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RESUMEN: Minimo 250 palabras La presente investigacion se realizo en la parroquia
Machachi, canton Mejia de la provincia de
Pichincha, en la Hacienda San Carlos de Pulpito de

propiedad de Agrifranca-Biogensa, el objetivo fue
evaluar el efecto de la somatotropina recombinante
bovina (rbST) en la superovulacion de embriones en
vacas de caracter lechero utilizando el producto
Lactotropina® que contiene 500 mg de tbST. Fueron
seleccionadas 10 vacas donantes de raza Holstein
cruzadas y dividas en dos grupos de 5 vacas: Grupo
1 = sin tbST y Grupo 2 = con rbST (500 mg). El
protocolo de superovulacion se realizo de la
siguiente manera: Dia cero (0), colocacion
intravaginal del dispositivo CIDR, del dia siete (7) al
diez (10) aplicacion de la FSH dos aplicaciones
diarias 7 am y 7 pm. Se aplicé 50 mg por cada dosis
(100 mg/dia), dia nueve (9) retiro del dispositivo
CIDR vy aplicacion de Prostaglandina (500 pg de
cloprostenol — Estrumate) en dos aplicaciones
am/pm (250 pg/aplicacion), a partir de la tarde del
dia diez, se inici6 la deteccion de celo hasta la
mafiana del dia once, se inici6 la inseminacion
artificial a partir de la tarde del dia once y se repiti6
en la mafana del dia doce, siete (7) dias después de



PALABRAS CLAVES:

ABSTRACT:

Vi

la primera inseminacion se realizo la recoleccion de
embriones. El uso de la tbST se realizé sobre el
mismo protocolo descrito con la incorporacion de los
500 mg de rbST, 72 horas antes del inicio de la
superovulacion, es decir el dia 4to. Para el analisis
de las variables: cuerpos luteos, total de estructuras
colectadas, calidad de embriones y embriones
transferibles se utilizo la Prueba de Chi-cuadrado,
Analisis de Varianza y prueba DMS para
comparacion de medias. No
diferencias significativas (p>0,05) para las variables:
cuerpos luteos, nimero de estructuras / vaca,
blastocisto, blastocisto expandido, grado de calidad,
embriones transferibles y no transferibles. Se
encontrd diferencias significativa (p<0,10) para el
estadio de desarrollo embrionario Mérula y para el
Grado 1 de Calidad en el estadio de Moérula.
Superovulacion, Embriones, Somatotropina,
Lactotropina®

ABSTRACT

This research was carried out in the parish Machachi,
Canton Mejia, province of Pichincha, in the “San
de Pulpito”
Agrifranca-Biogensa. The objective was to evaluate
the effect of the recombinant bovine somatotropin
(rbST) in the superovulation of embryos in cows of
character milkman using the product Lactotropina®

s€ encontraron

Carlos ranch whose owner is

containing 500 mg of rbST.

There were selected 10 cows of Holstein breed cross
and divided in two groups of 5 cows: Group 1 =
without rbST and group 2 = rBST (500 mg). The
superovulation protocol was carried out in the
following way: day zero (0), intravaginal device
CIDR, on day seven (7) to ten (10) application of two
FSH 7 am and 7 pm daily applications. There were
applied 50 mg per dose (100 mg/day), day nine (9)
withdrawal of the device CIDR and application of
prostaglandin (500 pg of Cloprostenol Sodium Salt
- Estrumate) in two applications am/pm (250
ug/application), in the afternoon of day ten, it was
started the detection of heat until morning of day
eleven, the artificial insemination began in the
afternoon of day eleven and it was repeated in the
morning of day twelve, and seven (7) days after the
first insemination was done the collection of
embryos.

The use of the tbST was carried out on the same
protocol described with the incorporation of the 500



vii

mg of rbST, 72 hours before the start of the
superovulation, that is, the day 4th. For the analysis
of the variables: corpora lutea, total structures
collected, quality of embryos and embryos
transferable, there were applied the Chi-square test
, Analysis of Variance and Test DMS for comparison
of means. No significant differences were found
(p>0.05) for the variables: corpora lutea, number of
structures / cow, blastocyst, blastocyst expanded,
degree of quality, embryos transferable and non-
transferable. Ther was found significant differences
(p<0.10) to the stage of embryonic development
morula and for grade 1 of Quality in the stage of
Morula.

Key words: Superovulation, embryo, somatotropin,
Lactotropina®

KEYWORDS: Superovulation, Embryos, Somatotropin,
Lactotropina®
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RESUMEN

La presente investigacion se realizo en la parroquia Machachi, canton Mejia de la provincia
de Pichincha, en la Hacienda San Carlos de Pulpito de propiedad de Agrifranca-Biogensa,
el objetivo fue evaluar el efecto de la somatotropina recombinante bovina (rbST) en la
superovulacion de embriones en vacas de caracter lechero utilizando el producto
Lactotropina® que contiene 500 mg de rbST. Fueron seleccionadas 10 vacas donantes de
raza Holstein cruzadas y dividas en dos grupos de 5 vacas: Grupo 1 = sin rbST y Grupo 2 =
con rbST (500 mg). El protocolo de superovulacion se realizd de la siguiente manera: Dia
cero (0), colocaciéon intravaginal del dispositivo CIDR, del dia siete (7) al diez (10)
aplicacion de la FSH dos aplicaciones diarias 7 am y 7 pm. Se aplicé 50 mg por cada dosis
(100 mg/dia), dia nueve (9) retiro del dispositivo CIDR y aplicacion de Prostaglandina (500
ug de cloprostenol — Estrumate) en dos aplicaciones am/pm (250 pg/aplicacion), a partir de
la tarde del dia diez, se inici6 la deteccion de celo hasta la mafiana del dia once, se inicio la
inseminacion artificial a partir de la tarde del dia once y se repitio en la manana del dia doce,
siete (7) dias después de la primera inseminacion se realizo la recoleccion de embriones. El
uso de la rbST se realizo sobre el mismo protocolo descrito con la incorporacion de los 500
mg de rbST, 72 horas antes del inicio de la superovulacion, es decir el dia 4to. Para el andlisis
de las variables: cuerpos luteos, total de estructuras colectadas, calidad de embriones y
embriones transferibles se utilizé la Prueba de Chi-cuadrado, Anélisis de Varianza y prueba
DMS para comparacion de medias. No se encontraron diferencias significativas (p>0,05)
para las variables: cuerpos luteos, numero de estructuras / vaca, blastocisto, blastocisto
expandido, grado de calidad, embriones transferibles y no transferibles. Se encontrd
diferencias significativa (p<0,10) para el estadio de desarrollo embrionario Moérula y para el
Grado 1 de Calidad en el estadio de Moérula.

Palabras Claves: superovulacion, embriones, somatotropina, Lactotropina®
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SUMMARY

This research was conducted in Machachi, Mejia, province of Pichincha, in San Carlos de
Pulpito Farm, property of Agrifranca-Biogensa, the objective was to evaluate the effect of
recombinant bovine somatotropin (rbST) in the superovulation of embryos in cows dairyness
using the Lactotropina® product containing 500 mg rbST. 10 Holstein crossed cows donors
were selected and divided into two groups of 5 cows: Group 1 =no rbST and Group 2 = with
ST (500 mg). Superovulation protocol was performed as follows: Day zero (0),
intravaginal CIDR device placement, day seven (7) to ten (10) FSH injection twice daily 7
am and 7 pm, 50 mg was applied for each dose (100 mg / day), day nine (9) CIDR removal
device and application of Prostaglandin (500 micrograms cloprostenol - Estrumate) in two
applications am/ pm (250 mg / application). From evening day ten (10), heat detection began
until the morning of the eleventh day, artificial insemination began from the afternoon of
eleven day, was repeated on the morning of the twelfth day. Seven (7) days after first
insemination, embryo collection was done. The use of rbST was performed on the same
protocol as described above with the addition of 500 mg of rbST, 72 hours before the start
of superovulation, it means the 4th day. For the analysis of the variables: corpora lutea, total
collected structures, quality of embryos and transferable embryos the Chi-square test,
analysis of variance and LSD test for comparison of means was used. Corpora lutea, number
of structures / cow, blastocyst, expanded blastocyst, quality grade, transferable and non-
transferable embryos: No significant differences (p> 0.05) were found for the variables.
Significant differences (p <0.10) for Morula stage of embryonic development and Quality
Grade 1 in the morula stage was found

Keywords: Superovulation, Embryos, Somatotropin, Lactotropina®



CAPITULO 1
INTRODUCCION

Con los avances de la manipulacion del ciclo estral de las hembras bovinas en las tltimas
décadas, han permitido obviar el celo y emplear técnicas que se basen en el momento de la
ovulacion para inseminar artificialmente; no obstante, pese a las ventajas de los métodos de
sincronizacion de la ovulacion, aln existen grandes problemas en cuanto a taza de prefiez
efectiva generada por muerte embrionaria relacionada ya sea con la calidad del ovocito o
con la capacidad de reconocimiento del embrion por parte de la vaca. (Yanza, 2013, p.1) A
pesar de llevar mas de 30 afios, las tasas de superovulacion y de prefiez no se han mejorado
sustancialmente. El nimero de ovulaciones varia entre 0 y 40 y, ademas, un 30% de las vacas
superovuladas no responden al tratamiento o producen muy pocos embriones de mala
calidad (Jiménez, 2009, p.195). “La eficiencia de la transferencia de embriones estd
influenciada por los caracteres bioldgicos de la poblaciéon femenina en el programa y los

factores ambientales” (Szabari, 2008, p.20).

Sin embargo, a pesar de que actualmente se cuenta con técnicas y protocolos para desarrollar
programas de transferencia de embriones, alin permanece un problema que es constante para
cualquier especialista dedicado a la produccion de embriones in vivo, éste es la variabilidad
en la respuesta superestimulatoria, lo cual se refiere a una incapacidad para normalizar la
respuesta ovulatoria (nimero de cuerpos luteos) asi como la produccién de embriones

transferibles dentro y entre animales superestimulados (donadoras) (Gonzalez, 2013, p.1).

El control del ciclo estral puede reducir los problemas de manejo asociados a la deteccion
de celo en vacas lecheras pero no influye directamente sobre el porcentaje de concepcion ya
que esta en dependencia de otros factores adicionales como la nutricion, por lo que el uso de
somatotropina bovina recombinante (rbST) que se ha comprobado que aumenta los niveles
circulantes de insulina e IGF-1 y acta sinérgicamente con las hormonas gonadotrdpicas,

abre la posibilidad de mejorar la tasa de concepcion y prefiez (Yanza, 2013, p.2).

