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RESUMEN

El objetivo de esta investigacion fue evaluar la calidad y cantidad embrionaria en
respuesta a dos protocolos hormonales de superovulacion, se seleccionaron ocho
vacas de la raza Girolando, las cuales fueron sometidas a dos tratamientos
superovulatorios con FSH y eCG. En la investigacion se realizd chequeos
ecograficos, sincronizacion de celo, superovulacion, la inseminacion artificial,
lavado uterino, colecta de embriones y evaluacion de la respuesta superovulatoria.
Las variables a medir fueron: nimero de embriones colectados por cada unidad
experimental y por tratamiento, grados de calidad y estadios de desarrollo
embrionario. Los resultados experimentales se sometieron a un analisis estadistico
descriptivo con las pruebas de Chi cuadrado (X?) y de t-student para comparar el
efecto de los tratamientos. El tratamiento superovulatorio con FSH-p con el cual se
obtuvo un total de 43 embriones, superando en un 45.76% al tratamiento con eCG,
ademas alcanz6 la mayor produccion de embriones de buena calidad que corresponde
Grado | (34.88%) y Il (39.53%). La mayor produccion de embriones colectados en
estadio de desarrollo de blastocisto temprano (16.28%), blastocisto (27.91%) y
blastocisto expandido (2.33%) se obtuvo con el tratamiento superovulatorio con
FSH-p, mientras que los dos tratamientos superovulatorios produjeron un porcentaje
semejante de embriones en estado de morula con un 37,00% (chi-cuadrado: 16.30, p:
0.0225). Al comparar los dos protocolo de superovulacion podemos determinar que
el protocolo que utiliza FSH-p presentd una mejor respuesta ovarica, reflejada en el
namero se ovulaciones 67 (cuerpo lateo), frente al protocolo de superovulacién con

eCG que registro 50 cuerpos luteos.

PALABRAS CLAVES

e SUPEROVULACION

e HORMONA FOLICULO ESTIMULANTE (FSH-p)
e GONADOTROPINA CORIONICA EQUINA (eCG)
e CALIDAD Y DESARROLLO EMBRIONARIO
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ABSTRACT

The objective of this research was to evaluate embryonic quality and quantity in
response to two hormonal superovulation protocols, eight cows of the Girolando
breed were selected, which were submitted to two superovulatory treatments with
FSH and eCG. The research included ultrasound checks, estrus synchronization,
superovulation, artificial insemination, uterine lavage, embryo collection and
evaluation of the superovulatory response. The variables to be measured were:
number of embryos collected per experimental unit and by treatment, quality grades
and stages of embryonic development. The experimental results were subjected to a
descriptive statistical analysis using Chi square tests (X2) and t-student tests to
compare the effect of treatments. The superovulatory treatment with FSH-p with
which a total of 43 embryos were obtained, surpassing in 45.76% to eCG treatment,
also reached the highest production of good quality embryos corresponding to Grade
| (34.88%) and Il (39.53 %). The highest production of embryos collected at early
development of blastocyst (16.28%), blastocyst (27.91%) and expanded blastocyst
(2.33%) was obtained with superovulatory treatment with p-FSH, whereas the two
superovulatory treatments produced a percentage similar to embryos in the morula
state with 37.00% (chi-square: 16.30, p: 0.0225). When comparing the two
superovulation protocols we can determine that the protocol using FSH-p showed a
better ovarian response, reflected in the number of ovulations 67 (corpus luteum),

compared to the superovulation protocol with eCG that recorded 50 corpora lutea

KEY WORDS

e SUPEROVULATION

e STIMULATING FOLLICLE HORMONE (FSH-p)
e EQUINE CORONARY GONADOTROPIN (eCG)

e QUALITY AND EMBRYONIC DEVELOPMENT



CAPITULO |

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA DE INVESTIGACION

1.1 Planteamiento del problema

El eje fundamental para el mejoramiento genético es lograr reproducir
animales de mayor valor comercial mediante el uso de las biotecnologias como la
sincronizacioén de celo, superovulacion y transferencia de embriones, biotecnologias
que permitan incrementar la cantidad de descendientes en el menor tiempo posible.
Los tratamientos superovulatorios aumentan el nimero fisiol6gico de ovulaciones
por cada ciclo estral, permitiendo obtener una cantidad de crias superior a lo normal,
de esta manera se aprovecha la capacidad reproductiva de hembra con alto valor

genético.

1.2 Antecedentes

El desarrollo de una explotacion ganadera tanto de leche como de carne, se
basa en la mejora continua de los indices productivos del ganado bovino, esto
depende en gran medida de la implementacion de alternativas biotecnoldgicas
aplicadas a la reproduccion animal.

La aplicacion de herramientas biotecnoldgicas en el area de reproduccién como
Inseminacion Artificial (1A), Superovulacion (SO), Transferencia de Embriones (TE)
y la Fertilizaciéon In vitro de Ovocitos (FIV) han obtenido el mayor impacto en
programas reproductivos de mejoramiento genético.

Actualmente en nuestro Pais, el uso de biotecnologia en el area de
reproduccion animal, esté siendo difundido; gracias a los programas de mejoramiento
genético y difusion de la inseminacion artificial, permitiendo la multiplicacion de la
poblacién bovina con alto valor genético, cuyo principal objetivo es mejorar los
parametros productivos de los sistemas de produccion de leche y carme. En la
ganaderia ecuatoriana existen animales de alto valor genético, cuyos beneficios no
son aprovechados en su totalidad, estos animales al ser superovulados
potencialmente podran producir descendientes de buena genética, incluso después de

haber terminado su vida productiva.
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La superovulacion, trasferencia de embriones y la fertilizacion in vitro de
ovocitos son las técnicas mas utilizadas para reproducir animales de elite, la principal
ventaja de estas técnicas es aumentar la capacidad reproductiva de una hembra de

alto merito genético y reducir el intervalo entre generaciones.

1.3 Justificacion

Segun datos estadisticos del Instituto Nacional de Estadistica y Censos (INEC)
al efectuar la “Encuesta de Superficie y Produccion Agropecuaria Continua (ESPAC)
2013” reportd que existe una poblacion de 57134 122 bovinos en el pais,
evidenciando una disminucion frente a los 5236 000 en el 2012 y los 5°359 000 en
el 2011. El afio 2013 la tasa anual de variacion del ganado vacuno fue de -2,30% a
nivel nacional, se observa que la region Sierra cuenta con mayor cantidad de ganado
con un 50,64% del total nacional, seguida por la Costa con 36,30% Yy el Oriente con
13,07%.

La ganaderia del Ecuador representa una parte importante de la produccién
agropecuaria del pais, siendo el sector bovino uno de los rubros de produccién mas
significativos. Actualmente el Ministerio de Agricultura, Ganaderia, Pesca y
Acuicultura (Magap) informé que llegaran al Ecuador, progresivamente, 840 vaconas
de las razas Holstein Friesian y Kiwi Cross, animales que tiene aptitud lechera de
origen neozelandés, desde Chile como parte del Plan de Mejoramiento Genético y
Repoblamiento Bovino, este proyecto tiene como objetivo el incremento de indices
productivos y reproductivos, tanto en el sector carnico como lechero (MAGAP,
2015).

Frente al presente problema es necesaria la aplicacién de alternativas
biotecnoldgicas, que permitan la reproduccion de animales de alto valor genético que
se encuentran adaptados a las condiciones del Pais. Por lo tanto, la presente
investigacion se basa en la utilizacion de herramientas biotecnoldgicas como:
sincronizacién de celos, superovulacion, transferencia y crio-preservacion de
embriones que permiten el mejoramiento genético del ganado bovino, basandose en
parametros de aprovechamiento de hembras de alto mérito genético. El uso de la

biotecnologia en el area de reproduccion animal, tiene un impacto positivo en la
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industria pecuaria, logrando progresos genéticos en intervalos de tiempo mas cortos
(Mogoll6n & Burla, 2013).

1.4 Objetivos
1.4.1 Objetivo general

e Evaluar la calidad y cantidad embrionaria en respuesta a dos protocolos

hormonales de superovulacién en vacas Girolando

1.4.2 Objetivos especificos
e Establecer el numero de embriones colectados por cada unidad experimental y

por tratamiento.

e Evaluar la calidad de los embriones colectados de acuerdo a parametros
establecidos (caracteristicas opticas de tamafio, forma, apariencia, simetria de las
celulas embrionarias).

e Evaluar el estadio de desarrollo de los embriones (caracteristicas dpticas de la
morfologia de acuerdo a las normas International Embryo Transfer Society-
IETS).

e Difundir los resultados obtenidos en la investigacién a través de medios de

difusion a productores ganaderos y estudiantes.

1.5 Hipbtesis

Ho: No existe diferencia de calidad y cantidad embrionaria, aplicando dos protocolos
hormonales de superovulacion en vacas donantes.

Hi: Si existe diferencia de calidad y cantidad embrionaria, aplicando dos protocolos

hormonales de superovulacién en vacas donantes.



CAPITULO 11

MARCO TEORICO

2.1 Ciclo Estral
El ciclo estral en la especie bovina (Bos Taurus; Bos indicus) comprende una

serie de cambios endocrinos y morfo funcionales en el aparato reproductor femenino
en respuesta a distintos niveles de hormonas secretados a nivel central (Hipotalamo-
Hipdfisis) y local (ovarios y Utero), que ocurre en un periodo de tiempo comprendido
desde un celo hasta el inicio del siguiente celo. El estro o celo se presentan en
promedio cada 21 dias, con un rango de 18 a 24 dias en hembras bovinas no
gestantes (Ifiiguez, 2010). EIl ciclo estral es una actividad compleja, en la cual
intervienen el sistema nervioso central, distintos 6rganos y hormonas producidas en

el hipotdlamo, hipdfisis, ovarios y utero (DeJarnette & Nebel, 2007).

