de tiempo de hasta 24 horas después del pico de LH
(Linder & Wright, 1983), prolongandose la ovulacion hasta 33 horas después

del mismo (Callensen, Greve, & Hyttel, 1986).
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Figura 3 Desarrollo y transito embrionario en el tracto genital
Fuente: (Palma, 1993)

Por lo tanto los embriones que se obtienen de una vaca donante pueden
estar en diferentes estadios de su desarrollo (desde moérulas a blastocitos)
(Palma, 1993).
2.4.1.1 Nomenclatura

Mérula temprana (Mt): Dia 5 post fecundacion. Hasta 32 blastomeros que

se pueden distinguir individualmente, su forma es similar a la de una mora. La
masa celular ocupa casi todo el espacio perivitelino (ver Figura 4) (Palma,
1993).

Mérula (M): Dia 5-6 post fecundacion. Pueden observarse desde 32-64
blastomeros que estan unidos y forman una masa compacta que indica
diferenciacion embrionaria (ver Figura 4) (Pedersen, 1988).

Blastocisto temprano (Bt): Dia 7 post fecundacién. Desarrollo de 100-200

blastbmeros. Se caracteriza por la formacién de una cavidad llamada
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blastocele en el interior del embrién y es posible diferenciar el trofoblasto del
macizo celular interno (ver Figura 4) (Leibo, 1985).

Blastocisto (B): Dia 7-8 post fecundacion, 100-200 blastomeros. Se

diferencia facilmente las células del trofoblasto, que se adosa a la zona
pellcida y el macizo celular interno se nota mas oscura (ver Figura 4) (Palma,
1993).

Blastocisto _expandido (Be): Dia 7-8 post fecundacién, mas de 200

blastomeros. Los embriones experimentan una pérdida completa o parcial del
blastocele. Se produce la ruptura de la zona pellcida y comienza la protrusion
del embrion (ver Figura 4) (Palma, 1993).

200-800

blastocistos. Los embriones han abandonado la zona pelacida. Su forma

Blastocisto _eclosionado (Bp): Dia 8-9 post fecundacion,

puede ser esférica. Pueden ser transferidos, pero aquellos embriones
desprovistos de la zona pellicida pueden ser muy fragiles y pegajosos (ver
Figura 4) (Palma, 1993).

2-células
(dia 2)

Blastocisto
(dia7-8)

4-células
(dia 3)

Blastocisto
expandido
(dia8-9)

Mérula inicial

Blastocisto
eclodido
(dia 9)

Blastocisto eclodido/
expandido
(dia 9 - 10)

Figura 4 Estadios embrionarios
Fuente: (Rippe, 2009)

2.4.2 Calidad embrionaria
La evaluacion de la calidad embrionaria debera ser minuciosa, ya que de

ellos depende el éxito de la transferencia embrionaria. Aquellos embriones de
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clasificados como grado | o excelentes y grado Il o buenos, tienen un 60% de
probabilidad de lograr la prefiez (Cutini, Turuel, & Cabodevilla, 2000).

Actualmente se utiliza la una escala propuesta por la Sociedad
Internacional de Transferencia Embrionaria (IETS) que agrupa los embriones
segun su calidad en 4 grados: excelentes, buenos, regulares, malos (descritos
en la seccién 3.3.1.5.3.) (Cutini, Turuel, & Cabodevilla, 2000).
2.4.2.1 Criterios de calidad embrionaria

Se consideran los siguientes criterios sobre las estructuras y cualidades
de un embrién de excelente calidad:

o Forma esferoide del embrion.
o Homogeneidad de los blastémeros.
o Tonalidad uniforme de los embriones.
o Homogeneidad de la membrana celular.
o Espacios proporcionales entre el embridn y espacio perivitelino.
o Zona peldcida intacta.
o Carencia de detritus celulares y mucosidades adosadas a la zona
pellcida.
o Compactaciéon o agrupacion de los blastdmeros entre si.
(Palma, 1993)
2.5 Criopreservacion de embriones bovinos

La criopreservacion es una de las técnicas que contribuye al incremento
de la productividad animal, pues permite la preservacion (Dobrinsky, 2002) y
funcionalidad de las células a bajas temperaturas, que van desde los -80° y -
196°C (Avila, y otros, 2006), por lo tanto, es posible incrementar el nimero de
crias por hembra a lo largo de su vida reproductiva (Vasquez, Cueva, Cordero,
Gonzales, & Huanca, 2011).