Sin embargo, para mejorar la eficiencia reproductiva del hato, se han realizado estudios
empleando la somatotropina recombinante bovina (rbST) en combinacion con los protocolos
de sincronizacion de celo, con la finalidad de mejorar la calidad de los embriones y poder

aumentar las tasas de concepcion y prefiez, asi como el mejoramiento de la calidad y cantidad



de embriones transferibles por super-ovulacion, con resultados satisfactorios (Yanza, 2013,

p.2).

En el ganado lechero, la inyeccion de rbST provoca un incremento de las concentraciones
séricas de IGF-I y esta hormona participa en la regulacion de la funcidén ovarica y en el
desarrollo embrionario temprano. El aumento de los niveles séricos de IGF-I promueve la

esteroidogénesis y la maduracion del foliculo dominante (Alvarado, 2013, p.10).

La somatotropina bovina recombinante (rbST) es una hormona que ha sido utilizada como
complemento a los programas de produccion de embriones, debido a su capacidad para

estimular el reclutamiento y desarrollo folicular (Gonzalez, 2013, p.1).

La utilizacion de 500 mg de rbST en esta investigacion se basa principalmente en que:

Cuando se realiza el tratamiento aplicando al mismo tiempo la rbST y FSH, los resultados
en ovulacion y recuperacion de embriones son poco relevantes, pero, cuando se aplica la
rbST previo al inicio de los estimulos con gonadotropina, ambos resultados mejoran
significativamente. De esta manera, el uso de rbST puede ser benéfico si se aplica
previamente (72h) para aumentar el numero de foliculos emergentes al momento de inicio
del tratamiento con gonadotropinas incrementando la tasa de embriones recuperados

(Garzon et al., 2007, p.72).

Jousan como se cité en Herndndez y Gutiérrez (2013) sefiala que después de la inyeccion
subcutanea de 500 mg de bST, los niveles de IGF-I aumentan y se mantienen elevados

durante 14 d.

Con respecto a la dosis de tbST Gonzalez (2013) sefiala y cita cuatro autores cuyos trabajos
indican que: en general, dosis de rbST inferiores a 35,7 mg/dia (500 mg / 14 dias) tienen un
efecto positivo sobre la reproduccidén animal y justamente en su investigacion utilizando
dosis de 62,5 mg/dia (1000 mg / 14 dias) se incremento el nimero de embriones degenerados
que probablemente se debe a un efecto negativo de la hormona y animales con un alto grado
de sensibilidad de la misma, generandose condiciones anormales para la produccion de un

ovocito competente asi como para el adecuado desarrollo del embrion.



El IGF-1 acelera el progreso meidtico de ovocitos bovinos en pequefios (<3 mm) foliculos
y los embriones mas viables se puede obtener en ovejas y ganado cuando una mayor
poblacion de foliculos alrededor de 3 mm de tamafio estd presente en el momento de la
estimulacion. En consecuencia, los incrementos en las concentraciones de IGF-1 sanguineos
inducidos por el tratamiento de rtbST se han asociado con un mayor nimero de foliculos
entre 2 y 5 mm de diametro. Este tratamiento también fue eficaz en el aumento de la
respuesta superovulatoria en el ganado. Aumentos estadisticamente significativos en la tasa
de ovulacion en términos de nimero de cuerpos luteos y la viabilidad del embrion debido al
tratamiento con rbST se han encontrado en algunos, pero no todos los estudios. La
variabilidad entre los experimentos podria estar relacionado con varios factores, incluyendo
la dosis de rbST, el método de examen de ovario, el tipo y dosis de gonadotropina, y tanto
en numero como condicion corporal de los animales utilizados en estos estudios. El efecto
de la tbST ha sugerido que estd mediada a través de GH, IGF-1 y la insulina actuando por

separado o en sinergia (Velasquez et al., 2009, p.165).

La intencion en esta investigacion fue mantener elevados los niveles de rbST desde el dia 4
al dia 18 (periodo de experimentacion) y determinar el efecto de la hormona tanto en el
numero de cuerpos luteos en el ovario, como en el numero y calidad de embriones

recolectados.



1.1.0bjetivos de la investigacion
1.1.1. Objetivo general

Evaluar la aplicacion de somatotropina recombinante bovina (rbST) en la superovulacion de

embriones.
1.1.2. Objetivos especificos

Comparar mediante ultrasonografia el nimero de cuerpos luteos, en un protocolo de

superovulacion con y sin el uso de somatotropina recombinante bovina (rbST).

Evaluar el efecto de la adicion de somatotropina recombinante bovina (rbST) en las etapas
de desarrollo y calidad de embriones obtenidos, en un protocolo de superovulacion en

bovinos.
1.2.Hipotesis
1.2.1. Hipétesis Especificas

El uso de la somatotropina recombinante bovina (rbST) incrementa el nimero de cuerpos

luteos, comparado mediante ultrasonografia en un protocolo de superovulacion.

La adicion de 500 mg de rbST incrementara el nimero y calidad de embriones obtenidos en

un protocolo de superovulacion.



CAPITULO 11
REVISION DE LITERATURA

2.1.Antecedentes

Moreira, Badinga, Burnley y Thatcher (2002) realizaron un experimento cuyo objetivo fue
determinar el efecto de somatotropina recombinante bovina (rbsT) sobre la fertilizacion y el
desarrollo embrionario temprano después de que las vacas reciban un tratamiento de
superovulacion. Quisieron ademas, probar si los embriones recolectados de vacas tratadas
con rbST eran mas propensos de sobrevivir después de la transferencia a las receptoras y
evaluar si tratando a las receptoras con rbST se afectaba la tasa de prefiez. Ocho vacas
lactantes y 4 vacas no lactantes de raza Holstein donadoras fueron superovuladas,
inseminadas en celo detectado y asignadas a un grupo control no tratado o a un grupo tratado
recibiendo una sola inyeccion de rbST (500 mg, subcutanea) al momento de la inseminacion.
Los embriones provenientes de donadoras del tratamiento rbST (embriones-rbST) o control
(embriones-control) fueron trasferidos a receptoras Holstein lactantes que recibieron tanto
un tratamiento tbST un dia después del estro (500 mg, sc; receptoras-rbST) o ningun
tratamiento (receptoras-control). La cantidad de 6vulos sin fertilizar por lavado fue menor
para rbST que para el control (1,0 = 0,9 <3,7 £ 0,9; p < 0,04). El porcentaje de embriones
transferibles fue mayor para rbST que para el control (77,2% > 56,4%; p < 0.01). El nimero
de blastocitos por lavado fue mayor para rbST que el control (2,4 +0,7> 0,4+ 0,7; p <0,04).
Las tasas de prefiez después de la transferencia fueron 25,6% para receptora-
control/embrién-control, 43,2% para receptora-rbST/embrion-control, 56,1% para
receptora-control/embrion-rtbST 'y  43,3% para receptora-rbST/embrion-rbST. La
transferencia de embriones-tbST increment6 las tasas de prefiez comparada con la

transferencia de embriones-control.

En el Estado de Minas Gerais, Neves, Ramos y Marques Junior (2005) estudiaron el uso de
somatotropina recombinante bovina (rbST) en donadoras Holstein superovuladas para
incrementar el numero y calidad de embriones. Cuarenta vacas fueron asignadas
aleatoriamente en tres grupos: control (n=15), tratadas con 250 mg de rbST (n=11) y tratadas
con 500 mg de rbST (n=14) en el sexto dia del ciclo estral. En el dia 10 después del estro las
donadoras fueron sometidas a un tratamiento de superovulacion con 360 mg de FSH en dosis

decrecientes, dos veces al dia, con un intervalo de 12 horas. De los 40 animales



superovulados el 86,7%, 100% y 78,6% de los grupos I, II y III respectivamente,
respondieron al tratamiento con recoleccion de estructuras. E1 20% del grupo I, el 18% del
Iy el 21,4% del III no produjeron embriones viables, esto es, no hubo diferencia entre los
grupos en cuanto a la respuesta al tratamiento y al porcentaje de hembras que produjeron
embriones viables (p>0,05). De los tres animales (7,5%) que no respondieron al tratamiento,
dos (13,3%) eran del grupo I y uno (7,5%) del grupo III. La respuesta de las donadoras fue
homogénea: 13,1% en el grupo I produjeron el 30% de los embriones, 27,3% en el grupo 11
produjeron el 61,2%y el 14,2% en el grupo 111, 64,6%. Concluyen entonces que la utilizacion
de rbST antes del inicio de la superovulacion no aumento el numero de estructuras totales
recolectadas, sin embargo, aumento el porcentaje de embriones viables (p<0,05)
independientemente de la dosis utilizada de 250 o 500 mg, sin alterar la tasa de gestacion de

las receptoras.

Lee, Hwang y Yoon (2007) realizaron un estudio en programas comerciales de
superovulacion de embriones en Hanwoo (Ganado de carne nativo de Korea) para estudiar
los efectos de la somatotropina bovina recombinante (BST) — utilizando 500 mg al inicio de
la Inseminacién Artificial — en la concentracion hormonal de plasma, la calidad embrionaria,
y la tasa de prefiez, las variables fueron examinadas durante la superovulacion y
sincronizacion en vacas donantes y receptoras. Los animales fueron tratados con un
dispositivo CIDR, combinado con bST (CIDR + BST) o sin la bST (CIDR) como vacas
donantes. Los embriones que se obtienen de donantes fueron trasladados en novillas
receptoras Holstein tratadas con BST (CIDR + BST) o sin la bST (CIDR) para la
sincronizacion. La correlacion entre IGF-1 y P4 mostr6 un patron positivo en el grupo CIDR
+ bST (r= 0,44, p <0,01), pero un patrén negativo se muestran en el grupo CIDR (r =-0,59,
p <0,02) en el dia 7 del ciclo estral. Aunque el nimero de embriones que se obtienen,
transferibles y degenerado no fue diferente, la cantidad de embriones Grado 1 (excelente) en
el grupo de CIDR + bST fueron significativamente mayores que las del grupo CIDR (p
<0,01).