2.1.1 Regulacion Endocrina del Ciclo Estral Bovino

El ciclo estral estd regulado por mecanismos endocrinos y neuroendocrinos;
esto es, por el hipotdlamo mediante la secrecion de la hormona liberadora de las
gonadotrofinas (GnRH), la pituitaria anterior la que secreta las hormonas foliculo
estimulante (FSH) y hormona luteinizante (LH), y a nivel ovarico secreta
progesterona, (Ps); estradiol, (E2); inhibina y oxitocina y el Utero secreta
prostaglandina F»,, (PGF2.) (Atuesta & Gonella, 2011). El ciclo estral esta regulado
por estas hormonas a través de un sistema de retroalimentacion positiva y negativa.

La regulacién de la secrecion de la GnRH demanda un equilibrio entre las
interacciones hormonales y se presenta de dos formas: una secrecion ténica desde el
centro ténico del hipotdlamo responsable de la secrecion basal de GnRH y una
secrecion preovulatoria que estimula el pico preovulatorio de LH, anteriormente se
creia que su secrecion era estimulada directamente por el E2. Sin embargo en la
actualidad se conoce que los receptores de E> no se encuentran en las neuronas
secretoras de GnRH (Colazo & Mapletoft, 2014). Un grupo de neuronas
hipotaldamicas que expresan el gen kiss-1 que codifica el péptido kisspeptina, se ha
demostrado que dicho péptido es un potente estimulador de la secrecién de GnRH
(Gottsch et al., 2004 citado por (Colazo & Mapletoft, 2014).
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Durante el ciclo estral en la fase folicular se produce una disminucién abrupta
en las concentraciones de progesterona plasmética, mientras que la concentraciones
de E2 se incrementan proveniente del foliculo dominante preovulatorio; esto, induce
un pico preovulatorio de GnRH por lo tanto se produce un pico de gonadotropinas
hipofisiarias FSH y LH (en especial esta ultima). El incremento en las
concentraciones de estradiol, junto con la disminucidon en las concentraciones de
progesterona, provocan cambios en el comportamiento del animal; es decir que la
hembra es sexualmente receptiva (Atuesta & Gonella, 2011).

El pico preovulatorio de LH induce la ovulacién que ocurre 27 horas después
de haber iniciado el estro, a continuacion se produce la luteinizacion de las células de
la teca y granulosa (Atuesta & Gonella, 2011). Durante los primero 3-4 dias se
produce la formacién del cuerpo luteo (CL) esta fase se denomina Metaestro. En el
siguiente periodo las concentraciones de progesterona se incrementan, debido a la
formacion y sintesis de P4 por parte del cuerpo lGteo en crecimiento, siendo la P4 la
hormona necesaria para el establecimiento y mantenimiento de la prefiez. Durante el
Diestro existe crecimiento folicular, sin embargo estos foliculos no tiene la capacidad
para ovular debido a que la P4 ejerce una retroalimentacion negativa sobre la GnRH,
factor que impide la secrecion de pulsos LH adecuados para la ovulacion del foliculo
presente (Colazo & Mapletoft, 2014).
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2.1.2 Fisiologia del Ciclo Estral

El ciclo estral da inicio con un animal en celo o receptividad sexual esto se
conoce como dia 0. En el aparato reproductor del animal sucede varios eventos
como: el desarrollo folicular en el ovario, bajo la influencia de la FSH provocando el
crecimiento de un grupo de foliculos antrales de los cuales solo uno alcanzara su
maximo tamafio que serd denominado preovulatorio todo este fendmeno de
crecimiento folicular se conoce como crecimiento de ondas foliculares. El foliculo al
completar su desarrollo, contiene un Ovulo maduro rodeado de células que se
encargan de liberar estradiol, este es responsable de inducir la conducta sexual,
donde sus signos mas caracteristicos son: enrojecimiento e inflamacion de la vulva,
pérdida del apetito, mugir frecuentemente, mantener erecta las orejas, descarga de
moco claro por la vagina, intenta montar otras vacas y permite que otras vacas la
monten (DeJarnette & Nebel, 2007).
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El estradiol es responsable de cambios fisiologicos en el aparato reproductor
como: el aumento de la sintesis de proteinas por parte de las glandulas presentes en el
lumen del endometrio, produciéndose una secrecion abundante, que facilita la
capacitacion de los espermatozoides, ademas hay secrecion de moco cervical y
vaginal; cuya finalidad es el transporte de espermatozoides al Utero (Gutiérrez,
Rangel, & Lassala, 2012).

Cuando el foliculo en crecimiento bajo la influencia de FSH alcanza su
maximo diametro tiene la capacidad de responder a la LH por la expresion de
receptores para esta hormona a nivel de las células que rodea al ovocito, cuando la
LH alcanza su maxima concentracion en la sangre por efecto de la retroalimentacion
positiva por parte de los estrdgenos induce la ruptura del foliculo maduro y permite
la liberacion del 6vulo y del contenido folicular, este fendmeno se conoce como dia
1. Tras el proceso de ovulacion, el évulo es recogido por el infundibulo, mediante
los cilios de la pared de la fimbria y transportado hacia el ampula, permitiendo su
fertilizacion en la parte interna de esta estructura (DeJarnette & Nebel, 2007).

En el sitio donde se encontraba el foliculo, a partir de las células presentes en
paredes de este (células de la teca y granulosa) y por accion previa de la LH se
produce una transformacion de estas células, las que se denomina Células
Luteinicas; formando una estructura glandular conocida como cuerpo ldteo (lfiiguez,
2010).

La progesterona es responsable de la preparacion del Utero para una posible
gestacion es producida por el CL. Bajo la influencia de la progesterona el Utero es
responsable de la produccién de una sustancia nutritiva llamada leche uterina para el
embrion, al mismo tiempo la (P4) causa que se forme un tapon mucoso en el cérvix,
impidiendo la entrada de agentes patdgenos al utero e inhibe la liberacion de
hormonas gonadotropinas (FSH y LH), mediante la retroalimentacion negativa a
nivel hipotalamico, evitando que el animal vuelva al celo (DeJarnette & Nebel,
2007).



2.1.3 Fases del Ciclo Estral Bovino
El ciclo estral se caracteriza por tener dos fases, dependiendo de las
estructuras ovaricas predominantes: la fase folicular subdividida en proestro y estro;

y la fase luteal subdividida en metaestro y diestro, respectivamente.

2.1.3.1 Fase folicular o regresion lateal

Proestro: esta fase tiene una duracion de 3 o 4 dias (corresponde al dia 17-21
del ciclo estral), comienza cuando ocurre la regresion del CL o luteodlisis del ciclo
anterior, siendo la PGF2a el agente luteolitico y finaliza con la receptibilidad sexual
(Callejas, 2001).

En el momento de la regresion del cuerpo lGteo, se produce una rapida
disminucion de la concentracion de progesterona, reduciendo la retroalimentacién
negativa que esta hormona ejerce a nivel hipotalamico y de esta manera se reinicia la
frecuencia pulsatil de las hormonas gonadotropinas (FSH y LH), por medio de la
liberacion de la GnRH estimulando el proceso de crecimiento y desarrollo folicular
medido en primer lugar por la FSH cuando el foliculo alcanza su maximo didmetro
se denomina preovulatorio, el cual secreta e incrementa los niveles de estrdgeno
circulantes, provocando las manifestaciones externas de celo por estimul6 de estos
estrégenos a nivel central (Sintex, 2005).

Estro: esta fase tiene una duracion de 2 a 24 horas, inicia con la receptividad

sexual e involucra todos los eventos fisiolégicos que permiten la ovulacion e
iniciacion de la formacién del cuerpo lateo (Callejas, 2001).
Las altas concentraciones de estradiol permiten obtener la madurez y tamafio
preovulatorio del foliculo en desarrollo. Durante esta fase se ejerce una
retroalimentacion positiva entre el estradiol y la LH produciéndose el pico
preovulatorio de LH responsable de la ovulacién (Gutiérrez, Rangel, & Lassala,
2012). Luego de 12 a 24 horas después de comenzado el celo, el sistema nervioso de
animal se torna remiso al estradiol y finaliza todas las manifestaciones de celo
(Callejas, 2001).



2.1.3.2 Fase luteal

Metaestro: se inicia inmediatamente después de finalizar el celo con la
ovulacion y concluye cuando el CL alcanza su maximo didmetro. En este periodo
sucede la ovulacion de 28 a 32 horas de iniciado el celo, en respuesta al pico
ovulatorio de LH. En el sitio donde se produjo la ovulacion sigue una hemorragia y
el foliculo se llena de sangre, convirtiéndose en una estructura conocida como cuerpo
hemorragico, que es transitoria. Durante esta fase se inicia la organizacion celular y
desarrollo del CL; las células de la granulosa y de la teca del foliculo sufre un
proceso llamado luteinizaciéon por accion del alza de la LH preovulatoria (Rippe,
2009).

Diestro: es la fase méas larga del ciclo estral, bebido a que comprende desde
que el CL es funcional hasta la destruccion del mismo, por medio del proceso de
apoptosis mediado por la PGF2a denominado lutedlisis. Durante esta fase se
mantiene altas concentraciones de progesterona y se produce un efecto negativo en la
liberacion de LH; asi como la secrecion de GnRH. Ademas se observa incrementos
en la secrecion de FSH y en consecuencia un desarrollo folicular; sin embargo estos
foliculos no pueden concluir su maduracion y sufren a una regresion, por falta del
pico de LH (Callejas, 2001).