Ninguna técnica de criopreservacion garantiza una total eficacia. A pesar
de esto, la criopreservacion protege a las células de los principales efectos
perjudiciales del proceso en si, como la formacion de hielo intracelular,
deshidratacion de las células embrionarias y efectos toxicos de los

crioprotectores (Dobrinsky, 1996).
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2.5.1 Métodos de criopreservacion

En la criopreservacion de embriones se habla de dos métodos, el método
congelacion tradicional (congelacion lenta) y el método no equilibrado
(enfriamiento muy rapido vy vitrificacion) (Vasquez, Cueva, Cordero, Gonzales,
& Huanca, 2011). A continuacion se describen los métodos de

criopreservacion:

e  Congelacidon convencional (congelacién lenta): Los crioprotectores

utilizados en este método son permeables y los mas utilizados son:
glicerol y etilenglicol (Portal veterinario Albéitar, 2003). Descrita en la

secciéon 3.3.2.5

o Vitrificacion: Conserva los tejidos y células en lo posibles sin formacion
de cristales de hielo mediante elevadas concentraciones de
crioprotectores y altas velocidades de enfriamiento (Portal veterinario
Albéitar, 2003). La alta velocidad de cambios de temperatura ofrece dos
ventajas:

- Disminuye el tiempo de contacto entre el embrion y los efectos toxicos
de los crioprotectores (Portal veterinario Albéitar, 2003).

- Reduce el riesgo de lesiones en el embrion por la exposicién a bajas
temperaturas pues el paso por la zona de "temperatura critica" es rapida
(Portal veterinario Albéitar, 2003).

En general, las mejores técnicas apuntan a la utilizacién del sistema
basado en la vitrificacion, con concentraciones muy elevadas del crioprotector
(Etilenglicol hasta 55 o 6 M), equilibracibn a temperatura ambiente,
enfriamiento super rapido en vapores de nitrdgeno e introduccion en nitrégeno
liquido (Portal veterinario Albéitar, 2003).

2.5.2 Factores que afectan la criopreservacion y almacenamiento de
embriones

En muchos de los casos el éxito o fracaso de la criopreservacion y
almacenamiento dependen de la varios factores o la combinacion de uno o
varios de ellos (Brackett, Seidel, & Seidel, 1981).

A continuacion se describen alguna de ellas:
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Tipo y concentracion de los componentes: Los componentes utilizados

usualmente se dividen en dos grupos (ver Figura 5):

Intracelulares que penetran y protegen a la células (glicerol, dimetil
sulfoxido y etilenglicol) (Roa, Linares, & Tamasaukas, 1998).
Extracelulares que no penetran a las células (sacarosa,
polivinilpirolidona, hidroxietil almidén HES, dextrano, albumina), (Roa,

Linares, & Tamasaukas, 1998).

Tipos Caracteristicas Ejemplos

Intracelulares -Son de bajo peso molecular -Glicerol

-DMSO
-Son permeables al embrion -Etilenglicol

-Propilenglicol

Extracelulares | - Son de alto peso molecular -Sucrosa

< (son azucares y proteinas)  |-Seroalbumina bovina

-Acido hialurénico

-Polivinilpirrolidona(PVP)

{ -Son impermeables al embrién { -Hidrosietilo de almidén (HES)
-Dextranos

-1,2 propanadiol (PROH)
-Glucoproteinas de peces del
antartico (congelan a-2.5°C)

\ \

Figura 5 Tipos de compuestos crioprotectores, caracteristicas y
ejemplos
Fuente: (Roa, Linares, & Tamasaukas, 1998)

Formacion de hielo: No debera formarse en el crioprotector, sino hasta

que la temperatura disminuya a su punto de congelacion
correspondiente (Roa, Linares, & Tamasaukas, 1998).

Tasa de enfriamiento: La tasa de enfriamiento, ya sea rapida o lenta,

debe garantizar la superviviencia de las células a la congelacion y
descongelacién (Mazur, 1966).

Temperatura de almacenamiento: La forma mas segura es introduciendo

las células en nitrogeno liquido (-196°C) o en vapor de nitrogeno liquido
(-150°C) (Roa, Linares, & Tamasaukas, 1998).

Tasa de descongelacion: Embriones rehidratados de forma muy baja y

rapida, mueren mas facilmente (Roa, Linares, & Tamasaukas, 1998) y
aparentemente si la rehidratacion es muy baja y rapida, el embrién

muere (Coérdova, y otros, 2015).
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CAPITULO I
3 MATERIALES Y METODOLOGIA

3.1 Ubicacion del lugar de la investigacion

3.1.1 Ubicacién politica

El presente proyecto de investigacion la fase de campo como la de
laboratorio se lo realizd en las instalaciones de la Carrera de Ingenieria
Agropecuarias IASA 1l — Universidad de las Fuerzas Armadas ESPE,
ubicada en la Hacienda Zoila Luz km 24 via Santo Domingo-Quevedo.
Parroquia: Luz de América. Canton: Santo Domingo de los Colorados.

Provincia: Santo Domingo de los Tsachilas.

3.1.2 Ubicacion geografica

La Hacienda Zoila Luz se encuentra a una altitud de 270 m.s.n.m. en las

coordenadas UTM 9954241 Este, 688477 Norte.