Del mismo modo Hasler, Bilby, Collier, Denham y Lucy (2003) también en programas
comerciales evaluaron el efecto de la somatotropina recombinante bovina en la respuesta
superovulatoria y en la tasa de prefiez de receptoras. En el primer experimento: vacas
donadoras sometidas a tres ciclos de superovulacion controlada (2 antes y uno después del

destete) y subsecuentemente de una cuarta superovulacion mientras eran tratadas con rbST



(500 mg) o con excipiente una vez cada 14 dias. En el segundo experimento: vacas donadoras
lactantes sometidas a superovulacion controlada y luego sometidas a superovulacion
mientras lactaban y eran sometidas a tratamiento de rbST (500 mg) o excipientes. El tercer
experimento receptoras de embriones que fueron implantadas tanto con embriones
producidos in vitro como in vivo recibieron un tratamiento de rbST o excipiente al momento
de la transferencia. Los tratamiento de rbST en donadoras lactantes y no lactantes durante
superovulaciones repetidas no afecto ni el nimero de cuerpos luteos, ni la suma de embriones
transferibles, embriones degenerado u 6vulos infertilizados, ni el nimero de embriones
transferibles. Los tratamientos en receptoras no afecto las tasa de prefiez tanto para

embriones producidos in vitro como in vivo.

En un articulo de revision cientifica realizado por Velasquez, Zaraza, Oropeza, Webb y
Niemann (2009) sobre el rol del Factor Parecido a la Insulina (Insuline Growth Factor Tipe
1 -IGF1) en la produccién in vivo de embriones bovinos de donadoras superovuladas, se
enfatiza que existe evidencia convincente de que el IGF1 puede afectar positivamente la
produccion y viabilidad de embriones de vacas superovuladas y que existe asociacion entre
el uso de tbST y el incremento de las concentraciones de IGF1 en el fluido folicular y el
plasma periperal. Se sefiala que debido a los tratamientos con rbST fueron encontrados en
varios experimentos incrementos estadisticamente significativos en las tasas de ovulacion
en términos de nimeros de cuerpos luteos y viabilidad embrionaria. La variabilidad entre
experimentos podria estar relacionada a diferentes factores incluyendo la dosis de rbST, el
método de examinacion ovarica, tipo y dosis de gonadotropina, y tanto el numero como la

condicion corporal de los animales usados en tales estudios.

Barrera, Fernandez, Mixan, Rengifo y Mellisho (2013) llevaron a cabo un experimento para
evaluar el efecto de 500 mg de somatotropina bovina (rbST), realizando la aplicacion a la
primera inseminacion artificial, sobre la respuesta superovulatoria (numero de estructuras
recuperadas y embriones viables) en donadoras bovinas. El ntimero de estructuras
recuperadas (ovocitos no fertilizados mas embriones en general) y embriones viables fue de
9,4244,89 y 4,0542,34 para el grupo control (n=24), versus 9,65+7,62 y 5,5545,25 para el
grupo rbST (n=24). Para el analisis de datos se utilizd un disefio en bloques con error de
muestreo y la prueba de ji cuadrado. Se observo resultados superiores (p<0,05) de embriones

viables para las vacas tratadas con 500 mg de rbST. También se observé que la rbST tiene



influencia en el estado embrionario, siendo la proporcion de embriones blastocistos superior

en vacas tratadas con rbST versus las vacas control.

Guzella (2014) evaluo6 el efecto de dosis reducida de rbST (333 mg) asociado con el
protocolo de superovulacion de donadoras no lactantes, en produccion y fertilidad de
embriones después de la transferencia en receptoras lactantes. 267 donadoras fueron sujetas
a un protocolo de superovulacion y subdividas en 3 grupos: CONT (grupo control = no
recibieron rbST), rbST/IA (grupo que recibio una dosis de tbST al dia de la [A) y rbST/InlA
(grupo que recibié dos dosis de rbST, una al inicio del protocolo y otra al momento de la
IA). La concentracion sérica de IGF-1 en donadoras el dia de la colecta fue alto (p<0.0001)
para el grupo rbST/IA (306,4+13,0) y grupo rbST/InlA (307,3+£12,4) con relacion al control
(195,8+13,3). Una dosis unica de tbST al momento de la IA increment6 la proporcion de
embriones transferibles por colecta (69,9%) comparada con el control (54,7%) y los

animales que recibieron dos dosis de rbST (55,8%).

En otro estudio llevado a cabo en la Universidad Autonoma de Chapingo por Gonzalez,
Rangel y Rodriguez (2015) se evaluo el efecto de aplicar una versus dos inyecciones de
500mg de rbST a novillas Holstein donadoras de embriones sobre la incidencia de celo (IE),
didmetro del foliculo preovulatorio de mayor tamafio (dLPF), respuesta superovulatoria
(SR), produccién de embriones y tasa de concepcion en vacas Holstein receptoras de
embriones (PRR). Se llevaron a cabo dos programas de superovulacién: 1) rbST-I, n=5: las
novillas recibieron una inyeccion de rbST el dia cero (dia de remocion del CIDR); 2) rbST-
II, n=5: las novillas recibieron la primera inyeccion el dia -8 y la segunda el dia cero. Treinta
y ocho vacas fueron utilizadas como receptoras, las mismas que recibieron un embrion
proveniente de cada tratamiento. Como resultado se obtuvo que la aplicacion de una o dos
inyecciones de rbST no afectd (p>0,05) la PRR, dLPF, IE ni la SR. El nimero de ovocitos
fue mayor (p<0,05) en el tratamiento rbST-I (1,3%0,4 vs 0,2+0,2), el nimero de embriones
degenerados (1,0 £ 0,5 vs 4,5 + 3,0) o transferibles (1,0 = 0,5 vs 1,4 + 0,7) no fue diferente
(p>0,05) entre las vaquillas del tratamiento rbST-I y rbST-II. Ademas, del 36,8% de
donadoras de ambos tratamientos no se colecté ninglin ovocito o embrion. Se concluyod que:
la aplicacion de 500 mg de rbST los dias -8 y cero del protocolo de sincronizacion de la onda
folicular no increment6 la respuesta superovulatoria pero redujo significativamente el

numero de ovocitos recolectados de vaquillas Holstein superovuladas.



2.2. Fundamentaciones

2.2.1. Aspectos de la fisiologia reproductiva

La reproduccion comprende una serie de eventos que comienzan con la diferenciacion de
los organos reproductivos en la etapa embrionaria y culminan con el desarrollo de la
capacidad reproductiva en la pubertad, momento en el cual el individuo alcanza su madurez
fisioloégica y es capaz de producir gametos (masculino o femeninos) fértiles. (Vélez,

Hincapié, Matamoros y Santillan, 2002, p.127)

2.2.1.1 Ciclo estral y su regulacion

La reproduccion en la hembra se caracteriza por la repeticion de periodos de actividad o de
receptividad sexual y periodos de reposo. El ciclo sexual o ciclo estral, se define como el
intervalo de tiempo existente desde el comienzo de un periodo de celo hasta el comienzo del
siguiente, siendo el ciclo menstrual el intervalo entre dos modificaciones uterinas (este
ultimo tipico en la mujer, con una duracion de 28 dias) y no entre dos celos. (Caravaca et al.,

2005, p.65)

“El lapso entre dos ovulaciones se denomina el ciclo estral. En las vaquillas este ciclo dura
en promedio 20 dias y en las vacas 21 dias. En el ciclo estral se distinguen cuatro fases:

proestro, estro, metaestro y diestro” (Vélez et al., 2002, p.133).

“El ciclo estral de la vaca tiene una extension media de 21 dias. El estro dura
aproximadamente 18 horas y la ovulacion tiene lugar 15 horas después de la finalizacion del

mismo” (Hincapié y Pipaon, 2003, p.34).

El dia cero del ciclo estral es el dia del celo, signo visible a simple vista; sin embargo desde
el punto de vista fisioldgico, la descripcion se realizara a partir de la lisis del cuerpo luteo y

finalizara en la lisis siguiente. (Palma, 2001, p.42)

El ciclo estral de la vaca esta controlado por una compleja interrelacion neuroenddcrina,
coordinada por el eje hipotalamo-hipofisis-ovario-itero y mecanismos intraovaricos que
establecen una dinamica folicular que permite obtener un foliculo maduro capaz de ovular

en el momento adecuado y producir asi, una célula capaz de ser fecundada. (Palma, 2001,

p.52)
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En el ciclo estral se distinguen dos fases, una fase folicular o estrogénica y una fase luteinica,
que constituye dos tercios de la duracion total del ciclo estral. La fase folicular consta a su
vez de dos fases (proestro y estro) y la fase luteinica de otras dos (metaestro y diestro).
(Caravaca et al., 2005, p.66)

a. Proestro

“Constituye el comienzo del ciclo, en el cual se inicia el crecimiento y la maduracion de uno
o varios foliculos ovaricos. Conforme los foliculos van creciendo van secretando hormonas
y van preparando el aparato reproductor para el estro” (Caravaca et al., 2005, p.66). “Este
periodo, cuya duracion es de 3 dias, comienza con la regresion del cuerpo Iuteo del ciclo

anterior y finaliza con la manifestacion de celo” (Palma, 2001, p.42).

Comienza con la destruccion y reabsorcion del cuerpo lateo, los niveles de progesterona
descienden bruscamente eliminandose su influencia negativa sobre la liberacion de
gonadotropinas. Esto da lugar a un desarrollo folicular rapido, el cual aumenta a su vez la
produccion de estradiol, que induce una mayor producciéon de FSH, produciéndose un efecto
de cascada que hace que los foliculos en desarrollo aumenten de tamafio. Finalmente uno de

ellos toma el liderazgo y se convierte en el foliculo ovulatorio. (Vélez et al., 2002, p.133)

b. Estro o celo.

Es el periodo de receptividad de la hembra al macho, caracterizado por las manifestaciones
de celo. Es en este momento cuando se produce la ovocitacion o rotura del foliculo y la
formacion del cuerpo luteo o amarillo. La duracion del celo y el momento en que se producen

la ovocitacion dependen de la especie animal. (Caravaca et al., 2005, p.66)

“El celo es inducido por los estrogenos producidos por el foliculo. Es el periodo durante el
cual la hembra acepta al macho y dura un méximo de 18 horas en ganado europeo y 12 horas

en el Ceb” (Vélez et al., 2002, p.133).

Los animales en celo se muestran intranquilos, con un gran incremento de la actividad
motora, generalmente disminuyen el consumo de alimentos y por otra parte buscan
activamente a sus compaferos de rebafio o grupo con los que contactan hetero u

homosexualmente. Los intentos de monta por parte de las hembras en celo se acompafian de
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tolerancia a los intentos de monta de otras hembras o machos. (Villena y Jiménez, 2006,

.294)

“Durante este periodo la maduracion del foliculo ovulatorio contintia y la produccion de
estradiol alcanza su maximo. Los altos niveles de estradiol causan una liberacion subita de

LH que prepara el foliculo para la ovulacion” (Vélez et al., 2002, p.133).

c. Metaestro

“Corresponde al periodo de crecimiento del cuerpo luteo que se instaura después de la

ovocitacion” (Caravaca et al., 2005, p.66).