Proestrus
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Diestrus
bt E2 Ez
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Figura 2 Fases del ciclo estral en la hembra bovina

Fuente: (Senger, 2003)



10

2.1.4 Dinamica Folicular

La dinamica folicular es un proceso continuo de crecimiento sincronico de un
grupo de foliculos y regresion de foliculos primordiales que conlleva al desarrollo de
un foliculo preovulatorio. La tasa de crecimiento folicular en los dos primeros dias es
similar en todos los foliculos (de 8-41), luego un foliculo es seleccionado y continua
su desarrollo de forma mas réapida que el resto, impidiendo el crecimiento de los
foliculos subordinados y el reclutamiento de un nuevo grupo de foliculos (Colazo &
Mapletoft, 2014).

El desarrollo folicular se manifiesta mediante un crecimiento en patron de
ondas o grupos. En cada oleada un grupo de foliculos es reclutado para que abandone
el estado de latencia e inicie el proceso de crecimiento. Se observa tanto en animales
jévenes como adultos durante la pubertad, prefiez (excepto en los Gltimos 30 dias de

gestacion y periodo de posparto) (Rippe, 2009).

El proceso de desarrollo folicular se divide en tres etapas:

Reclutamiento: en cada ciclo ovarico es reclutado un grupo de foliculos
primordiales, los cuales por efecto de las altas concentraciones de la hormona FSH,
mantienen un crecimiento continuo. El pico de FSH ocurre cuando el foliculo
dominante presenta un tamario de aproximadamente 8 a 9 mm en bovinos (Rippe,
2009). La liberacion de FSH gradualmente es suprimida, debido a que los foliculos
inician la secrecion de estradiol e inhibina. La inhibina es una hormona proteica,
producida por el foliculo y ejerce una retroalimentacién negativa a nivel hipofisiario,
generando una menor secrecion de FSH (Gutiérrez, Rangel, & Lassala, 2012) .

Seleccion: proceso por el cual es elegido un foliculo “dominante”, el foliculo
antes mencionado presenta una tasa de crecimiento constante y bloquea el soporte
hormonal de FSH para el resto de foliculos subordinados induciendo una atresia o
disminucion de la velocidad de crecimiento y reprimiendo su crecimiento como
consecuencia de la secrecién y liberacion de la inhibina en el torrente sanguineo
(Gutiérrez, Rangel, & Lassala, 2012).
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Dominancia: en esta fase el foliculo dominante impide el crecimiento y
desarrollo de los foliculos subordinados asi como el reclutamiento de un nuevo
grupo de foliculos primordiales (Rippe, 2009). El foliculo dominante alcanza un gran
tamafo y es responsable de la mayor produccion de Ez, presenta una capacidad de
desarrollo continuo en un medio hormonal adverso para el resto de foliculos (Sintex,
2005).
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Figura 3 Dinamica folicular durante un ciclo estral

Fuente: (Senger, 2003)

2.2 Superovulacion en Ganado Bovino

2.2.1 Definicion e Importancia

La especie bovina es un animal monovular, es decir que generalmente libera
un solo évulo en cada ciclo estral, impidiendo la obtencion de varias crias a la vez de
manera natural. El principal objetivo de la superovulacion es el estimulo hormonal de
los ovarios, para aumentar el numero fisiologico de ovulaciones en cada ciclo estral,
mediante la aplicacién de diferentes tipos de gonadotropinas como: la Hormona
Foliculo Estimulante (FSH) y la Gonadotropina Corionica Equina (eCG o PMSG)
por mencionar algunas (Garzén, Urrego, & Giraldo, 2007).

La superovulacion es una biotecnologica reproductiva fundamental para un
programa de transferencia de embriones y el desarrollo cientifico de biotecnologias

més avanzadas como: fertilizacion in vitro de ovocitos, sexado de embriones,
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clonacion y transgénesis, debido a que incrementa la disposicién de ovocitos y
embriones como material de investigacion (Mogollon & Burla, 2013).
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Figura 4 Superovulacion y ciclo estral en Bovinos

Fuente: (Iiiiguez, 2010)

2.2.2 Induccién a la Superovulacion

Dentro de un programa de superovulacion se debe considerar los protocolos
tradicionales y los protocolos de tiempo fijo. En los protocolos tradicionales, se
trabaja de acuerdo a la fisiologia del ciclo estral y el tratamiento superovulatorio se
inicia entre los dias 8 y 12 del ciclo, mientras que la finalidad de los protocolos de
tiempo fijo es sincronizar la onda folicular de varias hembra donantes y los

tratamientos superovulatorios inician independientemente de la fase del ciclo estral
(Becaluba, 2007).
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Protocolo tradicional de superovulacion: se inicia teniendo como base la
deteccion del celo (Dia 0), a partir del dia 10 se aplica el tratamientos de
superovulacién, que consiste en aplicar FSH-p cada 12 horas durante un periodo de 4
0 5 dias, debido a la vida media muy corta de la hormona (2 a 5 horas en el cuerpo de
la vaca), tras 48 horas de comenzado el tratamiento superovulatorio se administra
PGF2a (hormona luteinizante); por lo que normalmente se presenta celo a las 36 a 48
horas de haber administrado la PGF2a, efectuando las inseminaciones artificiales,
con o sin manifestaciones de celo a las 38 y 48 horas, después de aplicar la PGF2.
Las vacas que presentan celo antes de lo esperado, no mas de 24 horas, se les puede
suspender la administracion de FSH y se inseminan a las 12 y 24 horas de iniciado el
celo. Efectuando el lavado, colecta y transferencia en fresco el dia 21 del tratamiento

superovulatorio (Becaluba, 2007).
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Figura 5 Esquema de un protocolo tradicional de superovulacién

Fuente: (Becaluba, 2007)

Protocolo de superovulacion a tiempo fijo: este programa permite un
manejo de un mayor numero de donadoras. El protocolo de superovulacion empieza
con una sincronizacion de celo (dia 0), insertando un dispositivo intravaginal con
1,38 g de P4, junto con 2 ml de Benzoato de Estradiol (BE) y 2 ml de progesterona
por via intramuscular (IM). El dia 4, inicia el tratamiento superovulatorio que
consiste en aplica FSH-p por via intramuscular cada 12 h, por un periodo de 4 dias en
dosis descendientes. En el dia 6 se administra 2ml PGF2a cada 12 horas (IM);

ademas es retirado el dispositivo intravaginal. En la mafiana del dia 8 se inyecta 2ml
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GnRH; 24 horas después del retiro del dispositivo intravaginal. La IATF se realiza a
las 12 y 24 horas después de la aplicacion de GnRH. El lavado y colecta de
embriones se realiza 7 dias post-inseminacion (Becaluba, 2007).
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Figura 6 Esquema de un protocolo de superovulacion a tiempo fijo

Fuente: (Becaluba, 2007)

2.2.3 Factores que afecta las repuestas Superovulatorias

La variabilidad en la respuesta a tratamiento superovulatorios; asi como la
produccion de embriones involucra varios factores, dentro de ellos se encuentran:

Factores Externos: factores como el periodo del afio, nutricion, manejo para
deteccidon de celo; ademas la respuesta superovulatoria puede verse afectada de
manera directa o indirecta por el semen, debido a que tiene un efecto muy importante
sobre el nimero de embriones obtenidos.

El estrés durante el manejo intensivo de animales sometidos a un programa de
transferencia de embriones, es responsable de varias alteraciones fisioldgicas,
incluyendo la subfertilidad. El estado de estrés agudo pueden afectar el pico
preovulatorio de LH en el ganado (Jiménez, 2009).

Factores fisiologicos: se plantea que el nimero de partos, estado lactacional,
raza, edad, el estatus sanitario y reproductivo del animal, caracteristicas de las ondas
foliculares y dindmica folicular, tiene una influencia directa en la respuesta

superovulatoria (Mogollon & Burla, 2013).
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Existe cierta informacion acerca de la raza Jersey que no produce embriones
tan resistentes y presentan menores tasas de prefiez que las demas razas (Steel R,
Hasler JF., 2004 citado por Jiménez, 2009). Existe una interrelacion entre la edad y
la dosis de gonadotropina; debido a que los animales jovenes al ser tratados con altas
cantidades de gonadotropinas se producen una sobre estimulacion en el ovario,
provocando que muchos foliculos se desarrollen, pero no todos son capaces de ovular
y la mayoria sufre una atresia o regresion. Al aumentar la edad de la hembra donante
disminuye el numero fisioldgico de ovulaciones, tasa de fecundacion y calidad
embrionaria; la disminucion del nimero de ovulaciones se debe a una menor
disponibilidad de foliculos en crecimiento (Lerner, S et al.; 1986 citado por Andino,
2014).

Factores farmaceéuticos: la respuesta superovulatoria se relaciona con el tipo
de FSH, productos utilizados y potencia, dosis, intervalos y por cuantos dias es

empleada los tratamientos superovulatorios (Jiménez, 2009).

2.2.4 Gonadotropinas utilizadas para tratamientos superovulatorios

En la induccion a la superovulacion en hembras bovinas se ha usado tres
diferentes tipos de gonadotropinas: la gonadotropina corionica equina (eCG o
PMSGQG), extracto de pituitaria de porcinos, ovinos y bovinos (FSH) y gonadotropina

menopausica humana (hMG).

2.2.4.1 Gonadotropina coridnica equina (eCG o PMSG)

Es una glicoproteina producida en el endometrio de las yeguas con 42 — 150
dias de gestacion, tiene una vida media prolongada debido a su elevado peso
molecular (PROSEGAN, 2009). Mediante la administracion de una dosis Unica entre
los dias 8 y 14 del ciclo estral, permite conseguir una respuesta superovulatoria
(Sauman y Chupin, 1981 citado por Cabodevila & Torquati, 2001).