3.1.3 Ubicacién ecolbgica

3.2

Zona de vida: Bosque Humedo Tropical (Bht) (Holdridge, 1987).
Formacion Ecologica: Bosque Siempreverde Piemontano (Sierra, 1999)
Caracteristicas climaticas

Temperatura media anual: 23.6°C

Precipitacion media anual: 2980 mm/afio

Heliofania media anual: 660 h/luz/afio

Humedad relativa: 91%

Materiales

3.2.1 Material experimental

Se utilizé vacas elites de la raza Gyr y Girolando que son las que se

adaptan de mejor manera a la zona costera del pais.

3.2.2 Material complementario

3.2.2.1 Material para la sincronizacion de celo, superovulacion e

inseminacion artificial (.A).
Hormonas (PGF2q, Progestageno, Benzoato de estradiol, FSH-p,
GnRH)



Pajuelas con semen de reproductor raza Holstein y Gyr
Jeringuillas desechables de 5 ml

Agujas hipodérmicas de 18G y 21G

Aplicador de implante

Implante vaginal CIDR®

Guantes obstétricos y ginecologicos desechables
Pistola de Inseminacion artificial

Catéteres de LA

Termometro

Termo descongelador de semen

Chemise

Papel toalla

3.2.2.2 Materiales para larecoleccion de embriones

Anestésico (Clorhidrato de lidocaina al 1%)
Flunixin meglumina

Hormona (PGF2d)

Tijeras

Alcohol etilico de 70°

Papel toalla

Jeringuillas desechables de 5 mly 20 ml
Agujas hipodérmicas de 18Gy 21G
Dilatador de cérvix

Catéter folley de dos vias # 16 y 18
Mandril de acero inoxidable

Sondas adaptables a catéter folley

17

Suero fisiolégico fetal bovino (PBS + 1% de SFB), como solucion de

lavado

Filtros para colectar embriones

Botella para recolectar el exceso de suero fisioldgico fetal bovino

Lubricante Bovino
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3.2.2.3 Materiales para la evaluacion de embriones

o Equipos de laboratorio (Estéreo microscopio, Bafio maria, Platina
térmica)

o Cajas Petri cuadriculadas y de 4 pocillos

o Jeringa de 20 ml

e  Agujas hipodérmicas de 18G

o Medio de conservacion para embriones (Holding)

o Micro pipetas para embriones

o Puntas de 10 pl

o Papel toalla

o Alcohol etilico de 70°

o Camara fotogréafica

3.2.2.4 Materiales para la criopreservacioén de embriones

o Congelador de embriones con marcaje 20° a -43°C FREEZE
CONTROL®; modelo CL-5500 SYSMTEM

o Medio de criopreservacion para embriones (Etilenglicol)

o Medio de conservacion para embriones (Holding)

o Pajuelas de plastico de 0.25 ml para embriones

o Sellador manual de pajuela

o Marcador para rotular

o Nitrégeno liquido

o Termo de crioconservacion 20/20; marca |.M.B

3.2.2.5 Materiales para esterilizacion, higiene y limpieza

o Papel toalla

o Alcohol etilico de 70°

o Jabon desinfectante

3.2.2.6 Equipos extra

o Deshumificador marca EXCELL, modelo MDFE65AN1; UPS (estabiliza

y mantiene energia), modelo PS5490.
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3.3 Métodos
3.3.1 Disefo experimental
3.3.1.1 Factores

Se emplearon dos protocolos de superovulacién en ganado bovino, para
la evaluacion de la cantidad y calidad embrionaria.
Tratamientos
Para el desarrollo del presente proyecto de investigacion se utilizaron los
siguientes tratamientos:
o T1: protocolo 1
o T2: protocolo 2

Se distribuyeron seis unidades experimentales que estaban conformadas
por cada vaca donante en las que se prob6 ambos tratamientos.
Nota: Los protocolos 1y 2 se encuentras descritos en la seccién 3.3.2.2.
3.3.1.2 Analisis estadistico

Se aplicd una “Prueba t pareada”, con la finalidad de que, al culminar el
ensayo, los dos tratamientos fueron aplicados a la misma unidad experimental
(Muestras dependientes).

3.3.1.3 Esquema del disefio experimental

T1: protocolo 1

T2: protocolo 2

. = unidades experimentales (vacas donantes)

Figura 6 Modelo de esquema para los tratamientos 1y 2
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3.3.1.4 Variables medidas

3.3.1.4.1 Numero de embriones
Una vez colectados los embriones de las reproductoras donantes, se
procedio a contabilizar el nUmero de embriones que se obtuvo por cada
tratamiento.

3.3.1.4.2 Grados de calidad de los embriones
Los grados de calidad embrionaria se determinan mediante la observacion
a través del estereomicroscopio, se considerd6 tres parametros
fundamentales los cuales fueron; forma, color y multiplicacion celular. Para
este estudio se utilizé la escala propuesta por la IETS, que consta de 4

grados (Stingfellow & Siedel, 2000), que se describen a continuacion:

Tabla 1 Calidad de embriones

Grados de calidad Caracteristicas

No existen defectos visibles. Los blastdmeros son
claramente visibles, de color y estructura uniformes,
Excelente o Bueno
() simétricos, de forma esferoide y la zona pellcida

esta intacta.