Es un periodo de 3 a 4 dias posteriores al estro. El nivel de estrogenos desciende
dramaticamente debido a la luteinizacion del foliculo y a la ruptura del mismo durante el
proceso de ovulacion, el cual ocurre entre 6 y 10 horas después de terminado el celo. La
produccion de LH continua y a pesar de que no alcanza la concentracion de la fase
preovulatoria, su liberacion episddica es suficiente para inducir la luteinizacion del foliculo
deisente y convertirlo en un cuerpo luteo capaz de mantener la produccion de progesterona

para mantener la prefiez en caso de que la hembra haya concebido. (Vélez et al., 2002, p.133)

“Si hay fecundacion la fase metaéstrica contintia a lo largo de toda la gestacion. Si no ha
habido fecundacion el cuerpo amarillo regresa pasando a convertirse en cuerpo albicans (o

cuerpo blanco)” (Caravaca et al., 2005, p.66).

d. Diestro

“Representa generalmente la fase mas larga del ciclo y se corresponde con un periodo de
inactividad sexual. Esta fase va desde la madurez del cuerpo amarillo o luteo hasta su

desaparicion, denominada normalmente regresion” (Caravaca et al., 2005, p.66).

Esta fase dura 12 a 15 dias. Se caracteriza por un cuerpo liteo maduro y un nivel alto de
progesterona en la sangre, que induce un periodo de quietud en el Gtero que promueve la
implantacién del embrion. Luego, éste envia una sefial (proteina tropobléstica bovina) que
impide la destruccion del cuerpo ltteo y lo perpetua hasta el final de la gestacion. (Vélez et

al., 2002, p.133)
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2.2.1.2. Dinamica Folicular

Segun Hincapié y Pipaon (2003), en el proceso de desarrollo folicular se producen tres fases

0 pasos esenciales que han sido denominados: reclutamiento, seleccion y dominancia.

Reclutamiento:

“La fase de reclutamiento esta dada por el desarrollo de una cohorte de foliculos que
comienza a madurar bajo un aporte adecuado de gonadotrofinas que le permitan avanzar

hacia la ovulacion” (Palma, 2001, p.50).

Estimulacion de una oleada de desarrollo folicular y caracterizada por la dependencia
absoluta a la influencia de las gonadotropinas, especialmente a la FSH. El didmetro de los
foliculos es de 4-5 mm y la cantidad de involucrados en este proceso o fase es de 5-6

foliculos. (Hincapié y Pipaon, 2003, p.20)

Se han invocado factores intraovaricos estimulados por la FSH, los que estan involucrados
en el proceso de reclutamiento folicular, los factores de crecimiento similar a la insulina
(IGF-1) y las proteinas a las que éstos se ligan han sido implicados en la amplificacion de la

accion de la FSH (Hincapié, Campo y Blanco, 2005, p.48)

Seleccion:

El proceso de seleccion se caracteriza por el bloqueo ejercido por el foliculo mas
desarrollado sobre los restantes foliculos de la misma cohorte de desarrollo, este efecto se
produce a través de sustancias hormonales como las inhibinas y el estradiol, las que actian
disminuyendo la liberacion de FSH, de modo que los niveles insuficientes de gonadotropinas
afectan esencialmente, el desarrollo de los foliculos mas pequefios (Hincapié et al., 2005,

p.48)

“La fase de seleccion, es el proceso por el cual un foliculo evita la atresia con la posibilidad
de llegar a la ovulacion” (Palma, 2001, p.50). El otro mecanismo que se invoca es el de los
factores paracrinos, como el de la produccion del factor de crecimiento epidermal (EGF) que
reduce la capacidad de los foliculos pequefios para utilizar los androgenos (Hincapié y

Pipaon, 2003, p.20)
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Dominancia

“La fase de dominancia, es el proceso por el cual el foliculo seleccionado ejerce un efecto
inhibitorio sobre el reclutamiento de una nueva cohorte de foliculos. Este foliculo dominante

alcanza un tamafio marcadamente superior a los demas” (Palma, 2001, p.50).

Se refiere al desarrollo de un foliculo, mientras los restantes sufren un proceso de atresia
fisioldgica. El foliculo dominante es mas sensible a la accion de las gonadotropinas que los
restantes, por lo que a pesar de influir negativamente en la liberacion de gonadotropinas
FSH, no sufre de atresia, esto lo favorece también el Factor de Crecimiento Parecido a la

Insulina (FCPI) (Hincapié y Pipaon, 2003, p.20)

2.2.1.3. Ovulacion

Segun Hincapié et al. (2005) se han propuesto diversos modelos tedricos relacionados con
el proceso de la ovulacion (ovocitacion) desde los mas antiguos de tipo mecanico o fisico,
pasando por el enfoque enddcrino-nervioso hasta los que dedican una atencion preferencial

a los procesos de tipo enzimatico, el proceso se explica a continuacion:

“Aumento de la vascularizacion de toda la pared folicular, excepto en el apice del mismo
donde se produce una zona avascular, representando el lugar por donde se rompera el

foliculo” (Hincapié y Pipaon, 2003, p.21).

“Disociacion de las células de la granulosa, lo que causa un adelgazamiento notable del

grosor de la pared folicular” (Hincapié et al., 2005, p.50).

“Disociacion también de las células que conforman el cumulus oophorus liberandose el

ovocito del macizo celular ovigero” (Hincapié y Pipaon, 2003, p.22).

La vascularizacion folicular preovulatoria condiciona los cambios edematicos en la teca
externa folicular y con ello se afecta la cohesion celular de la misma. Participa ademds una
fuerte accion enzimatica (colagenasa, fundamentalmente) que destruye la elasticidad del

foliculo representada, principalmente, por la teca externa (Hincapié et al., 2005, p.50)
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“En el apice del foliculo, aparecen las células epiteliares, los lisosomas que son sus
hidrolasas destruyen las células de la tinica albuginea y las de la teca folicular” (Hincapié y

Pipaon, 2003, p.22).

“La pared folicular se prolapsa conicamente produciéndose determinados abombamientos,
conocidos cominmente como estigma de ovulacion, lugar por donde se rompera la pared

folicular” (Hincapié et al., 2005, p.50).

La ovulacion ocurre en cualquiera de los bordes y/o caras del ovario. Después de la ovulacion
el foliculo se transforma en el cuerpo amarillo o cuerpo luteo, el cual forma un relieve o

protuberancia en la superficie del ovario (Vélez et al., 2002, p.130)

2.2.2. Tratamiento superovulatorio.

2.2.2.1. Principios del tratamiento.

El programa de transferencia embrionaria puede ser desarrollado en centros de transferencia
o directamente en el establecimiento donde se encuentran las donantes. Existen opciones
intermedias, por ejemplo, que las donantes se encuentren en un centro donde se efectua la
recoleccion de los embriones y las receptoras en un campo cercano donde se llevan a cabo
las transferencias. La organizacion del programa es diferente en cada una de estas
circunstancias. En todos los casos, comienza con la seleccion de las donantes y finaliza con

el diagnostico de prefiez efectuado a los 60 dias post-transferencia (Palma, 2001, p.27).

“Se entiende por superovulacion la liberacion de un numero de oocitos, superior a la tasa
fisioldgica de ovulacion, producida por la accion de hormonas especificas administradas
exogenamente” (Villena y Jiménez, 2006, p.323). “La superovulacion es el estimulo
hormonal del ovario para aumentar el nimero de foliculos producidos durante el estro”

(Vélez et al., 2002, p.137).
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a. El tratamiento de sincronizacion

En los ultimos afios se han desarrollado algunas técnicas muy refinadas con el fin de inducir
el estro durante el periodo de inactividad ovarica que muestran algunos bovinos de forma
estacionaria, o también con el fin de precisar el momento de la ovulacion para poder mejorar
los indices de prefiez después de practicar la inseminacion artificial inica (Villena y Jiménez,

2006, p. 309).

Una forma de sincronizar el celo en las donantes es mediante la administracion de PGF2a o
sus analogos sintéticos. Otra forma es prolongar la fase luteal de manera artificial mediante
la administracion de progesterona o progestigenos, esta opcion es la mas utilizada
actualmente dado que permite comenzar el programa independientemente de que las

donantes tengan un cuerpo luteo funcional (Palma, 2001, p.27).

e Progesterona

La progesterona (P4) se forma en el cuerpo luteo y en la placenta (donde alcanza gran
importancia en algunas especies al final de la gestacion). También se produce progesterona
en pequeiias cantidades en la corteza adrenal, probablemente por constituir un intermediario

de los corticoides adrenales (Hincapié y Pipaon, 2003, p.101).

“Prepara el endometrio para la implantacion y mantenimiento de la prefiez, lo cual aumenta
la actividad de las glandulas secretoras en el endometrio e inhibe la movilidad del

miometrio” (Hafez y Hafez, 2002, p.43).

Cuando la sincronizacion de celos en las donantes se efectia con progesterona o
progestagenos, generalmente se utilizan dispositivos intravaginales o implantes subcutaneos.
En el primer grupo se incluyen PRID®; CIDR® y esponjas y en el segundo al Syncromate
B® y al Crestar®. Si bien no tiene aplicacion desde el punto de vista practico, la
progesterona también puede ser inyectada diariamente durante un periodo de 9 dias (Palma,

2001, p.28).
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e Progestagenos.

Tienen una funcion o efecto similar a la progesterona natural. Suprimen la liberacion de
gonadotropinas y, por tanto, la maduracion folicular hasta que se suspenda la administracion
del progestageno, momento en el que se provoca la salida y sincronizacion del celo en las
hembras tratadas. De esta forma se puede controlar el ciclo estral de forma artificial

(Caravaca et al., 2005, p.92).

“Estos esteroides simulan la fase luteal del ciclo durante su administracion e inhiben el feed
back positivo del estradiol sobre la descarga ovulatoria de LH” (Villena y Jiménez, 2006, p.

307).

Progesteronas naturales o sintéticas (Norgestomet). Emulan el diestro y se usan en forma de
implantes o con inyecciones. El retiro de éste tratamiento emula la destruccion del cuerpo
luteo y cesan los efectos negativos de la progesterona sobre la liberacion de gonadotropinas
(FSH, especialmente), promoviendo asi, el crecimiento folicular y consecuentemente la
presentacion del celo. Este tratamiento puede ser usado en vacas en el periodo de anestro

post parto. (Vélez et al., 2002, p.137)

e Prostaglandinas.