La estimulacion ovéarica prolongada provoca un crecimiento folicular
continuo y disperso, con altos niveles de estrogeno que afectan a las tasas de
fertilizacion y presenta un efecto negativo en el desarrollo embrionario (Cabodevila
& Torquati, 2001). Esta hormona también tiene una respuesta inmunolégica, factor

que lleva a la produccién de anticuerpos anti-eCG (Mogollén & Burla, 2013).
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Segun Cabodevila & Torquati, 2001; El suero anti-PMSG es utilizado para
disminuir los efectos indeseables y mejorar pardmetros de la respuesta
superovulatoria en cuanto a nimero de ovocitos, calidad de embriones recolectados,
disminucion del periodo de celo y sincronizacion de la maduracion folicular. La
aplicacion del suero anti-PMSG, permite la neutralizacion de la PMSG, al momento

de la primera inseminacion 12 - 18 horas después del inicio del celo.

2.2.4.2 Hormona Foliculo Estimulante (FSH)

Puede ser de origen ovino, porcino y equino o incluso la FSH recombinante
bovina y la somatotropina bovina (bST) (Jiménez, 2009). La hormona FSH es la mas
utilizada en los tratamientos superovulatorios, se basa en la administracion de dos
dosis diarias durante 4 o 5 dias cada 12 horas, debido a que tiene una vida media
muy corta (aproximadamente 5 a 12 h), para conseguir que varios foliculos se
desarrollen y que ocurra la ovulacion, la aplicacién por lo general empieza entre los
dias 8 y 12 del ciclo estral de la hembra (Donaldson, 1984 citado por Cabodevila &
Torquati, 2001).

2.2.4.3 Gonadotropina menopausica humana (hMG)

Es una sustancia altamente purificada cuya administracion es idéntica a la
hormona foliculo estimulante porcina (FSH-p) debido a que su vida media es muy
corta. La aplicacion de la hormona es por via intramuscular cada 12 h, por un periodo
de 4 a 5 dias en dosis descendientes. La hormona presenta la misma concentracion de
FSH y LH (Becaluba, 2007). El uso de la hormona menopausica humana (hMG) es
principalmente en el ser humano debido a su alto costo.

2.3 Desarrollo Embrionario

Los factores que componen el desarrollo embrionario involucran procesos
como la proliferacion celular, el desarrollo y mantenimiento del cuerpo luteo,
activacion de las funciones del oviducto y utero, la implantacion y vascularizacién
del embrion (Juarez & Valencia, 2012).

Con la ruptura del foliculo se produce la expulsion del ovocito, bajo el efecto

de los estrégenos (durante el estro) el pabellon del oviducto envuelve al ovario en un
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caliz, para recoger al dvulo y por medio de movimientos ciliares es transportado al
infundibulo y empieza su recorrido hacia la parte media del oviducto (ampolla), lugar
donde el ovocito cumple con los ultimos procesos de maduracion y se produce la
fecundacidn, proceso que dura aproximadamente 24 horas (Elli & Fatro, 2010).

Durante la etapa embrionaria temprana, el desarrollo del ovocito fecundado
(cigoto) comienza mediante divisiones mitdticas proceso denominado segmentacion
y conduce a la formacion de numerosas células pequefias llamadas blastomeros. El
dia 4 después de la fecundacion, alcanza el estadio de morula que se presenta como
una masa solida, la cual estd constituida por 16-64 células. El dia 7 el embrion se
denomina bléstula o blastocisto, presenta una cavidad llena de liquido denominada
blastocele; en el estadio de blastocisto se puede identificar una zona de células
concretas que forman el disco o nudo embrionario del cual se deriva el embrion y la
zona de células de la periferia que componen el trofoblasto, mas tarde participan en
la formacion de las membranas extraembrionarias El dia 9 la zona pellcida eclosiona
y el embrién empieza a alargarse (Elli & Fatro, 2010).

El desarrollo embrionario temprano se produce mientras el embrion es
transportado a lo largo del oviducto. Después de la fase migratoria del embrion se
produce la implantacion como consecuencia de la invasion del embrion en la luz del

utero (Quintela, Diaz, Garcia, Pefia, & Becerra, 2006).
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Figura 7 Esquema del desarrollo y transito embrionario en
Bovinos

Fuente: (Palma, 2001)

2.3.1 Estadios de Desarrollo Embrionario

Morula temprana (Mt): el dia 5 del desarrollo embrionario tiene una forma
similar a una mora, con un desarrollo de al menos 16 células. Los blastomeros es
imposible distinguir individualmente. La masa celular ocupa casi todo el espacio
perivitelino (Bé & Mapletoft, 2013).

Modrula compacta (Mc): 32-64 blastomeros que se encuentran unidos y
forman una masa compacta; la compactacion es considerada como uno de los signos
de diferenciacién embrionaria. La masa del embrion ocupa del 60 al 70% del espacio

perivitelino (Pedersen, 1988 citado por Palma, 2001).
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Blastocisto temprano (Bt): formado por 100 a 200 celulas que se
caracterizan por el inicio del transporte de fluido y la formacion de una cavidad llena
de liquido llamada blastocele en el interior del embrion, dando la apariencia de un
anillo de sello, ocupa del 70 al 80% del espacio perivitelino. EI embrion en este
estadio puede parecer de calidad dudosa, porque es dificil diferenciar las células de la
masa interna de las células de la periferia (trofoblasto) (Bé6 & Mapletoft, 2013).

Blastocisto (B): formado por 100 a 200 células. Existe una diferencia entre
las células del trofoblasto y la masa celular interna (disco o nudo embrionario), se
presenta de forma méas oscura y compacta. EI embrién ocupa la mayor parte del
espacio perivitelino, el tamafio del blastocele es prominente (B6 & Mapletoft, 2013) .

Blastocisto expandido (Be): formado por méas de 200 células. El didmetro
del embrion se incrementa; mientras que se produce el adelgazamiento de la zona
pelGcida. Los embriones recuperados en este estadio se pueden colapsar
temporalmente, esto se caracteriza por una pérdida completa o parcial del blastocele
(Palma, 2001).

Blastocisto eclosionado (Bp): Dia 8-9 post fecundacion, 200-800 células. Se
produce la salida del embrién de la zona pelucida. Su forma puede ser esférica, con
un blastocele bien definido o colapsado. Pueden ser igualmente transferidos, sin
embargo, los embriones desprovistos de la zona pelicida son extremadamente

fragiles y pegajosos (Palma, 2001).



2-células 4-células Moérula inicial Moérula '
(dia 2) (dia 3) (dia 5 - 6) (dia 6) (dia 7)

Blastocisto Blastocisto Blastocisto : Blastocisto eclodido/
(dia 7 - 8) expandido eclodido expandido
(dia8-9) (dia 9) (dia 9 - 10)

Figura 8 Estadios de desarrollo embrionario

Fuente: (PROSEGAN, 2009)

2.4 Colecta de Embriones Bovinos

Segun Orellana, J. y Peralta, E. (2007), sefialan que la colecta de embriones se
realiza el dia 15 del protocolo de superovulacién o 7 dias después de la primera
Inseminacion Artificial (I.A.) de la vaca donadora, mediante un lavado uterino
transcervical.

La metodologia empleada para la colecta de embriones, consiste en la
introduccion de un catéter Folley con ayuda de un mandril que le da la rigidez
necesaria para el paso a traves del cérvix, hasta alcanzar el cuerno uterino, el catéter
avanza hasta 1/3 medio del cuerno (5-10 cm del cuerno); una vez fijado el catéter se
retirard el mandril y se procedera a inflar el balon del catéter Folley (12 -15 ml de
aire), dependiendo del tamafio del cuerno uterino (Palma G. , Recoleccién de los
Embriones Bovinos , 2001).

El medio que se utiliza para el lavado uterino es el Buffer Fosfato Salino -PBS,
adicionado 1 % de Suero Fetal Bovino (SFB) inactivado, para producir una corriente
de arrastre (flushing) a través de los cuernos uterinos, el volumen del liquido varia de

acuerdo a la dimensién del cuerno (250 ml del suero para cada cuerno). Una vez
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terminado el lavado se repite la operacion en el otro cuerno. EI medio con los
embriones es recolectado en filtros que permiten su separacion a medida que fluye el
medio de lavado, en recipientes de pléstico especial. Para evitar una posible prefiez
de la vaca donante se debe aplicar una dosis de (2 ml) de PGF2a, al finalizar el
lavado (Orellana & Peralta, 2007).

2.4.1 Evaluacion de embriones bovinos

Los embriones bovinos normalmente son evaluados en una caja Petri
cuadriculada, con un estereomicroscopio con una ampliacion de 50 a 100x, para ver
el embrion y la zona pelucida desde diferentes perspectivas. El didmetro del embrion
oscila entre 150-190 um., mientras que la zona pelGcida presenta un diametro de 12-
15um. El embrion ideal debe ser esférico compacto y presentar tamario, color y
textura similar; el espacio perivitelino no debe presentar desechos celulares y
presentar un color claro; la zona peltcida no debe presentar una superficie uniforme
sin agrietamientos (B0 & Mapletoft, 2013).

La evaluacion morfolégica de los embriones es uno de los factores mas
importantes en un programa de transferencia de embriones y considera los siguientes

criterios:

2.4.2 Criterios de calidad embrionaria

e Forma esferoide.

e Simetria de los blastomeros.

e Apariencia clara y neta de los blastomeros.

e Tonalidad oscura y uniforme.

e Uniformidad de la membrana celular.

e Proporcionalidad entre el embrién y el espacio perivitelino.
e Integridad de la zona peldcida.

e Ausencia de detritus celulares adheridos a la zona pelucida.
e Compactacion de los blastomeros entre si.