El embribn tiene muy pocos blastomeros

desprendidos de la masa celular y/o posee una

Regular
(1)) pequefia cantidad de detritus celulares, Su forma
puede ser ligeramente irregular.
El embribn posee varios defectos: detritus
celulares, forma irregular, de color muy oscuro o
Malo muy claro y/o ligero agrietamiento de la zona
(1 pellcida. Esta categoria es considerada como no
transferible, ni criopreservable.
El embrion posee muchos defectos: los
correspondientes al grado Il mas desarrollo
Muerto o

Degenerandose retardado, seria ruptura de la zona pelicida (el
(V) embrion puede encontrarse parcialmente fuera de

ella), forma muy asimétrica, tendencia a la
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desintegracion como granulacion o vacuolizacién
de los blastomeros. Incluye también a los estadios
hasta 8 células y la clara degeneracion. Esta

categoria es considerada como no transferible,

ni criopreservable.

Fuente: (Stingfellow & Siedel, 2000)

3.3.1.4.3 Estado de desarrollo de los embriones
El estado de desarrollo de los embriones se determind por medio de la
observacion microscopica; ademas fueron codificados segun la

nomenclatura estipulado por la IETS (Stingfellow & Siedel, 2000).

Tabla 2. Estado de desarrollo

Cddigo de estado Estado
1 No fecundado
2 2 al2 células
3 Mérula temprana
4 Mérula
5 Blastocisto temprano
6 Blastocisto
7 Blastocisto expandido
8 Blastocisto eclosionado

9 Blastocisto eclosionado  expandido

Fuente: (Stingfellow & Siedel, 2000)
3.3.2 Métodos especificos del manejo del experimento

3.3.2.1 Preparacion de donantes
Para iniciar con el proyecto de Investigacion se adquirié un lote de
vacas de las razas Gyr y Girolando. Dichos animales cuentan con un
programa sanitario riguroso a través de manejo sanitario, registros
individuales y certificacion de predio libre de brucelosis y tuberculosis.
Para la investigacion se seleccionaron 6 reproductoras, el primer paso a

seguir es determinar su estado reproductivo mediante ecografia.



22

La condicion para que una reproductora sea aceptada en un programa de
superovulacion es que las donantes estén vacias y sin ternero al pie.
Pueden estar en periodo de lactancia no menor a sesenta dias.

A todas las donadoras se las sometio a un plan de desparasitacion y
vitaminas.

Se fijé también un proceso de adaptacion de aproximadamente 60 dias ya
gue los animales sufren un estrés al trasladarse de un lugar a otro y no van
a responder de manera 6ptima a los protocolos de superovulacion.
Durante el periodo de adaptacion se realizé ecografias 3 veces por

semana con el fin de observar el comportamiento y desarrollo folicular.

Para tener una mayor respuesta en la aplicacion de los protocolos de
superovulacion se mejoré la alimentacion de las donadoras, a través del

suministro de sobrealimento.

3.3.2.2 Aplicacion de protocolos de superovulacion

Con Las donadoras adaptados y reproductivamente aptas se procedio a
iniciar con el proceso de superovulacion para lo cual se dividié en dos grupos
de animales 3 donantes inician con el protocolo 1 y las otras 3 donantes
inician con el protocolo 2.

Los protocolos que se utilizaron se encuentran descritos en la tabla 3y 4.



Tabla 3. Protocolo 1

Dia Producto Dosis Hora _V|_a de -
administracion
Colocacion de 1,38 g de .V
Implante CIDR® progesterona
0 Benzoato de 2 mg (2 ml) Enla I.M.
_ mafnana
estradiol
Progesterona 50 mg (2 ml) [.M.
FSH-p 40 mg (2 ml) am [.M.
FSH-p 40 mg (2 ml) pm [.M.
4 .
(intervalo
de 12 h)
. FSH-p 30 mg (1,5 ml) am [.M.
FSH-p 30 mg (1,5 ml) pm .M.
FSH-p 20 mg (1 ml) am [.M.
PGF2q 50 mg (2 ml) am [.M.
Retiro del
6 implante
FSH-p 20 mg (1 ml) pm [.M.
PGF2q 50 mg (2 ml) pm [.M.
. FSH-p 10 mg (0,5 ml) am [.M.
FSH-p 10 mg (0,5 ml) pm M.
Presencia de celo
GnRH 1,5ml am
- I.A am
8 - LA pm )
I.A am
GnRH 1,5ml am
Colecta de
embriones,
15 seleccion, - - -

envasado y crio
preservacion

|.V= Intravaginal
I.M= Intramuscular

Fuente: (Valdivieso, s/a)
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Tabla 4. Protocolo 2