Las funciones de las prostaglandinas en la reproduccion de la hembra son las siguientes: En
la hembra ciclica, si no ha habido fecundacion y, por lo tanto, no hay embrion que se fije a
la pared uterina (nidacion), entonces el utero produce PGF2a que via sanguinea llega al
ovario y produce la regresion del cuerpo luteo. Si la hembra ha sido fecundada y hay nidacion
del embrion no se produce este efecto luteolitico. Al final de la gestacion, el aumento de los
estrogenos producidos en la placenta estimula la sintesis de PGF2a a partir del endometrio.
Estas PGs inducen la luteolisis y el incremento de las contracciones miometriales durante el

parto (Caravaca et al., 2005, p.92)

La PGF2a es una de las hormonas mas utilizadas en la ganaderia intensiva, para la
sincronizacion del estro entre receptoras y donantes en los programas de transferencia de
embriones, siendo las causas fundamentales de fallos de respuestas a la PGF2a los errores
en el diagnostico de cuerpo luteo funcional y una deficiente deteccion de estros, lo que esta

influido a su vez por el sistema de manejo de los animales (Hincapié y Pipaon, 2003, p.111)
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“Estos farmacos solo pueden ser utilizados eficazmente en animales con un cuerpo lateo
funcional presente. Es posible administrar estas hormonas solas, o conjuntamente con

tratamientos progestativos cortos” (Villena y Jiménez, 2006, p.307).

Se basan en el mismo principio (progestagenos), pero este tratamiento se limita a hembras
que estan ciclando y presentan un cuerpo liteo. Se usa la PGF2a (o uno de sus andlogos),
que causa la disolucion del cuerpo ltuteo y el celo 48 horas después. Como la accion de la
PGF2a depende de la presencia de un cuerpo luteo funcional, es necesario controlar el celo.
Para sincronizar todo el hato son necesarios dos a tres aplicaciones de PGF2a (Vélez et al.,

2002, p.137)

“Durante el tratamiento de superovulacion, independientemente de la gonadotrofina que se
emplee, a las 48-72 horas de haber comenzado la induccion se debe administrar la

prostaglandina F2a (PGF2a) o alguno de sus analogos sintéticos” (Palma, 2001, p.85).

e Deteccion de celo

En los programas de transferencia embrionaria, la deteccion de celos se efectua generalmente
empleando el método visual, realizando 3 observaciones diarias (mafiana, mediodia, tarde)
de una duracion minima de 30 minutos. La donante presenta celo generalmente 48h después
de la primera administracion de la PGF2a. Se efectian 2 inseminaciones, la primera 8-12 h

del comienzo del celo y la segunda 12 h después de la primera (Palma, 2001, p.28)

b. Estimulacion ovarica y superovulacion.

Se denomina superovulacion al aumento del ntimero fisioldgico de ovulaciones propio de la
especie, provocado mediante la administracion de gonadotrofinas. En el bovino, se considera
que hubo respuesta al tratamiento cuando se producen mas de dos ovulaciones. La
superovulacion debe complementarse con un régimen 6ptimo de inseminacion artificial,

utilizando semen de muy buena calidad (Palma, 2001, p.79)

Luego de la presentacion del celo natural o inducido (dia 0 —cero-), el tratamiento de
superovulacion puede comenzar indistintamente entre los dias 8 y 12 del ciclo estral. Es
decir que, la induccion puede comenzar en el mismo momento en aquellas donantes en las

que la diferencia entre sus dias 0 no sea mayor de 4 dias (Palma, 2001, p.28)
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e Gonadotrofinas

La induccién a la superovulacion se efectia principalmente con gonadotrofina sérica de
yegua prefiada -PMSG- o con extractos de pituitaria porcina que generalmente se conocen
como FSH-p, pese a que en muchos casos contienen mayor cantidad de hormona luteinizante

—LH- que de hormona foliculoestimulante —-FSH- (Palma, 2001, p.79).

PMSG o GnRH, administrados al final de los tratamientos progestativos, con el fin de regular
el momento de la ovulacion, adelantar la pubertad, o inducir la ovulacion durante la lactancia

(Villena y Jiménez, 2006, p.307).

Hormona liberadora de Gonadotropina. En este caso se aplica Hormona Liberadora de
Gonadotropina (GnRH; o uno de sus analogos como Conceptal, Ovalyze o Fertagyl), que
causa la liberacion de la hormona LH, seguido de la aplicacion de PGF2a seis a siete dias
después. La GnRH induce la ovulacién del foliculo de mayor tamaifio (dominante) (Vélez et

al., 2002, p.137).

La PMSG debido a su elevado peso molecular no atraviesa el filtro renal y por lo tanto, tiene
larga vida media en sangre. Esto permite inducir superovulacion en la hembra bovina
mediante la administracion de una dosis tinica (2000 — 3000 UI) entre los dias 8-14 del ciclo

estral (Hincapié y Pipaon, 2003, p.112)

e Hormona Foliculoestimulante (FSH)

Es una glucoproteina, que via sanguinea llega al ovario o al testiculo, donde produce los
siguientes efectos: En la hembra, estimula el crecimiento y maduracioén de los foliculos
ovaricos y la produccion de estrogenos por éstos. Por si sola no puede producir la
ovocitacion, pero prepara al ovario para la accion de la LH. En el macho, la FSH puede
actuar sobre las células germinales estimulando las primeras fases de la espermatogénesis y
ademds estimula la funcion de las células de Sertoli, induciendo la sintesis de una proteina
especifica transportadora de androgenos (PLA) y la produccion de algo de estradiol a partir

de la testosterona (Caravaca et al., 2005, p.86)

Es una glicoproteina sintetizada por las células basofilas de la hipofisis anterior. Su vida

media en sangre es de unas cinco horas, por lo que su principal utilizacion es en los
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tratamientos superovulatorios con aplicaciones cada doce horas. La FSH porcina es la
gonadotropina mas empleada en el presente y en el pasado con este fin (Hincapi¢ y Pipaon,

2003, p.98) en la superovulacion de hembras bovinas (Palma, 2001, p.80)

La hormona foliculoestimulante promueve el crecimiento y la maduracion del foliculo
ovarico o foliculo de Graaf. La FSH no causa la secrecion de estrégeno del ovario por si
sola, sino que necesita la presencia de LH para estimular la produccion de estrégeno. (Hafez
y Hafez, 2002, p.38) “La FSH se puede acompafiar con dosis reducidas de la hormona
luteinizante (LH), para simular aun mas el nivel de hormonas en un ciclo estral normal”

(Vélez et al., 2002, p.137).

Las altas dosis de FSH (400mg) incrementan la respuesta de la superovulacion (16.8 vs 12.9
foliculos > 8mm); sin embargo, el nimero (2.3 vs 3.3) y porcentaje (38 vs 60%) de
embriones transferibles no difieren entre altas y bajas dosis de FSH. Adicionalmente,
bajando la dosis de FSH a 200 mg decrece el nimero de 6vulos no fertilizados (1.6 vs 0.6).
Esto, optimizando el nivel hormonal durante Inseminacion Artificial a Tiempo Fijo (IATF)
o Superovulacion (SOV) puede mejorar el éxito con estos protocolos (Sartori, R., Baruselli,

P., Souza, A., Cunha, A. y Wiltbank, M. 2008. p.194)

Folltropin ®-V: Es un extracto altamente purificado. Se presenta liofilizado en frascos de 20
mL que contienen el equivalente a 400 mg de FSH-P1 seglin el estdndar del Instituto
Nacional de Salud de Estados Unidos. El producto liofilizado debe ser diluido en 20 mL de
solucion fisiolodgica estéril y apirdgena, provista por el laboratorio. La solucidn final contiene
20 mg/mL. El laboratorio aconseja administrar 2,5 mL (50 mg) 2 veces por dia durante 4

dias, utilizando la via intramuscular (Palma, 2001, p.30)

Pluset ®: Es un extracto que contiene igual cantidad de FSH y LH. La dosificacion se lleva
a cabo utilizando el estandar internacional de FSH y LH de orina humana. Se presenta en
cajas conteniendo 2 frascos con 500 Ul de FSH y LH cada uno, mas un frasco de 20 ml de
solucion fisiologica estéril y apirdgena. La solucion final contiene 50 Ul de FSH y 50 UI de
LH/mL. El laboratorio aconseja administrar el producto 2 veces por dia durante 5 dias,

utilizando la via intramuscular (Palma, 2001, p.30)

Con el producto Pluset® se evidencié un mayor numero de adultos con baja o nula respuesta

a la superovulacion, mientras que los animales jévenes presentaron respuestas similares a
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los trabajos con Folltropin®. Se evidencia que la respuesta tiende a ser mejor en animales
jovenes que en adultos con cualquiera de los dos productos teniendo en cuenta que se
realizaron 116 lavados en novillas y 112 en vacas (Mogollon, E., Arcila, V., Serrano, C. y

Cardona, R., 2006, p.11).

e Hormona Luteinizante

La hormona luteinizante es una glucoproteina compuesta de una subunidad alfa y una beta
con un peso molecular de 30.000 Dalton y una actividad biolégica media de 30 min. Los
niveles tonicos o basales de LH actian conjuntamente con FSH para inducir la secrecion de

estrogeno del foliculo ovarico grande (Hafez y Hafez, 2002, p.38).

En la hembra, uno de sus efectos mas importantes es la ayuda a la maduracion de los foliculos
en su fase final y la produccion de estrogenos en el foliculo maduro. Provoca la ovocitacion,
previa accion de la FSH. Posteriormente desencadena la formacion del cuerpo liteo y
estimula la secrecion de progesterona por parte de éste tltimo. Finalmente, también estimula

la actividad metabolica del ovario (Caravaca et al., 2005, p.86)

“Las concentraciones de LH son relativamente bajas durante la fase luteal del ciclo, pero
una descarga formando un gran pico pre-ovulatorio se produce 24-30 horas antes de la

ovulacion (aproximadamente al inicio del estro)” (Hincapié y Pipaon, 2003, p.99).

2.2.3. Factores que afectan la superovulacion

Aunque todos los tratamientos en mayor o menor grado son efectivos para la superovulacion
en los programas de transferencia de embriones, cada laboratorio debe tener en cuenta para
escoger su protocolo de superovulacion que existen factores externos como el ambiente, la
alimentacion, la raza, la edad, entre otros, que afectan positiva o negativamente la respuesta
al tratamiento, por lo cual debe tenerse en cuenta este concepto para poder tomar decisiones

acertadamente y obtener asi Optimos resultados. (Garzon, Urrego y Giraldo, 2007, p.74)

Segun Hincapié y Pipaon (2003) los factores mas importantes que afectan la respuesta

superovulatoria son los siguientes:

e Momento del ciclo estral de la donante.
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e C(Categoria de la donante.