Fuente: (Cabodevila & Torquati, 2001)
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CAPITULO 111

MATERIALES Y METODOLOGIA

3.1 Ubicacion del area de investigacion
3.1.1 Ubicacion politica

El ensayo en campo y laboratorio se realizd en la Carrera de Ingenieria
Agropecuarias IASA 11 — Universidad de las Fuerzas Armadas ESPE:

Ubicacidn referencial: Hacienda. Zoila Luz km 24 via Santo Domingo-Quevedo.

Parroquia: Luz de América
Canton: Santo Domingo de los Colorados.
Provincia: Santo Domingo de los Tséchilas.

3.1.2 Ubicacion geografia
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 ecologia

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

Temperatura media anual: 25.7 °C

Precipitacion media anual: 1661 mm/afio

Heliofania media anual: 660 h/luz/afio

Humedad relativa: 84%

3.2 Materiales
3.2.1 Material experimental
Hembras bovinas (donantes) en estado reproductivo para superovular (no

gestante) de la raza Girholando



3.2.2 Material complementario
3.2.2.1 Sincronizacion de celo
e Hormonas utilizadas
e Progesterona
e Benzoato de Estradiol
e Prostaglandina
e GnRH
e Dispositivo intravaginal de progesterona

e Aplicador de implantes vaginales

3.2.2.2 Superovulacion
e Hormonas utilizadas
o FSH-p
e eCG

3.2.2.3 Inseminacion artificial

e Pajuelas de semen importado de raza Holstein, Gyr y Girholando
e Pistola de Inseminacion artificial

e Catéteres de Inseminacion artificial

e Chemise

e Tijera cortadora de pajuelas

e TermOmetro

e Guantes obstétricos desechables

e Termo descongelador de semen

3.2.2.4 Lavado uterinoy colecta de embriones

e Anestesico local (Clorhidrato de lidocaina al 2%)
e Flunixin meglumine base

e Catéter Folley de dos vias # 16 0 18

e Sondas adaptables a catéter Folley

e Mandril de acero inoxidable



Dilatador de cérvix

Suero fisioldgico fetal bovino (PBS + 1% de SFB)
Filtros con poros milimétricos, para colecta de embriones
Agujas hipodérmicas de 18G y 21G

Jeringuillas desechables de 5, 20 y 50 ml

3.2.2.5 Evaluacién de embriones

Cajas Petri cuadriculadas

Micropipetas para embriones

Puntas de micropipetas 10ul

Cajas Petri de 4 pocillos

Estéreomicroscopio

Bafio maria

Placa térmica

Camara fotogréfica

Medio de conservacion para embriones (Holding)

Jeringa de 20 ml

Suero fisioldgico fetal bovino (PBS + 1% de SFB) como medio de lavado

3.2.2.6 Crio preservaciéon de embriones

Congelador de embriones con marcaje 20 a -40 °C. FREEZE CONTROL®);

modelo CL-5500 SYSMTEM

Medio de cultivo de crio-preservacion (Etilenglicol)
Medio de conservacion para embriones (Holding)
Pajuelas de plastico para embriones de 0.25 ml
Sellador manual de pajuela

Termo con nitrogeno liquido 20/20; marca 1.M.V

Marcador permanente para rotular

3.2.2.7 Esterilizacion, higiene y limpieza

Estufa de esterilizacion

24
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e Toallitas desinfectantes
e Cepillos

e Escurridor

o Papel de filtro

e Jabln neutro

o Detergente fendlico

e Alcohol etilico de 70°

3.2.2.8 EQuipos extra
e Deshumificador marca EXCELL modelo: MDFE65AN1; UPS Estabiliza y
mantiene energia modelo PS5490.

e Overol

e PBotas

e Mandil

3.3 Métodos

En la presente investigacion se realizd la sincronizacion de celos,
superovulacién, inseminacion artificial, lavado uterino, colecta de los embriones y
evaluacion de la respuesta superovulatoria a través de parametros como la calidad y
cantidad de embriones colectados. Se utilizaron ocho vacas donantes las cuales
fueron previamente preparadas (nutricion, sanidad y manejo) 45 dias antes de la
aplicacion de los protocolos hormonales de superovulacion.

La segunda repeticion se llevo a cabo dos meses después de realizar la primera
sincronizacién y colecta de embriones, para la segunda fase, se realizo el cruce de los
tratamientos entre las unidades experimentales. Los embriones colectados, que
presentaron las mejores caracteristicas fueron sometidos a un proceso de crio-

preservacion.
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3.3.1 Diseio Experimental
3.3.1.1 Factores
Los factores de estudio fueron dos protocolos hormonales para

superovulacion (FSH-p y eCG) en el ganado bovino.

3.3.1.2 Tratamientos

Para el estudio se aplicd los siguientes tratamientos (ver figura 14 y 15):
T1: protocolo 1 (FSH-p)

T2: protocolo 2 (eCG)

Cada tratamiento consta de cuatro unidades experimentales (vacas donantes).

3.3.1.3 Esquema del disefio experimental

Figura 9 Modelo de esquema para los tratamientos 1 y 2
REPETICION 1 REPETICION 2

T1: protocolo 1

T2: protocolo 2

00 OO
CAVENG

O
<
<

- = Vacas donantes, unidades experimentales

3.3.1.4 Analisis estadistico
9En la presente investigacion se utilizo cuatro vacas donantes (entre vaconas
vientres y vacas primerizas), para cada tratamiento de superovulacion T1: protocolo

1 (FSH-p) y T2: protocolo 2 (eCG), por lo que se manejo cuatro unidades
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experimentales con dos repeticiones por cada tratamiento. La segunda repeticion se
llevd a cabo dos meses después, cruzando los tratamientos entre las unidades
experimentales.

El disefio experimental fue evaluado con una Prueba de Comparacién de
Medias con muestras dependientes, con la finalidad de que, al culminar el ensayo los
dos tratamientos fueron aplicados a la misma unidad experimental. El andlisis
estadistico se realizd con el software InfoStat version 2015. Prueba Chi cuadrado
(X?), para establecer si existen o no diferencias significativas por efectos de los
tratamientos en las respuestas de la superovulacién, en cuanto al estadio de desarrollo

y calidad embrionaria.

3.3.1.5 Variables a medir

3.3.1.5.1 N@mero de embriones
Tras la colecta de embriones de las vacas donantes, se realizé el conteo del

namero de embriones obtenidos por unidad experimental y tratamiento.

3.3.1.5.2 Grados de calidad embrionaria

Este proceso se basa en la observaciébn microscopica con una lupa
estereoscopica (0,7 — 6,4x) de la morfologia de los embriones. De acuerdo a las
normas International Embryo Transfer Society (IETS), la calidad de embriones se
basa en la integridad morfoldgica. Los cddigos de calidad varian del 1 a 4
(Stingfellow & Siedel, 2000).

Excelente o Bueno (I): el embrion no presenta defectos visibles y es
consistente en la etapa de desarrollo. La masa embrionaria es intacta, uniforme en
tamafo color y densidad, las irregularidades deben ser menores al 85%. La zona
pelicida debe ser completamente lisa sin irregularidades. Los embriones de Grado |
se caracterizan por sobrevivir al procesos de congelacién/descongelacion son
llamados “embriones congelables”, son adecuados para el comercio internacional
(B6 & Mapletoft, 2013).

Regular (11): El embrion tiene muy pocos blastomeros desprendidos de la
masa celular y/o posee una pequefia cantidad de detritus celular (Stingfellow &



28

Siedel, 2000). La masa embrionaria presenta irregularidades moderadas en cuanto a
tamafio, color y densidad de las células individuales, al menos el 50% deben estar
intacta. Los embriones de Grado Il son denominados como ‘“transferibles” debido a
que la tasa de prefiez es alta, si los embriones son transferidos en fresco. La
supervivencia al proceso de congelacion/descongelacion es menor que los embriones
de Grado | (B6 & Mapletoft, 2013).

Malo (I11): El embrion posee varias irregularidades: detritus celulares, forma
irregular, de color muy oscuro o muy claro y/o ligero agrietamiento de la zona
pelcida, al menos el 25% de la masa embrionaria debe estar intacta. Esta categoria
es considerada como no transferible o criopreservable debido a que no sobrevive al
proceso de congelacidn/descongelacion (Bé & Mapletoft, 2013).

Muerto o Degenerado: El embrion posee muchas irregularidades: los
correspondientes al grado Il mas desarrollo retardado, seria ruptura de la zona
pellcida (el embrion puede encontrarse parcialmente fuera de ella), su forma es muy
asimétrica, tendencia a la desintegracién como granulacién o vacuolizacion de los
blastomeros. Incluye también a los estadios hasta 8 células y la clara degeneracion.
Esta categoria es considerada como no transferible o criopreservable (Stingfellow &
Siedel, 2000).

Calidad embrionaria

Figura 10 Embriones regulares (1)
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Figura 13 Embriones Malos (111)

Figura 12 Embriones muertos o degenerandose (I1)

Fuente: (Becaluba, 2007)

3.3.1.5.3 Estadio de desarrollo embrionario

Mediante una observacion microscopica de la morfologia que presentan los
embriones colectados y de acuerdo a las normas (IETS), se clasificd los embriones
en funcion de su estadio de desarrollo de manera numeérica (Stingfellow & Siedel,
2000).