Dia Producto Dosis Hora _V|_a de -
administracion
Colocacion de 1,38 g de .V
Implante CIDR® progesterona
0 Benzoato de 2 mg (2 ml) Enla [.M.
_ mafnana
estradiol
Progesterona 50 mg (2 ml) [.M.
FSH-p 40 mg (2 ml) am [.M.
FSH-p 40 mg (2 ml) pm [.M.
4 .
(intervalo
de 12 h)
. FSH-p 30 mg (1,5 ml) am [.M.
FSH-p 30 mg (1,5 ml) pm .M.
FSH-p 20 mg (1 ml) am [.M.
6 FSH-p 20 mg (1 ml) pm [.M.
PGF2a 2 mi am .M
Retiro del
! implante
PGF2q 2 ml pm .M
Presencia de celo
8 GnRH 1,5 ml pm .M
- I.A pm -
- I.A am -
9 - LA pm -
GnRH 1,5 ml pm .M
Colecta de
embriones,
16 seleccion, - - -

envasado y crio
preservacion

|.V= Intravaginal
[.M= Intramuscular

Fuente: (Valdivieso, s/a)
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3.3.2.3 Recoleccién de embriones

Al dia séptimo post inseminacion se realiza la colecta de los
embriones, es de suma importancia que la donadora se encuentre en
ayuno aproximadamente 12 horas con el fin de no tener exceso de fecas
el momento del lavado, el brete debe estar lo més limpio posible para
evitar cualesquier tipo de contaminacion, la donadora debe estar muy
tranquila sin estrés y evacuarle las fecas; farmacolégicamente se aplica
3,5 ml de clorhidrato de lidocaina al 1% (anestésico via epidural) y 5 ml de
flunixin meglumina via intramuscular como relajante y antiinflamatorio.
Para la colecta de los embriones, se utilizo el sistema de circuito cerrado
con flujo continuo (ver Figura 8).

Una vez anestesiada la donante se lava el area perianal; Se localiza el
cérvix, seguidamente se dilata el mismo con la ayuda de un dilatador de
cérvix via intravaginal. Cabe recalcar que este proceso debe ser lo mas
cuidadoso posible ya que la donadora al no estar en celo no existe el moco
lubricador interno por lo que se vuelve fragil a ser perforado el cérvix. Con
el cérvix dilatado se introduce el catéter folley con la ayuda del mandril
para que dicho catéter tenga rigidez, se fija el catéter en el cuerno de la
donadora aproximadamente 1/3 y se retira el mandril, luego se recarga con
aire de 12 a 15 ml, formando un balon en el extremo del catéter folley (ver

Figura 7).
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Baldn de
catéter
de
colecta

Catéter /

de
colecta - 7 Cuerno uterino
\‘__,_,,_(——"'—'*

Medio
de

colecta
Oviducto

colecta Vagina

con cuerpos Embriones
lateos

(Superovulacion)

Cervix

S .
Cuerno uterino

Figura 7 Esquema de catéter folley ubicado en el dtero de la

donante
Fuente: (Rippe, 2009)

Con el balén formado, el folley se fija para luego proceder a conectar el
equipo de circuito cerrado; el medio de lavado de embriones esté constituido
por PBS + 1% de SFB (suero fisioldgico fetal bovino) el cual se mantiene a
temperatura de 37°C, previa utilizacion. Se utilizé 500 ml del suero para cada
cuerno. Con una llave de entrada y salida del suero fisiolégico fetal bovino se
va suministrando dosis pequefias de suero a cada cuerno hasta que este se
llene para luego dar masajes leves por todo el cuerno cuyo objetivo es que los
embrioncitos circulen y emerjan desde el sitio de localizacién y por gravedad
desciendan hasta el filtro colector, que consta de una malla de acero
inoxidable con poros de 60-90 um de didmetro lo que evita el paso del embrion

y pérdida; el diametro del embridn es de aproximadamente150-190 pum.
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Cateter

Figura 8 Esquema del circuito cerrado con flujo continuo
Fuente: (Palma, 1993)

Es de suma importancia que los filtros estén protegidos de la luz desde la
colecta ya que la exposicion directa puede causar lesiones a los embriones.
Tras finalizar el lavado es recomendable suministrar una dosis de
prostaglandina para eliminar los posibles embriones quedados en el Gtero.

La busqueda de los embriones en el laboratorio se realizé en forma
horizontal y vertical (ver Figura 9); los embriones encontrados se depositan en
otra caja Petri de dos o cuatro posillos, que contiene medio para conservacion
de embriones (Holding), esta operacion se repiti6 de 5 o 6 veces a fin de

“lavar” los embriones con este medio.