¢ Tipo de gonadotropina, dosis y frecuencia de la administracion.
e Efecto de la edad.

e Estado nutricional y manejo de la donante.

e Efecto de los tratamientos sucesivos.

e Efecto de laraza.

e Dias posparto para iniciar el tratamiento.

e [Efecto estacional.

2.2.4. Lavado y colecta de embriones

Los embriones bovinos, destinados a un programa de TE pueden ser obtenidos del utero por
medios no quirtrgicos. Su recoleccion y transferencia con éxito dependen de varios factores.
En primer lugar de la vitalidad de éstos para sobrevivir y llegar a término después de ser
recolectados del tracto genital, evaluados in vitro y transferidos a un genital receptor, con
cambios de medio y temperatura. En segundo lugar, depende de que la técnica de obtencion
no ponga en peligro la integridad del tracto genital, a fin de poder repetirla tantas veces como

sea deseable y conveniente (Palma, 2001, p.109)

“La obtencion de embriones puede realizarse mediante un lavado uterino y vaginal
(flushing)” (Villena y Jiménez, 2006, p.328). Los embriones se colectan de seis a ocho dias
después de iniciado el celo. Para ello se enjuagan los cuernos del utero por medio de un
catéter de dos vias con una solucién salina, de la que se recuperan luego. En los embriones
se puede determinar el sexo, y se pueden dividir para aumentar ain mas el numero de crias.

(Vélez et al., 2002, p.138)

2.2.5. Busqueda de embriones

“Luego del lavaje por medio de las técnicas no quirurgicas, la aislacion de los embriones de
los grandes volumenes de medio se puede hacer por medio de sedimentacion o filtracion del

medio recuperado” (Palma, 2001, p.119).

La solucion conteniendo los embriones se vuelca en 5 placas de Petri de 135 mm con
divisiones que permitan la completa observacion visual de la superficie total de la placa. El

pasaje de los embriones entre las placas se realiza con distintos tipos de capilares. Los
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embriones que se encuentren se transportan a una placa de Petri pequefia (35 mm), con suero
fetal entre 10-20%. Después de la evaluacion y lavado de los embriones pueden ser
transferidos en fresco 2-4 horas post-recoleccion o ser congelados para su conservacion

(Hincapié y Pipaon, 2003, p.134).

La sedimentacion de los embriones requiere 20-30 minutos. Cumplido este tiempo se elimina
el sobrenadante por medio de un tubo flexible (tipo sondas pedidtricas nasogastricas) que,
por capilaridad elimina lenta y progresivamente (de arriba hacia abajo) el volumen
recolectado, a fin de evitar turbulencias que hagan ascender a los embriones (Palma, 2001,

p.119).

Para prevenir la deshidratacion, al menos 1 cm de medio debe ser retenido en el filtro para

cubrir el filtro de rejilla sobre la que descansan los embriones (FAO, 1991).

“Para garantizar una completa observacion visual de la superficie total de la placa, la
busqueda debera hacerse en forma de guarda griega, tanto en el sentido de las abscisas como

de las ordenadas” (Palma, 2001, p.120) (Ver Figura 1)
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Figura 1. Procedimiento de bisqueda de los embriones (Palma, 2001, p.120)
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2.2.6. Evaluacion de embriones

Uno de los factores mas importantes asociados con el éxito y la aplicacion generalizada de
esta tecnologia es la evaluacion de los embriones antes de la congelacion y/o la transferencia
a una receptora. Los embriones se suelen clasificar en base a un sistema de grado de nimero

para su etapa de desarrollo (de 1 a 9) y por su calidad (1 a 4) (B6 y Mapletoft, 2013, p.344).

La edad del embrion es establecida a partir del dia del estro (d0). Al d1 le corresponde la
ovulacion. De esta manera entre 24 y 36 h después de la fecundacion, el cigoto de una célula
se divide en 2 células ovales (d2), 24 h mas tarde (d3) el embrion cuenta ya con 4 células.
La division de los blastomeros puede cumplirse en forma asincrénica, razon por la cual es
posible observar en estadios tempranos un nimero impar de células. El intervalo entre la
division mas temprana y la mas tardia es de alrededor de 4h. Hasta el estadio de 8 células
(d4) el cigoto es transportado a través del oviducto. El dia 5 aproximadamente se produce el
ingreso al cuerno uterino en estadio de 16 células, momento a partir del cual es posible
obtener el embrion en forma no quirurgica y evaluarlo de acuerdo a su estadio y calidad

(Palma, 2001, p.125) (Ver Figura 2)
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Figura 2. Desarrollo y transito embrionario en el tracto genital (Palma, 2001, p.127)
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El Sistema de codificacion normalizado para uso en la descripcion de la etapa de desarrollo
y calidad del embrion se describen en el capitulo 9 y se ilustran en el Apéndice D del Manual
de 1aIETS. El codigo para el estado de desarrollo es numérico, que van desde "1", un ovocito
no fertilizado o un embridn de células 1 a "9", la ampliacién de blastocisto eclosionado.
Normalmente, los embriones se recolectan 7 dias después del estro para la crioconservacion
o transferencia y las normas del Manual de la IETS para las etapas que puedan darse en ese

momento se describen a continuacion (B6 y Mapletoft, 2013, p.344)

ETAPAS

“Morula temprana (Grado Etapa 3): Una masa de al menos 16 células. Blastomeros
individuales son dificiles de discernir el uno del otro” (B6 y Mapletoft, 2013, p.345). “Mt.

Su masa celular ocupa casi todo el espacio perivitelino” (Palma, 2001, p.125).

“Morula compacta (Grado Etapa 4): blastomeros individuales se han unido, formando una
masa compacta. La masa embrion ocupa 60 a 70% del espacio perivitelino” (B6 y Mapletoft,
2013, p.345). “Mc. La compactacion es considerada como uno de los signos de
diferenciacion embrionaria, aunque los blastdmeros conserven su capacidad totipotente”

(Palma, 2001, p.125).

Blastocisto temprano (Grado Etapa 5): Un embrion que se ha formado una cavidad llena de
liquido o blastocele y le da un aspecto general de un anillo de sello. El embrion ocupa el 70
a 80% del espacio perivitelino. A principios de esta etapa, el embrion puede aparecer de
calidad cuestionable, ya que es dificil diferenciar masa celular interna de las células

trofoblasticas en este momento (B6 y Mapletoft, 2013, p.345)

Blastocistos (Grado Etapa 6): diferenciacion pronunciada de la capa de trofoblasto exterior
y del mas oscuro, masa celular interna mas compacta es evidente. El blastocele es muy
prominente, con el embrion ocupa la mayor parte del espacio perivitelino. La diferenciacion
visual entre el trofoblasto y la masa celular interna es posible en esta etapa del desarrollo.
(B6 y Mapletoft, 2013, p.345) “B. Existe una marcada diferenciacion entre las células del
trofoblasto, que constituyen una pared —que se adosa a la zona pelicida- y la masa celular

interna (o disco embrionario) mas oscura” (Palma, 2001, p.125).
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“Blastocisto expandido (Grado Etapa 7): El diametro total del embrion aumenta
dramaticamente, con un adelgazamiento concomitante de la zona pelicida a
aproximadamente un tercio de su espesor original” (B6 y Mapletoft, 2013, p.345). “Be. Los
embriones recuperados en este estadio se pueden colapsar temporalmente, esto se caracteriza

por una pérdida completa o parcial del blastocele” (Palma, 2001, p.126).

Blastocito eclosionado (Grado Etapa 8): Los embriones recuperados en esta etapa del
desarrollo pueden someterse al proceso de eclosion o puede tener completamente arrojada
la zona pelucida. Los blastocistos eclosionados pueden ser esféricos con un blastocele bien
definido o colapsado. La identificacion de blastocistos eclosionados puede ser dificil a
menos que se reexpandan cuando la aparicion del anillo de sello es de nuevo evidente. (B6
y Mapletoft, 2013, p.345) “Bp. Los blastocistos protruidos (eclosionados) pueden ser
igualmente transferidos, sin embargo, los embriones desprovistos de la zona pelucida son
extremadamente fragiles y pegajosos, razon por la cual se acostumbra a transferir estadios

de Morula temprana a Blastocistos expandido” (Palma, 2001, p.126).
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“A-Ovocito infertilizado, B-Mérula temprana, C-Moérula, D-Blastocito inicial, E- Blastocito,
F-Blastocito expandido, G-Blastocito eclosionando, H-Blastocito eclosionado, I-Embrion

degenerado” (Carballo, 2012, p.39).

Figura 3. “Fotos de ovocitos y embriones” (Carballo, 2012, p.39).
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CALIDAD

“Existen distintas escalas de calidad embrionaria, desarrolladas por distintos equipos de
trabajo. Tanto la observacion per se, como la diferenciacion entre un grado y otro es subjetiva

y depende, en gran parte, de la experiencia del operador” (Palma, 2001, p.129).

Segun B6 y Mapletoft (2013) los grados para calidad de embriones es también numérica y
son basadas en la integridad morfologica de embriones. Los grados para rangos de calidad

de embriones de “1” al “4” son los siguientes:

Grado 1: Excelente o bueno. Los embriones tienen una masa esférica y simétrica con
blastomero individual que son uniformes en tamaiio, color y densidad. Este embrion es
consistente con su esperado estado de desarrollo. Las irregularidades deberian ser
relativamente menores y al menos el 85% del material celular deberia ser una intacta, masa
embrionaria viable. Este juzgamiento deberia estar basado en el porcentaje de células
embrionarias representado por el material extrusionado en el espacio perivitelino. La zona
pelucida debe ser suave y no tener superficies concavas o lisas que puedan causar que el
embrion se adhiera a la caja Petri o a una pajuela. Los embriones de Grado 1, sobreviven
bien al procedimiento de congelacion/descongelacion y algunos investigadores los llaman
“embriones congelables”. Los embriones de Grado 1, son también aquellos recomendados

para el comercio internacional (B6 y Mapletoft, 2013, p.345).