30

Tabla 1

Estadio de desarrollo embrionario

Cddigo Estado No. De

De estado células
(dias)

1 No fecundado

2 2 a12 células 2-4

3 Moérula temprana 5

4 Morula 6

5 Blastocisto temprano 7

6 Blastocisto 7

7 Blastocisto expandido 8

8 Blastocisto eclosionado 9

9 Blastocisto eclosionado

expandido

Fuente: (IETS, 2000)

3.3.2 Meétodos especificos de manejo del experimento

3.3.2.1 Capacitacion de reconocimiento de anatomia y fisiologia del tracto
reproductivo

Se realizd un entrenamiento previo en el Gtero de animales de matadero y
vacas de descarte, para proporcionar los conocimientos fundamentales de las
estructuras anatomicas del tracto reproductivo de la hembra bovina y ademas realizar
una adecuada técnica de lavado, colecta y evaluacion de embriones.

Con el Utero de animales de matadero se realizé una exploracion del aparato
reproductor, reconocimiento de las diferentes estructuras anatomicas del tracto
reproductor y las etapas del ciclo sexual mediante palpacion y evaluacion ecogréfica;
ademas se realizO una practica de puncion folicular, para la bdsqueda y
reconocimiento de ovocitos.

En las vacas de descarte se realizo la evaluacion de los diferentes 6rganos del
aparato reproductivo mediante palpacion y ecografia; asi como un simulacro de

lavado uterino.
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3.3.2.2 Preparacion de hembras bovinas donantes

Estas vacas presentan un estado de lactancia pero no gestantes. El estado
reproductivo de las vacas donantes, fue evaluado mediante un examen ginecoldgico
con el uso de un ecografo con sonda transrectal.

Se mantuvo registros individuales de cada vaca donante en cuanto a
parametros productivos (peso), presencia de celos, estado reproductivo, manejo
sanitario etc. La alimentacion se basa en niveles adecuados de proteina, con pasturas
frescas bajo un sistema de rotacion diaria y el suministro de agua a voluntad (at
libitum). Se aplicd, un programa de Manejo Sanitario (vacunaciones,

desparasitaciones interna y externa, administracién de vitaminas) adecuado.

Transcurrido los 45 dias del periodo de manejo de las donantes
Se procedié a realizar la sincronizacion de celos y la superovulacién a las donantes

con los siguientes protocolos:
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Retiro
Implante
P4
am/pm i
[ |
PGF2q LA
50m
Implante P4 (1,389) ( 'g) I
BE (2mg) FSH-p FSH-p FSH-p FSH-p GnRH PGF2a
Progesterona (50mg) (40mg) (30mg) (20mg) (10mg) (25mg) A (50mg)
DO D4 D5 D6 D7 D8 D9 D15
SINCRONIZACION APLICACION DE COLECTADE
DE CELO GONADOTROPINAS EMBRIONES

Figura 14 Tratamiento 1 (con FSHp)

Retiro
am/pm  |mplante P4

Implante P4 (1,38g) (—A—\ |
BE (2mg)

eCG PGF2a GnRH PGF2a
Progesterona (50mg) 600 UI (50mg) (25mg) LA 1A (50mg)
DO DA D5 D6 D7 D8 D9 D15
SINCRONIZACION APLICACION DE COLECTADE
DE CELO GONADOTROPINAS EMBRIONES

Figura 15 Tratamiento 2 (con eCG)
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3.3.2.3 Procedimiento para la colecta de embriones

La colecta de embriones se realiz6 el dia 7 post-inseminacion, para la
preparacion de la vaca donante primero se evacud las fecas, se precisa la posicion y
dimensiones del Utero y se realiza una limpieza y desinfeccion (alcohol 70%) de la
region perianal, luego se efecta un recorte de pelo en el area de la tercera vértebra
sacra y la primera coxigea, para aplicar una inyeccion epidural de 3 — 5 ml de
clorhidrato de lidocaina al 2% (anestésico via epidural) permitiendo la relajacion de
la cola y 5 ml de flunixin base (antiespasmddico), después de la aplicacion es
importantes dejar tranquilo al animal, durante un periodo de 10-20 minutos.

En el proceso del lavado de embriones se utiliza el sistema de circuito cerrado
con flujo continuo, empleando un catéter de Folley de dos vias (16 — 18 G), el mismo
que es lubricado con la solucion de lavaje PBS + 1% de SFB (suero fisioldgico fetal
bovino), al mismo tiempo permite eliminar impurezas.

El catéter Folley es introducido con ayuda de un mandril, para atravesar el
cervix hasta alcanzar el cuerno uterino, el catéter avanza hasta 1/3 medio del cuerno
(5-10 cm del cuerno); una vez fijado el catéter se retira el mandril y se procede a
inflar “balon” del catéter Folley (12-15 ml de aire) dependiendo del diametro del
utero.

El medio de lavado ingresa a través de fracciones de flujo y/o chorro continuo
en la otra via del catéter Folley, el volumen del medio de lavado varia de acuerdo al
tamafo del cuerno (500 ml para cada cuerno), el medio de lavado debe estar a una
temperatura de 35° y 37°C, una vez que ingresa el medio de lavado se realiza masajes
leves. El retorno del medio, se lo recoge en filtros provisto de una malla de acero
inoxidable con poros de 60 a 90 micras. Los recipientes estardn a temperatura
ambiente y protegidos de la luz solar directa. Se estima recuperar el suero aplicado
sobre el 90%. Una vez terminado el lavado, se repetird la operacion en el otro
cuerno. Al finalizar el lavado de la vaca donante, se administra una dosis (2 ml) de
PGF2a, con la finalidad de producir luteolisis con la consecuente eliminacion de los

embriones que hubiesen quedado.
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Figura 16 Esquema del circuito cerrado con flujo continuo
Fuente: (Palma, 2001)

3.3.2.4 Procedimiento para la busqueda de embriones

Para el aislamiento de los embriones de los grandes volimenes de medio se
utilizo filtros estériles con malla de acero inoxidable de 60-90 um de diametro de
poro (embridn 150 um didmetro).

El liquido que contiene a los embriones (20-25 ml) se vertié en cajas Petri
cuadriculadas estériles. La busqueda se realiza en forma de guarda griega, en sentido
de las abscisas como de las ordenadas; los embriones encontrados se depositan en
cajas Petri con cuatro pocillos ovalados, que contiene medio enriquecido de suero

fetal; esta operacion se repitio entre 4 a 5 veces a fin de “lavar” los embriones.

3.3.2.5 Laevaluacion de la calidad de los embriones

En base a una observacion caracterizada no invasiva se determina los estadios
de morula y blastocisto, estableciendo las particularidades de tamafo, forma,
apariencia, simetria de las células embrionarias. La calidad del embrion permitira el

éxito de la implantacion en la transferencia y/o crio preservacion.
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3.3.2.6 Congelacion de los embriones

Los embriones colectados que presentaron grado de calidad | y Il fueron
sometidos a un proceso de crio-preservacion o congelacion. Los embriones
colectados, se los envasaron en pajuelas 0,25 ml, succionando primero, una columna
de medio de crio-preservacion (etilenglicol), una pequefia columna de aire, luego el
embrion con medio, después otra porcion de aire y finalmente una columna del
medio, para ser sellados.

La congelacion de los embriones se la realiza utilizando el equipo Freeze
Control en Nitrégeno liquido. Entre los -4 y -7 °C, se efectua el “seedeng” para
evitar la cristalizacion del embrion y que produzca lesiones en €l. La congelacién se
la lleva hasta temperaturas de -32°C durante un periodo de 60 minutos; luego los
embriones son sumergidos en nitrégeno liquido a -196°C, depositados en “goblets”
rotulados en el termo banco en donde se mantendran almacenados hasta ser

transferidos en receptoras

MEDIO DE CONGELACION
TAPON PARACONECTAR
CON EL IDENTIFICADOR

g | ~._ TAPON
- (x 1\ &) ]
EMBRION

BURBUJA DE AIRE

Figura 17 Disefio del llenado de la pajuela con un embrion congelado
Fuente: (Avila, 2013)
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Numero de embriones colectados por cada unidad experimental y
tratamiento.

La colecta de los embriones se realiz6 7 dias post-inseminacion, mediante el
método no quirdrgico de recoleccion utilizando el método de lavado uterino
mediante un sistema de circuito cerrado con flujo continuo, tras la colecta de
embriones se realiz6 el conteo del nimero de embriones obtenidos por cada vaca
donante y tratamiento de superovulacion.

Mediante un analisis descriptivo del nimero de embriones totales obtenidos
por unidad experimental (ver tabla 2), se determind un grado de superioridad en el
tratamiento superovulatorio con FSH-p con el cual se obtuvo un total de 43
embriones, superando en un 45,76% (ver figura 18) al tratamiento con eCG con el

cual se obtuvo 16 embriones.

Tabla 2
Numero de embriones por cada unidad
experimental

Tratamiento

Donante FSH-p eCG

172 0 3
169 4 0
180 6 0
11927 20 1
94 4 7
114 5 5
92 0 0
178 4 0
Total (n) 43 16 59

Total (%) 72,88 27,12 100
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Figura 18 Embriones colectados en base al
tratamiento superovulatorio
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Para establecer diferencia entre los dos tratamientos de superovulacion se
realiz6 un ANOVA el cual evidencio al 95% de nivel de confianza que no existe
diferencias significativas entre los tratamientos (p=0,1636) en cuanto a la media de
embriones colectados. Con la prueba paramétrica de LSD Fisher al 95% de

confianza, se determind que no existen diferencias entre los tratamientos.