———

( - )
» -~ ' ' .
e b B, N S B b B | -
AJ‘ >l AR -t
|
: ] ' [] 4; : : :

B| fededuebodocksl-do O 784 259 o [
. I (S R BB EEE
i ' | ' 1 | :

(o [ V0 15550 960 CINE S50 S5t S S ' \ i

1 | | 1 9 e e R
1 i | 3 \ ] 1 .1 H
. 7 T + \ i '
| H \ H z ' i !

D " Bt by e o T R 118 B 1R 1O O, N O I
Fés i i 1 A._ ' ) {

¥ W ] | ] v : : |
‘eebectadeceed '-_.>J ) |

K N P o j cempepuahagedcda.
\ J 4.’ : !

A J;
SNl

Figura 9 Procedimiento de busqueda de embriones
Fuente: (Palma, 1993)
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3.3.2.4 Evaluaciéon de la calidad de los embriones

Para la evaluacion y clasificacion de la calidad de los embriones, nos
basamos en la clasificacion realizada por la IETS (ver Tabla 1) tomando en
consideracion las caracteristicas que son mas importantes como: tamafio,
forma, apariencia, homogeneidad e intensidad de color de las células

embrionarias.

Para obtener una mejor clasificacion se fotografi6 a los embriones
obtenidos de cada donadora con una camara de 16 megapixeles (Samsung
S6 edge).

3.3.2.5 Criopreservacion de los embriones

Los embriones que se criopreservan son aquellos de Grados de Calidad |
y II; los embriones con grados de calidad 1ll y IV fueron desechados, su
probabilidad de vida es nula. Aquellos embriones de calidad | y II, una vez
lavados en el medio holding, se transfieren al medio de criopreservacién, o
medio freeze llamada Etilenglicol. Posteriormente, se los envasa en pajuelas
de 0,25 ml, succionando primero, una columna de medio etilenglicol, una
pequefia porcion de aire, luego el medio con el embrion y finalmente una
porcion de aire mas medio, para ser sellado finalmente con mucha precaucion

(ver Figura 10).

| (J o () |
l ]
Algodon Etilenglicol *
Embrion + Baston
Etilenglicol

Burbujas de aire

Figura 10 Esquema del llenado de la pajuela con un embrién

congelado
Fuente: (Gorlach, 1997)

Para la congelacion de los embriones se utiliz6 un programa especial

adaptado al congelador de embriones FREEZE CONTROL® cuyo es modelo
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CL-5500 SYSMTEM (ver Figura 11), dicho programa esta compuesto por tres

fases:

e Fase de estabilizacion: Se desarrolla durante los primeros 10 minutos de
iniciado el programa 4, en el cual la temperatura debera alcanzar los -7 °C,
pasado este tiempo se detiene el programa y se realiza el “seeding” que
consiste en darle un toque a la pajuelas que contiene cada embrion con
una pinza o un hisopo enfriado previamente a -196 °C en nitrégeno liquido.

e Fase de descenso de temperatura: Una vez realizado el seeding se
continla con el descenso de la temperatura dicho descenso debe ser
controlado, hasta que no se producen mas cambios de volumen, llegando
a una temperatura de -32 °C.

e Fase de congelacion: Ya alcanzada la temperatura de -32 °C el programa
finaliza automaticamente; en ese momento las pajuelas cargadas de
embriones deberan ser sumergidas directamente en nitrégeno liquido a una
temperatura de -196 °C posteriormente se las almacena en una canastilla
rotulada de un termo banco de conservacién hasta ser implantados en

“receptoras.

® Graphs by Cryologic
Chip Name: EK5K5-14112 For Model CL5500

PROGRAM 4: Ethylene Glycol - 5

-10 4

15 4

-20 4

.25

Control Temperature (°C)

-30 4

-35

0 10 20 30 40 50 60
Time from Start (mins)

Figura 11 Curva de congelacion para embriones bovinos
Fuente: (Manual Freeze Control®, s/a)
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CAPITULO IV
4 RESULTADOS Y DISCUSION DE LA INVESTIGACION

4.1 Numero de embriones colectados

Debido al nimero de reproductoras donantes en los resultados de los
embriones obtenidos no se encontré diferencias significativas (ver Tabla 5)
entre los tratamientos. Sin embargo el protocolo 1 arrojé 5,5 embriones en
promedio por colecta; dicho resultado se asemeja con aquellos obtenidos por
Mejia y Vazquez (2002); asi como por Gorddn (2016) quienes manifiestan
haber alcanzado 5,6 embriones por colecta en promedio, utlizando la
hormona FSH-p.

Tabla 5. Promedio * error estandar del N° de embriones de dos
protocolos de superovulacion

Tratamiento N° de embriones

Protocolo 1 5,50 + 1,88 a
Protocolo 2 2,83+1,38 a
p=0,2783

Medias con una letra comun no son
significativamente diferentes (p > 0,05)
Test: Tukey

(Gordon, 2016)

En la Tabla 6, se refleja el nimero de embriones totales obtenidos por
vaca aplicando el protocolo 1 de superovulacion, en el mismo se obtuvieron
33 embriones, superando al protocolo 2 que arrojo 17 embriones (ver Figura
12). Los resultados corroboran con los datos obtenidos por Cordovez (2010)
y Gordéon (2016) quienes obtuvieron 34 y 50 respectivamente en su
investigacion, utilizando FSH-p.