Grado 2: Regular. Estos embriones tienen irregularidades moderadas en la forma general de
la masa embrionaria o en tamafo, color y la densidad de las células individuales. Al menos
50% de la masa embrionaria debe estar intacto. La supervivencia de estos embriones en el
procedimiento de congelacion / descongelacion es menor que con embriones de Grado 1,
pero las tasas de embarazo son adecuados si los embriones se transfieren frescos en
receptoras adecuadas. Por lo tanto estos embriones son a menudo llamados "transferible",

pero no "congelable" (Bo y Mapletoft, 2013, p.345)

Grado 3: Pobre. Estos embriones tienen importantes irregularidades en la forma de la masa
embrionaria o en tamafio, color y la densidad de las células individuales. Al menos 25% de
la masa del embridon debe estar intacto. Estos embriones no sobreviven el procedimiento de

congelacidon/descongelacion y los porcentajes de prefiez son inferiores a los obtenidos con
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embriones de calidad regular si se transfieren frescos a los destinatarios adecuados (Bo y

Mapletoft, 2013, p.345).

“Grado 4: Muerto o degenerado. Estos podrian ser embriones, 6vulos o embriones de 1
célula. Ellos no son viables y deben desecharse” (B6 y Mapletoft, 2013, p.345). Malo, el
embrion posee muchos defectos: los correspondientes al G 3 mas desarrollo retardado, seria
ruptura de la zona pelicida —el embrion puede encontrarse fuera de ella-, forma muy
asimétrica, tendencia a la desintegracion como granulacion o vacuolizacion de los
blastomeros. Incluye también a los estadios hasta 8 células y la clara degeneracion. Esta

categoria es considerada no transferible (Palma, 2001, p.129)
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Cycle Day: 7
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Figura 4. “Embriones bovinos: ejemplos de etapa de desarrollo y calidad. Etapas 1 a 5” (B6
y Mapletoft, 2013, p.346).
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Cycle Day: 7.5 Cycle Day: 7.5 Cycle Day: 7.5
Stage Code: 5 Stage Code: 6§ Stage Code: 6
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Cycle Day: 8 Cycle Day: 8 Cycle Day: 9
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Figura 5. “Embriones bovinos: ejemplos de etapas de desarrollo y calidad. Etapas 5 a 9.”

(B6 y Mapletoft, 2013, p.347).
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2.2.7. Conservacion de embriones

La criopreservacion posibilita almacenar embriones de una amplia variedad de especies
mamiferas sin que se pierdan su capacidad de desarrollar y nacer vivos. Si bien los embriones
son un conjunto de células, se aplican principios criobioldgicos originalmente estudiados en

células aisladas tales como linfocitos y fibroblastos (Palma, 2001, p.149)

2.2.8. Factores de crecimiento

Los factores de crecimiento se han vuelto cada vez mas importantes en muchas areas dela
fisiologia reproductiva. Los factores de crecimiento son polipéptidos y proteinas semejantes
a las hormonas, que son predominantemente paracrinas y autocrinas en la promocion de la
actividad mitogénica para la proliferacion y remodelacion del tejido local, por ejemplo,
transformacion del foliculo ovarico en cuerpo amarillo. La mayor parte de la investigacion
en torno a los factores de crecimiento estd enfocada en sus acciones promotoras de

crecimiento (Hafez y Hafez, 2002, p.49)

“La administracion de hormona de crecimiento —STH- antes de iniciar un tratamiento
superovulatorio tiene como objetivo aumentar el numero de foliculos capaces de responder

a las gonadotrofinas” (Palma, 2001, p.90).

2.2.9. Somatotropina bovina recombinante (rbST).

Uno de los primeros productos derivados biotecnologicamente disponible para ser utilizado
en produccion animal es la somatotropina Bovina (bST), que contrariamente a los esteroides
es una hormona proteica. (Garcia, 2002, p.1) “La aplicacion de la somatotropina bovina
recombinante (rbST) al momento de la transferencia de embriones bovinos favorece el
desarrollo embrionario en vacas donadoras y mejora la tasa de gestacion en vacas receptoras”

(Mérquez, C., 2011, p.26).

En vacas, la somatotropina bovina recombinante (rbST) se utiliza para incrementar la
produccion de leche. La rtbST aumenta las concentraciones séricas del factor de crecimiento
parecido a la insulina tipo [ (IGF-I) y ambas hormonas regulan los procesos fisiologicos para
incrementar la lactopoyesis. Ademas de sus efectos en la lactacion, la somatotropina y el

IGF-I favorecen la maduracion del ovocito, tasa de fertilizacion, desarrollo embrionario
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temprano, funcién del cuerpo liteo y reconocimiento materno de la gestacion. (Hernandez y
Gutiérrez, 2013, p.35). En un estudio realizado por Santos et al. (2004) en un protocolo de
sincronizacion de estro, concluyeron que el tratamiento con rbST tiende a reducir las
pérdidas de prefiez en todas las vacas y mejora el mantenimiento de prefiez en vacas lecheras
ciclando. Sin embargo, también se observo que la rbST tendio a reducir la tasa de deteccion
de estro en vacas multiparas y redujo el retorno al estro en vacas no prefiadas lo cual extendio

el intervalo entre la primera y segunda inseminacion post parto.

La somatotropina recombinante bovina (rbST) ha presentado incremento en el desarrollo
folicular en el ganado y algunos estudios han demostrado un incremento en la respuesta
superovulatoria para vacas tratadas con rbST. (Hasler et al.,, 2003, p.1919). La
administracion de rbST al momento de la inseminacidn artificial, mejora el desarrollo
embrionario entre vacas superovuladas e incrementa la tasa de prefiez de vacas lecheras
receptoras lactantes después de la transferencia de embriones. (Moreira et al., 2002, p.1385).
Las tasas de prefiez también se ven incrementadas cuando la rbST se administra previo a la

transferencia de embriones (Hasler et al., 2003, p.1919).

Garzon et al. (2008) al final de su andlisis concluyeron que el mejor resultado se obtuvo a
partir de la utilizacion de somatotropina, ya que se encontrd una reduccion en la proporcion
de oocitos infértiles, aumento en el nimero de embriones transferibles, aumento en la tasa
de fertilidad de las donadoras y por ende un incremento de las tasas de prefiez, lo cual lleva

a hacer mas eficiente y rentable esta técnica.

Sin embargo, el uso de rbST en vacas donadoras en operaciones comerciales de transferencia
de embriones no es una ventaja cuando las vacas son sometidas a superovulaciones
repetitivas. (Hasler et al., 2003, p.1927). “La aplicacion de esta hormona es recomendable
solo en vacas con antecedentes de baja produccion embrionaria y que al momento del
tratamiento tengan balance energético positivo y una condicion corporal 2 'y 3 (escala 1 a 5)”

(Palma, 2001, p.90).
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2.2.10. Efectos del Factor de Crecimiento parecido a la Insulina Tipo 1 (IGF-1)

La administracion de rbST incrementa las concentraciones de insulina y el Factor de
Crecimiento Parecido a la Insulina Tipo 1 (IGF-1) en plasma, incrementando el nimero y
crecimiento de foliculos antrales y esto puede incrementar la respuesta superovulatoria en
vacas tratadas con rbST. (Marquez, C., Rangel, R., Rodriguez, R., Gutiérrez, C. y Garcia,
C., 2010, p.206) “La administraciéon de somatotropina bovina recombinante provoca un
aumento del numero de foliculos de 2 a Smm. Este hecho seria consecuencia de un

incremento de IGF-1 en el fluido folicular” (Palma, 2001, p.90).

La concentracion de IGF-1 durante la estimulacién gonadotrdpica en foliculos, oviducto y
utero dependera principalmente de la dosis y el tipo de hormona superestimulatoria (SH)
utilizada, el ntimero de foliculos que responderan a la FSH a la hora del tratamiento y la
produccion endocrina y pardcrina de IGF-1 en el individuo (inherente e inducida
nutricionalmente). El tratamiento estimulatorio inducira alta produccion de estradiol (E2),
que a su vez aumentara la produccion de IGF-1 en el tejido reproductivo (paracrina) y
posiblemente en el plasma periperal (efecto enddcrino). El incremento de IGF-1 en el plasma
podria contribuir ain mas al efecto paracrino de IGF-1 durante la superovulacion. Esta
hiperestimulacion de IGF-1 se asocia con el crecimiento del foliculo aumentado que ocurre
durante la superovulacion. En los foliculos destinados a alcanzar el tamafio preovulatorio, la
cantidad del Factor de Crecimiento Parecido a la Insulina Ligado a la Proteina 2 (IGFBP-2),
4 y 5 se reducird, lo que permite el incremento de las concentraciones de IGF-1
intrafoliculares. Los efectos positivos sobre la competencia de ovocitos y el desarrollo
embrionario se ejercen por IGF-1 cuando las concentraciones se mantienen dentro del rango
fisioldgico normal (flechas verdes). Si la respuesta superestimulatoria es demasiado alta, las
concentraciones de IGF-1 se incrementan a niveles suprafisioldgicas, lo que podria dar lugar
a la ovulacion de ovocitos de baja calidad. La disminucién de la calidad de los ovocitos y la
concentracion de IGF-1 alterado presente en el oviducto y el utero podrian interferir con el
proceso de fertilizacion y/o la preimplantacion del embrién desarrollado (flechas rojas).

(Velasquez, Zaraza, Oropeza, Webb y Niemann, 2009, p.169)
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Embryo
development

Figura 6. “Posibles efectos del IGF-1 en los ovocitos y la preimplantacion del desarrollo

embrionario durante la superovulacion en ganado” (Velasquez et al., 2009, p.169).

“Vacas que recibieron dos aplicaciones (325 mg c/u) de rbST han incrementado las
concentraciones en plasma de hormona de crecimiento (GH) y de IGF-1 por cuatro semanas
y se incremento la fertilidad. Mientras que vacas que recibieron una unica dosis (325 mg) de
rbST han incrementado las concentraciones de GH y de IGF-1 por tan solo dos semanas, lo
cual fue insuficiente para alterar la fertilidad” (Ribeiro et al., 2014, p.1). “La aplicacion de
rbST incremento las concentraciones de insulina e IGF-1 en donadoras Charolais mejorando

la respuesta a la superestimulacion” (Maquez, 2011, p,26).

2.2.11. Ultrasonografia reproductiva

La ultrasonografia transrectal se ha convertido en una util herramienta en la reproduccion
animal desde su implementacion en la década de 1980. Su uso abarca desde el campo clinico
hasta estudios fisioldgicos, pasando por numerosas aplicaciones practicas de diagnostico en

finca (Gutiérrez & Baez, 2014, p.99).