Tabla 3
Respuesta superovulatoria (media £ EE) en vacas
donantes tratadas con dos protocolos de superovulacion

Tratamiento N° Embriones

FSH-p 1,89 + 0,45 A
eCG 0,95 + 0,45 A
p: 0.1636

Medias con una letra coman no son significativamente
diferentes (p > 0,05)
Test: LSD Fisher

4.2 Grados de calidad embrionaria

Los embriones colectados, fue evaluado su morfologia, mediante un
microscopio provisto de una lupa estereoscépica (0,7 — 6,4x). De acuerdo a las
normas International Embryo Transfer Society (IETS), la calidad de embriones se
basa en la integridad morfoldgica, se considera un embridn ideal cuyos blastomeros
presenten un tamafio similar, color y textura uniformes, el espacio perivitelino no
debe contener desechos celulares y la zona peltcida debe estar completamente
intacta. Los cddigos de calidad varian del 1 a IV.

Para establecer diferencias entre los protocolo de superovulacion en base a los
grados de calidad embrionaria se realiz6 un analisis de datos con tablas de
contingencia, en la que se determind que al 95% de nivel de confianza, existe
diferencia entre los tratamientos (chi-cuadrado: 7.97, p: 0.0467) (ver tabla 4). En la
figura 19 se pude determinar que el tratamiento superovulatorio con FSH-p alcanzé
la mayor produccion de embriones de buena calidad que corresponde Grado |

(34.88%) y Il (39.53%) en comparacion con el tratamiento que utiliza eCG; en
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cuanto a los embriones de mala calidad que corresponde al Grado 111y IV (31,35%)

se obtuvo el mayor porcentaje con el tratamiento con eCG.

Tabla 4

Grados de calidad embrionaria obtenidos con dos

protocolos de superovulacién

Tratamiento

Calidad eCG FSH-p Total
Embrionaria
Excelente 4 15 19
25,00%  34,88%  32,20%
Regular 2 17 19
12,50%  39,53%  32,20%
Malo 5 7 12
31,25%  16,28%  20,34%
Muerto o 5 4 9
Degenerandose  31,25%  9,30%  15,25%
Total (n) 16 43 59
Total 100,00% 100,00% 100,00%
p: 0,0467
Chi-cuadrado: 7,97
gl: 3

Test: Chi Cuadrado Pearson




Independientemente del

protocolo de superovulacion utilizado en

40

la

investigacion del 100% de embriones colectados, el 64,40% corresponde a los

embriones de grado | y Il mientras que el grado Ill y IV presenta un porcentaje de

20,34 y 15,35% respectivamente (ver tabla 4).
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Grado | Grado Il Grado |11 Grado IV

Calidad embrionaria

Figura 19 Porcentaje de embriones colectados para cada uno
de los grados de calidad embrionaria



41

En la figura 20 se observa que del 100% de embriones colectados para cada
grado de calidad, el mayor porcentaje pertenece al grado I, Il y Il de calidad con
78,95, 89,47 y 58,33% respectivamente, obtenidos con el tratamiento FSH-p; con
respecto al grado IV de calidad el mayor porcentaje (55,56%) se obtuvo con el

tratamiento superovulatorio con eCG.

Porcentaje de embriones colectados en base a la calidad embrionaria

[ ] B FSH-
100 - eCG SH-p

89,47%

90 +

0,
80 4 78,95%

70 -

60 - 58,33%

50 - 44,44%
41,67%

40 -

Embriones colectados (%)

30 A
21,05%
20 -

10,53%
10

Grado | Grado 11 Grado 111 Grado IV

Calidad embrionaria

Figura 20 Respuesta superovulatoria en base a los grados de

calidad embrionaria (%) de donantes tratadas con dos protocolo

de superovulacion
4.3 Estadio de desarrollo embrionario

Mediante una evaluacién morfolégica de los embriones colectados se realizo

una clasificacion de acuerdo a su estadio de desarrollo. El codigo para el estadio de
desarrollo es numérico y va desde (1) que corresponde a un ovocito no fertilizado,
hasta (9) blastocisto eclosionado.
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Para establecer diferencias entre los protocolo de superovulacion en base a los
estadios de desarrollo embrionario se realiz6 un andlisis de datos con tablas de
contingencia, en el cual se determind, con un 95% de nivel de confianza, que existe
diferencia entre los tratamientos (chi-cuadrado: 16.30, p: 0.0225).

Los mejores resultados se obtuvieron con el tratamiento superovulatorio con
FSH-p en los estadios de desarrollo de blastocisto temprano, blastocisto y blastocisto
expandido con 16.28, 27.91 y 2.33% respectivamente (ver figura 21), frente al
tratamiento con eCG. Los dos tratamientos superovulatorios produjeron un

porcentaje semejante de embriones en estado de mérula con 37,00% (ver tabla 5).

Tabla 5
Estado de desarrollo embrionario obtenidos con dos
protocolos de superovulacién

Protocolo
Desarrollo eCG FSH-p Total
embrionario
No fecundado 0 1 1
0,00% 2,33% 1,69%
2 a 12 células 6 3 9
37,50% 6,98% 15,25%
Mbérula temprana 2 3 5
12,50% 6,98% 8,47%
Morula 6 16 22
37,50% 37,21% 37,29%
Blastocisto 1 7 8
temprano 6,25 16,28 13,56
Blastocisto 0 12 12
0,00 27,91 20,34
Blastocisto 0 1 1
expandido 0,00 2,33 1,69
Blastocisto 1 0 1
eclosionado 6,25 0,00 1,69
Expandido
Total (n) 16 43 59
Total 100,009%  100,00%  100,00%
p: 0,0225
Chi-cuadrado: 16,30
gl: 7

Test: Chi Cuadrado Pearson
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Independientemente del protocolo de superovulacion utilizado en la

investigacion del 100% de embriones colectados, el mayor porcentaje se obtuvo en el
estadio de morula (37,29%) y blastocisto (20,34%) (ver tabla 5).

4.4
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25

20

15
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Porcentaje de embriones en base al estadio de desarrollo embrionario

WeCG BFSH-p

37,5% 37,5% 37219

27,91%

16,28%

12,5%

6,25%

Estadios de desarrollo embrionario

Figura 21 Porcentaje de embriones colectados para cada uno de los
estadios de desarrollo embrionario obtenidos con dos protocolos de
superovulacion.

NUmero de cuerpos luteos vs embriones colectados

La colecta de los embriones se realizé 7 dias post-inseminacion, momento en

el gue se realiz6 un control ginecoldgico con la ayuda de un ecégrafo con el que se

determind el nimero de cuerpos lUteos presentes en cada ovario; este analisis permite

estimar el nimero de embriones a recuperar.

Mediante un andlisis descriptivo del numero de cuerpos IGteos totales

obtenidos por unidad experimental (ver tabla 6) se establecid que, con el tratamiento
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de superovulacion FSH-p se obtuvo 67 cuerpos luteos, superando en 14,52% al
tratamiento con eCG, mismo que arrojo 50 cuerpos lUteos; es decir que existe una
mejor respuesta ovarica, reflejada en el nimero de ovulaciones (cuerpo liteo) con el

protocolo de superovulacion FSH-p

Tabla 6
Relacion entre namero de cuerpos lateos y embriones colectados
por tratamiento superovulatorio

Protocolo
eCG FSH-p

Donante Cuerpo Embriones Cuerpo Embriones
Idteo colectados Iateo colectados

172 5 3 6 0

169 8 0 10 4

180 5 0 10 6

11927 5 1 13 20

94 5 7 7 4

114 8 5 7 5

92 8 0 7 0

178 6 0 7 4

TOTAL (n) 50 16 67 43

TOTAL (%) 42,74%  13,67%  57,26%  36,75%
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En la figura 22, podemos establecer que el nUmero de embriones colectados
por cada vaca donante es inferior al nmero de cuerpos liteos presentes en el examen
ginecoldgico, puesto que por cada ovulacién se forma un cuerpo lGteo, lo que
concuerda con (Alberio R. 1991) que en las colectas de embriones, estos pueden ser

recuperados hasta el 60% de ellos.

Nimero de cuerpos liteos vs embriones colectados en base al tratamiento

eCG
9 - OCuerpo liteo B Embriones
8 8 8
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172 169 180 11927 94 114 92 178

Embriones colectados y Cuerpo liteo (N)
=

Vacas donantes

Figura 22 Relacion entre el ndmero de cuerpos lUteos y
embriones colectados por cada vaca donante, obtenidos por el
protocolo con eCG
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En la figura 23 se establece que el numero de embriones colectados por cada
vaca donante es inferior al nimero de cuerpos lUteos, en la mayoria de los casos;
aunque la donante 11927 presentd superioridad en el numero de embriones
colectados con relacion al numero de cuerpos luteos, esto se debe a la experiencia
que presenta el operador en el momento de realizar la ecografia y determinar las

estructuras presentes, al igual que el poder de resolucion del ecégrafo.

Ndmero de cuerpos luteos vs embriones colectados en base al tratamiento
FSH-p
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Figura 23 Relacién entre el niamero de cuerpos lGteos y
embriones colectados por cada vaca donante, obtenidos por
el protocolo con FSH-p
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45 Crecimiento folicular

Para el crecimiento folicular se realizo el registro del diametro de los foliculos
presentes en los ovarios, mediante un chequeo ginecoldgico con la ayuda de un
ecografo. ElI examen ecografico se realizo desde el dia 0 que corresponde a la

sincronizacion de celo y durante la aplicacion de las gonadotropinas (FSH-p — eCG).