Tabla 6. Nomero de embriones por vaca obtenidos en cada protocolo

N° de embriones

N° donadora

Protocolo 1 Protocolo 2

94 8 8

133 1 0

141 6 0

140 13 2

178 1 1

172 4 6
Total (n) 33 17 =50
Total (%) 66% 34% =100%

Porcentaje de embriones colectados
(n=50)

66% (33)

34% (17)

Protocolo 1 Protocolo 2

Figura 12 Numero total de embriones colectados en cada

4.2 Grados de calidad y estado de desarrollo de los embriones

31

En los grados de calidad I, Il y Ill, no se encontrd diferencias

estadisticas significativas en el numero de embriones obtenidos en los

tratamientos, pero si hubo en los encontrados de grado de calidad 1V (ver

Tabla 7).
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Tabla 7. Grados de calidad embrionaria en respuesta a dos protocolos
de superovulacion

Grados de calidad embrionaria (n)

Tratamiento Excelente Bueno Regular *Malo Tota_ll de
0] (1 (1) (V) embriones

Protocolo 1 114 132 32 62 33

Protocolo 2 82 72 12 1P 17

*p=0,0219

Test: Tukey

Cabe recalcar que en los estadios (multiplicacién celular) de los
embriones colectados, tampoco se encontro diferencia significativa en los

tratamientos (ver Tabla 8).

Tabla 8. Estadio embrionario en respuesta a dos protocolos de
superovulacién

Estadio embrionario (n)
Tratamiento 2-12 Mt M Bt B Be Bp Totalde

células embriones
Protocolo 1 32 12 122 2& 112 42 0 33
Protocolo 2 12 12 82 02 62 12 0 17

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)
Mt: morula temprana
M: morula
Bt: blastocisto temprano
B: blastocisto
Be: blastocisto expandido
Bp: blastocisto protruido
Test: Tukey

Cabe manifestar que los resultados obtenidos por Betancourth &
Céceres (2011) utilizando FSH-p son diferentes a los obtenidos en la
presente investigacion dado que aquellos investigadores, obtuvieron
mayor porcentaje de embriones en estadio de Blastocisto (37,21%) y
menor porcentaje de embriones en estadio de Morula (4,65%), lo que no
sucede en el desarrollo del presente proyecto de investigacién donde se

obtiene mayor porcentaje de embriones en estadio de Mérula (24%
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protocolo 1 y 26% protocolo 2) y un menor porcentaje de embriones en
estadio de Blastocisto (22% protocolo 1y 12% protocolo 2)

Cabe dejar constancia que los resultados de este trabajo investigativo
son similares a los de Gordon (2016), puesto que el autor compartio la
presente investigacion con la antes mencionada investigadora. (ver Figura
13).

Porcentaje de estadio embrionario (n=50)

26
24
22
12 m Protocolo 1
5 8 Protocolo 2
4
I 3 22 I 2
= l 0 00
M Bt B Be Bp

2-12 Mt
células

Figura 13 Estadio embrionario en respuesta a dos protocolos de
superovulacién

El mayor porcentaje de embriones viables, que tienen como caracteristica
los estadio de Mérula y Blastocisto se los obtuvo en el protocolo 1 con grados
de calidad 1 y Il (ver Tabla 9); de acuerdo a lo expuesto por Medina (2014) se
logra mejores tasas de prefiez, implantacion y nacidos vivos con la

transferencia de embriones es estadio de Blastocistos.

Tabla 9. Efecto del estadio y la calidad embrionaria en respuesta a dos
protocolos de superovulacion

Calidad embrionaria (n)

Tratamiento Estadio Excelente (I) Bueno (Il)
2 4

Protocolo 1

6 5
4 3
Protocolo 2 3 3

< wm
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4.3 Costo de produccién por vaca "donante lavada”

Para realizar el costo de este parametro, se considera aquellos valores
invertidos en: hormonas, semen bovino, relajantes musculares,
anestésico, materiales (circuito cerrado, filtros, guantes), medios de

lavados y capacitacion.

El costo para superovular una vaca donante, en el protocolo 1 fue de
$446,87 (dolares americanos) (ver Tablal2). y, para el protocolo 2 fue
$418,37 (ver Tabla 13). por donante. La diferencia economica se refleja
en el nimero de aplicaciones de la hormona FSH-p. Se menciona que

estos valores econdmicos no incluyen mano de obra profesional.

Tabla 10. Costo de produccion por donadora lavada

Costo de Produccioén total (n)
Tratamiento Valor($)

Protocolo 1 446,87

Protocolo 2 418,37

4.4 Valor por embrion viable colectado

Dentro del analisis financiero realizado por el autor, se determina que
los valores por embrién viable colectado en el protocolo No.1 (24
embriones) resultaron mas econémicos ($141,48 dolares americanos),
mientras que aquellos obtenidos en el protocolo No. 2 se valoraron en
$185,95 ddlares americanos.



Tabla 11. Costo de produccién por embridon colectado en respuesta a

dos protocolos de superovulacion

Costo de Produccién total (n)

Tratamiento Valor($) Embriones
empaquetados

Protocolol 141,48 24

Protocolo 2 185,95 15
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Tabla 12. Costo de produccién por vaca superovulada en el Protocolo 1

DETALLE Requerida . UNIT(S  TOTAL®)
FSH-p /20ml 14 ml 190,0 133,0
GnRH /10ml 3ml 19,81 5,94
Progesterona /20ml 6 ml 46,5 13,95
Benzoato de Es/50ml 2ml 28,0 1,12
CIDR® /10unid 1 unid 15,0 15,0
Progesterona /10ml 2ml 13,0 2,60
Flunixin / 50ml 5ml 20,0 2,0
Lidocaina /50ml 3ml 3,60 0,21
Semen Select Sires 3 unid 45,00 135,00
Suero Fetal /500ml 500 ml 55,0 55,0
Sondas Foley 2 vias 1 unid 26,0 26,0
Mangueras Cateter 1 unid 14,0 14,0
Filtro de Embriones 1 unid 18,0 18,0
Placa BUsqueda 1 unid 1,80 1,80
Placa de dos pasillos 1 unid 2,40 2,40
Etilenglicq[ 4 ml
Congelacion /8m 34,0 17,0
Medio Holding /50ml 4 ml 48,0 3,84

TOTAL 446,87
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Tabla 13. Costo de produccién por vaca superovulada en el Protocolo 2

CANTIDAD PRECIO PRECIO
DETALLE Requerida UNIT (3) TOTAL (%)

FSH-p /20ml 11 ml 190,0 104,50
GnRH /10ml 3ml 19,81 5,94
Progesterona /20ml 6 ml 46,5 13,95
Benzoato de Es/50ml 2ml 28,0 1,12
CIDR® /10unid 1 unid 15,0 15,0
Progesterona /10ml 2ml 13,0 2,60
Flunixin / 50ml 5ml 20,0 2,0
Lidocaina /50ml 3 ml 3,60 0,21
Semen Select Sires 3 unid 45,00 135,00
Suero Fetal /500ml 500 ml 55,0 55,0
Sondas Foley 2 vias 1 unid 26,0 26,0
Mangueras Cateter 1 unid 14,0 14,0
Filtro de Embriones 1 unid 18,0 18,0
Placa Busqueda 1 unid 1,80 1,80
Placa de dos pasillos 1 unid 2,40 2,40
Etilenglicc_)[ 4 ml
Congelacion /8m 34,0 17,0
Medio Holding /50ml 4 ml 48,0 3,84

TOTAL 418,36
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CAPITULO V
5 CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Conclusiones

El protocolo que presentd mayor numero de embriones colectados es el
No. 1 (T1), con un total de 33 que representa el 66%, versus el protocolo
2 (T2), donde se obtuvo 17 embriones, representando el 34%.

El protocolo 1 (T1), fue el tratamiento que presentdé mayor cantidad de
embriones de calidad, grado |, de denominaciéon excelente (11
embriones). Mientras que el protocolo 2 (T2), presentdé 8 embriones
excelentes; esto a pesar de no existir diferencias significativas entre los
tratamientos.

Los embriones con grado de calidad Il también fueron criopreservados;
el protocolo 1 (T1) mostr6é un total de 13 embriones siendo superior al
protocolo 2 (T2), que arroj6 7 embriones, pese a no haber diferencia
significativa.

El costo de superovulacién por reproductora “donante” oscila entre los
$418,36 y 446,87, dependiendo del tipo de semen que se utilice y los
dias de tratamiento hormonal.

5.2 Recomendaciones

Por los resultados obtenidos en la presente investigacion, se recomienda
la utilizacion del protocolo 1 (T1), manejado con precisibn en la
aplicacion.

Se recomienda utilizar un mayor nimero de vacas donantes con el
objetivo de comparar con otros protocolos.

Los bretes adecuados para la colecta de los embriones es fundamental
para los profesionales de campo puesto que facilita el trabajo con
mayores resultados en el nUmero de embriones cosechados.

Para las Instituciones que tomen decisiones de realizar tratamientos
super ovulatorios con donantes de alto mérito genético, es importante la
revision anatomica del cérvix para evitarse complicaciones al momento
de las inseminaciones artificiales y de los lavados uterinos para rescatar

los embriones.
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Se recomienda continuar con mas investigaciones aplicando nuevas

hormonas super ovulatorias.
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