Tabla 7

Media * desviacion estandar del didmetro de los
foliculos durante la aplicacion de los protocolo
superovulatorios

Protocolo
eCG FSH-p
Dias Media + D.E. Media + D.E.
DO 4,26 +1,79 4,99 + 1,33
D1 5,08 +1,58 5,72 £ 1,47
D4 5,94+1,01 6,31+1,54
D5 6,56 + 1,16 7,12+1,49
D6 7,23+0,77 8,21+1,45
D7 8,81+1,24 8,99 +1,30
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En la figura 24 se puede observar el promedio de crecimiento folicular de los
dos tratamientos de superovulacion, se fue incrementando de manera paulatinamente.
En el dia 4 de tratamiento al aplicar las gonadotropinas; los foliculos del tratamiento
con FSH-p presentan un diametro de 6,31 mm; mientras que los foliculos del
tratamiento eCG presentan un didmetro de 5,94 mm; al dia 7 para ambos tratamiento
presentaron didmetro folicular similares, esto es de 8,99 y 8,81 mm respectivamente
(ver figura 24).

Crecimiento folicular durante la aplicacion de tratamientos
superovulatorios

12 -

BeCG BFSH-P

Diametro folicular (mm)

Figura 24 Crecimiento folicular durante la aplicacion de
gonadotropinas (eCG -FSH-p) en un protocolo de
superovulacion

4.6 Discusion

En el presente proyecto de investigacién se evalué dos protocolos hormonales
de superovulacion para determinar la cantidad, grados de calidad y estadios de

desarrollo embrionario a en vacas Girolando.
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En cuanto al anélisis de cantidad embrionaria, se determino que el numero total
de embriones es mayor cuando se utiliza FSH-p (43 embriones) habiendo una
diferencia del 45.76% frente al protocolo con eCG (16 embriones). Los resultados
obtenidos en la investigacion son superiores a los de Cordovez (2010) quién obtuvo
34 embriones utilizando la FSH-p, con el mismo numero de donantes.

La variabilidad que presenta la repuesta superovulatoria puede deberse a:
factores relacionados con el animal; historia reproductiva, estado nutricional, edad de
la donante, sanidad y factores relacionados al tratamiento superovulatorio como:
estructuras presentes en los ovarios al inicio del tratamiento, tipo de gonadotropina
utilizada, relacion de FSH y LH de los preparados comerciales, duracion de los
tratamientos, via de administracion de las gonadotropinas, repeticion de tratamientos
superovulatorios (Olivera, 2014).

De acuerdo a los grados de calidad embrionaria, el tratamiento superovulatorio
con FSH-p produjo la mayor cantidad de embriones de grado | (34.88%) y Il
(39.53%) en comparacion con el tratamiento que utiliza eCG; mientras que el
tratamiento con eCG se produjeron mas embriones de mala calidad correspondientes
al Grado Il y IV (31,35%), estos resultados superan los de Mejia y Vasquez (2002)
quienes reportaron el 64.7% de sus embriones en Grado | y Il utilizando FSH-p ya
que en la presente investigacion se obtuvo 74.41% de embriones en Grado | y I1.

De los 59 embriones colectados con los dos tratamientos superovulatorios, el
64,40% corresponde a los embriones de grado | y II; mientras que; los de grado Ill'y
IV presenta un porcentaje de 20,34 y 15,35% respectivamente, segun el estudio
realizado por B6 & Mapletoft (2013) los embriones de grado | son considerados
congelables, pues sobreviven al procesos de congelacion/descongelacion y las tasas
de prefiez son altas, mientas que los embriones de grado Il de calidad, la tasa de
prefiez mas altas se obtiene cuando son tranferidos en fresco.

En el presente estudio se determind que con el tratamiento FSH-p los estadios
embrionarios avanzados (blastocisto, blastocisto expandido y blastocisto
eclosionado) representaron el 30,24% del total de embriones colectados, frente al
53,49 % de morulas y blastocisto temprano, es decir que los resultados obtenidos en
la investigacion son inferiores con respecto a aquella investigacion realizada por

Fonseca, Silva Filho, Pinto Neto, & Palhares (2001) quienes reportan que existe una
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predominancia de los estadios embrionarios avanzados (blastocisto, blastocisto
expandido y blastocisto eclosionado) representaron el 80% del total de estructuras,
frente al 20% de las morulas y blastocistos tempranos, utilizando la FSH-p.

Al analizar los datos de la tabla 7 se observa que los embriones obtenidos en
la investigacion presentan diferentes estadios de desarrollo en un mismo lavado, este
fendmeno se debe a que las vacas donantes fueron inseminadas tres veces con
intervalos de 10 horas. Palma (2001) afirma que la liberacién de ovocitos en hembras
bovinas superovuladas, no se realiza de manera simultanea, sino gradualmente. La
ovulacion en vacas donantes empiezan 24 horas después del pico de LH
prolongdndose hasta 33 horas después del mismo, por lo tanto la fecundacién y
desarrollo de los ovocitos no se realiza en el mismo tiempo y de manera sincronica.

Independientemente del protocolo de superovulaciéon utilizado en la
investigacion se obtuvo el mayor porcentaje de embriones en los estadios de mérula
(37,29%), blastocisto temprano (13,56%) y blastocisto (20,34%), El efecto que puede
Ilegar a tener el estadio de desarrollo embrionario sobre los porcentajes de prefiez es
un factor que ha sido estudiado por diversos autores con resultados heterogéneos. La
transferencia de embriones que presentan un estadio de desarrollo mas avanzado que
una morula temprana, tiene un efecto superior en cuanto la tasa de prefiez (Oyuela &
Jiménes, 2010).

El namero de embriones colectados por cada vaca donante no guarda relacion
con el nimero de cuerpos lGteos presentes en el examen ginecologico para los dos
protocolos de superovulacion. Estos resultados tienen similitud con los obtenidos por
Betancourth y Céaceres (2011), quienes utilizaron el método no quirdrgico de
recoleccion de embriones.

Al comparar los dos protocolo de superovulacion podemos determinar que el
protocolo que utiliza FSH-p presentd una mejor respuesta ovarica, reflejada en el
numero se ovulaciones 67 (cuerpo luteo), frente al tratamiento de superovulacion con
eCG que registro 50 cuerpos luteos; posiblemente esto se debe a que la concentracién
de FSH se mantiene constante ya que esta hormona debe ser administrada dos veces
diarias, cada 12 horas.

De acuerdo a los resultados de la investigacion podemos establecer que el

numero de embriones colectados por cada vaca donante fue inferior al nimero de
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cuerpos luteos presenten en el examen ginecologico. La variabilidad que presenta
entre el nimero de cuerpos luteos y embriones colectados se debe a varios factores
como: la docilidad del animal, aplicacion de una insuficiente cantidad de anestesia
epidural, busqueda de los embriones a través de estereomicroscopio, pero el factor
mas importante es la destreza y experiencia que presenta el operador en el momento
del lavado uterino.

El tratamiento superovulatorio provoca una aceleracion en el crecimiento de
algunos foliculos y una inhibicion de la atresia de los foliculos, debido a la
administracion de hormonas exogenas. Se produce un alto indice anormal de
foliculogénesis por administracién de gonadotropinas durante la fase normal del
diestro de un ciclo estral. Una concentracion constante de FSH proporciona un medio
adecuado para el crecimiento de los foliculos e impide la accion de la inhibina sobre

los foliculos subordinados facilitando su desarrollo (Abril, Castro, & Porras, 2007).
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CAPITULO V

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1 Conclusiones

El mayor nimero de embriones recuperados por colecta en la presente
investigacion fue con FSH-p, superando en un 45.76% al tratamiento con eCG.
Los tratamiento superovulatorios (FSH-p y eCG) tuvieron una influencia directa
en el porcentaje de embriones colectados de acuerdo a los grados de calidad
embrionaria (chi-cuadrado: 7.97, p: 0.0467).

El tratamiento superovulatorio con FSH-p utilizado en la presente investigacion,
permitio obtener el mayor porcentaje de calidad embrionaria de Grados |
(34.88%) y Il (39.53%). Los embriones que corresponde al Grado | y Il de
calidad, son embriones considerados como Optimos por su alta supervivencia al
proceso de crio-preservacion y/o descongelacién, con las mas altas tasas de
prefiez en un programa de Transferencia de Embriones

Los tratamiento superovulatorios (FSH-p y eCG) tuvieron una influencia directa
en el porcentaje de embriones colectados de acuerdo al estadio de desarrollo
embrionario (valor chi-cuadrado: 16.30, p: 0.0225).

La mayor produccion de embriones colectados en estadio de desarrollo de
blastocisto temprano (16.28%), blastocisto (27.91%) y blastocisto expandido
(2.33%) se obtuvo con el tratamiento FSH-p; mientras que ambos protocolos
superovulatorios produjeron un porcentaje semejante de embriones en estado de
morula (37,00%).

El nimero de embriones colectados por cada reproductora donante es inferior al
namero de cuerpos luteos, esta desfase puede deberse a la deficiente preparacion
de las donantes para el lavado uterino o0 a una busqueda poco profunda de los

embriones colectados.
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5.2 Recomendaciones

e Se recomienda el tratamiento de superovulacion que utiliza la FSH-p, debido a
que presento la mejor respuesta superovulatoria en cuanto a la cantidad, calidad y
estadios de desarrollo embrionario.

e Incrementar el nimero de animales en posteriores investigaciones que ayuden a
establecer diferencias entre los tratamientos utilizados.

e Es importante que animales sometidos a tratamientos superovulatorios sean
evaluados mediante un examen anatomico y ecografico del aparato reproductor,
tal como se realizo en la investigacion, para evitar complicaciones en el momento
de la inseminacion artificial y/o rescate de embriones.

e Las donantes seleccionadas deben recibir una adecuada suplementacion, tanto de
minerales como balanceado, para mantener o mejorar la condicion corporal y/o

respuesta superovulatoria.
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