En los ultimos afios la ecografia reproductiva ha alcanzado una gran importancia con el
perfeccionamiento de los equipos de ultrasonografia que han permitido no solo el
diagnostico de patologias del tractus reproductivo y gestaciones en etapas precoces sino
también han permitido un mejo estudio de la ciclicidad ovéarica y la dindmica folicular, estos

conocimientos se han utilizado para mejorar los resultados obtenidos en la respuesta
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superovulatoria de las donantes utilizadas en los programas de transferencia de embriones

(Hincapié y Pipaon, 2003, p.192).

La ultrasonografia es una herramienta util para la evaluacién, diagndstico y toma de
decisiones respecto a los eventos reproductivos de la hembra bovina, con potencial para ser
usada en conjunto con la aplicacion de biotecnologias reproductivas como la inseminacion
artificial y transferencia de embriones con el fin de optimizar su eficiencia (Gutiérrez y Baez,

2014, p.99).
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CAPITULO 11
MATERIALES Y METODOS
3.1. Sitio de estudio
La investigacion se realiz6 en la parroquia Machachi, en la Hacienda San Carlos de Pulpito
de la empresa Agrifranca-Biogensa ubicada en el canton Mejia, provincia de Pichincha, con

una altitud de 2.800 m.s.n.m. La investigacion se desarrollé entre los meses de enero a abril

del 2016, con una duracion de 120 dias.

Tabla 3.1. Condiciones meteorologicas del sitio del experimento.

Pardmetros Valores
Temperatura Méaxima 18,1 °C
Temperatura Minima 6,2 °C
Temperatura Promedio 12,2 °C
Precipitacion 1487 mm
Humedad 81%

* Datos tomados de la estacion de Izobamba

Fuente: INAHMI, 2014



3.2. Instrumentos y recursos

Tabla 3.2 Detalle de instrumentos y recursos
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Etapa Equipos, materiales y productos veterinarios

Somatotropina recombinante bovina (Lactotropina 500 mg)

Equipos de sujecion.

1. Preparacion donante Mandril o estilete

Jeringuillas descartables

Agujas descartables

Folltropin (FSH-p 400 mg diluidos en 20 mL de solucién fisiolégica)

Progesterona (CIDR 1,9 g)

Prostaglandina (Estrumate 500 ug cloprostenol)

2. Superovulacién donante - -
Materiales generales de asepsia.

Jeringuillas descartables

Agujas descartables

Registros de observacion.

Ecdgrafo marca KOLING

Transductor Multifrecuencia 5 a 10 MHZ

Computador portatil

Sonda + cateter Foley (Bioniche)

Sonda de doble via en Y

Medio de lavado PBS (Solucion salina fosfatada buferada)

3. Colecta embriones Suero fisiolégico

Guantes ginecoldgicos

Dilatador cervical

Amonio Cuaternario

Lidocaina (anestésico)

Silasina

Papel Toalla

Frasco colector

Estereoscopio

Placa térmica

Filtro para embriones bovinos

4. Analisis de embriones Micropipetas

Puntas de pipetas

Placa Petri

Placas esfera de reloj

Congeladora de embriones

Pajillas irradiadas para conservacion

Medio Holgind (medio de mantenimiento)

5. Congelacidn / AlImacenamiento - — - -
Medio de congelacion (Etilenglicol)

Nitrégeno liquido

Maquina de congelacion de embriones
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3.3. Diseiio experimental, factores y variables de estudio

3.3.1. Tipo de disefio

En esta investigacion se utilizé un Disefilo Completamente al Azar (DCA). Se defini6 este
disefio debido a que los animales que intervinieron cumplieron con requisitos que llevan a
caracteristicas equilibradas para un programa de superovulacién y transferencia de

embriones. Entre los requisitos tenemos:

e Excelente sanidad, libre de enfermedades y con todas las vacunas pertinentes.

e Examen ginecologico para evaluar la salud del aparato reproductivo.

e Tener una condicion corporal entre 3 y 3,5

e Tener al menos 80 dias post parto

e Animales de reconocido pedrigree.

e Entre 2 y 5 partos, lo que permite a sus propietarios estar seguros de que estan

multiplicando un buen ejemplar.

3.3.2. Numero de tratamientos

Se empleo un total de 2 tratamientos distribuidos totalmente al azar en el sitio experimental,

como se presenta en los siguientes esquemas.

Tratamiento 1: CIDR

P4 (CIDR) | 1A A
I
Dia 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19
PGF2a
AM/PM
PM AM
FSH =400 mg (Folltropin-V)
P4 = 1.9 g progesterona (CIDR)

PGF2a =500 pg cloprostenol (Estrumate)

Figura 7. Esquema del tratamiento sin rbST
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Tratamiento 2: CIDR + tbST

P4 (CIDR)

| 1A 1A
=TI A

Dia 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19

T T
rbST PGF20

AM/PM
PM AM

FSH =400 mg (Folltropin-V)
RbST =500 mg (Lactotropina®)
P4 = 1.9 g progesterona (CIDR)

PGF2a =500 ug cloprostenol (Estrumate)

Figura 8. Esquema del tratamiento con rbST
3.3.3. Numero de unidades experimentales
Se utilizo 5 unidades experimentales (5 vacas), para cada tratamiento
3.3.4. Variables de estudio
Variable independiente:

Uso de somatotropina recombinante bovina (rbST).- en el presente experimento se utilizo

500 mg de rbST por animal, aplicados 72 horas antes del inicio de la superovulacion.
Variable dependiente

e Numero de cuerpos liteos
e Estructuras por vaca
o Embriones transferibles
e Embriones no transferibles (estructuras degeneradas)
e Estructuras no fertilizadas
e Etapas de desarrollo
O Morula

0 Blastocisto temprano
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0 Blastocisto
0 Blastocisto expandido
e Calidad del embrién
Grado 1
Grado 2
Grado 3
Grado 4

o O O O

3.3.5. Factores

El experimento estuvo influenciado por el factor somatotropina recombinante bovina (rbST),

razon por la cual se trabajo con los grupos: Con STB y Sin rbST.
3.4. Método estadistico
Analisis de varianza

Tabla 3.3. Esquema del ANOVA

Fuente de variacion Grados de libertad

Tratamiento t-1 2-1= 1
Error t(r-1) 2(5-1) = 8
TOTAL tr-1 2)%5-1 =9

Andlisis funcional

Se realizd una Prueba de DMS para los tratamientos. Ademads, se utiliz6 Tablas de
Contingencia (prueba de Chi-Cuadrado) con un nivel de significancia exigido de p<0,05.

Para el procesamiento de la informacion se utilizo el software estadistico InfoStat 2015.
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3.5. Manejo del experimento

3.5.1. Superovulacion

La superovulacion de embriones se realizd siguiendo el siguiente protocolo:

e Dia cero (0), colocacion intravaginal del dispositivo CIDR,

e Diasiete (7), se realizo la primera aplicacion de la FSH, la misma que continu6 hasta
el dia diez, en dos aplicaciones diarias 7 am y 7 pm. Se aplicé 50 mg por cada dosis
(100 mg/dia)

e Dia nueve (9), se realizo el retiro del dispositivo CIDR y se aplicd Prostaglandina
(500 pg de cloprostenol — Estrumate) en dos aplicaciones am/pm (250 pg/aplicacion)

e A partir de la tarde del dia diez, se inici6 la deteccion de celo hasta la mafiana del dia
once.

e Se inici6 la inseminacion artificial a partir de la tarde del dia once y se repitio en la
mafiana del dia doce.

e Siete dias después de la primera inseminacion se realizo la recoleccion de embriones.

Eluso de la somatotropina recombinante bovina se realiz6 sobre el mismo protocolo descrito
con la incorporacion de los 500 mg de rbST, 72 horas antes del inicio de la superovulacion,

es decir el dia 4to.

3.5.2. Lavado uterino y recoleccion de embriones

Para el lavado y recoleccion de embriones, se realizé el procedimiento aplicado por Salinas
(2013). En primer lugar se ejecutd un previo chequeo ginecologico con ayuda de palpacion
rectal y con el ecdgrafo se verifico la presencia de cuerpos luteos en los ovarios y de esta
manera se tuvo la idea de cuantos embriones aproximadamente serian recuperados, ya que
de antemano conocemos que por cada ovulacion se forma un cuerpo luteo; ademas, con la
palpacion rectal se estimuld la evacuacion de heces al animal; luego se limpiod el tren
posterior del animal con abundante agua y jabon; se seco y colocd, dependiendo del tamafio
del animal, entre 5 y 8 ml de anestesia sin epinefrina (Lidocaina) por via epidural, con ello
se evitd que el animal entre en estrés por el manipuleo que se realiz6 en el utero; como el
tren posterior del animal estd insensible, se atd su cola de una manera que no estorbo las

labores de limpieza.
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Antes del lavado se colocé el litro de Flushing (PBS modificado) a unos 50 cm mas alto que
la vaca y se verific6 el funcionamiento de las sondas, el filtro y el matraz. El lavado inicio
con la introduccion por la vulva del catéter Folley de dos vias, conjuntamente con un estilete
para facilitar su paso por el cérvix, este catéter se ubico en el tercio medio del cuerno uterino
y se infl6 el baloén unos 5 cm, pasado la bifurcacion del ttero la cantidad de aire fue de 9 a
15 ml dependiendo del tamafio de los cuernos; lo importante fue cerrar el paso para que no
se escape el medio de lavado. La cantidad de liquido que ingreso6 fue igual a la cantidad de
liquido que se recogid, por lo general se ocupd 500 ml en cada uno de los cuernos en
cantidades que van de 30 — 60 ml dependiendo del tamafio del mismo hasta completar la
cantidad sefialada, el liquido se recogié en un matraz, previo paso por el Filtro Ecom que es
el lugar donde se quedaron los embriones. Una vez que se acabo la recoleccion en un cuerno

se realiz6 la misma operacion para el segundo cuerno.

3.5.3. Busqueda y Evaluacion de embriones

Los embriones fueron buscados mediante el procedimiento realizado por Salinas (2013), asi
también la observacion para la clasificacion. La determinacion del grado de calidad se la
realiz6 conforme lo establece B6 y Mapletoft (2013) en los siguientes grupos: Excelente -

Bueno, Regular, Malo, Muertos o degenerados.

3.5.4. Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos

Se utilizé la técnica de observacion directa y todos los datos fueron anotados en un cuaderno.
Para la toma de imagenes en el aparato reproductor de las hembras bovinas se utilizé un
ecografo marca KOLING, con una sonda de 5.0 Hz para el monitoreo de las estructuras
presentes en los ovarios, se contabilizd y se registrd en el formulario establecido para el

efecto. El monitoreo se realizd el dia de la recoleccion de los embriones.

3.5.5. Manejo de Donadoras

“La seleccion y manejo de las donantes es uno de los puntos criticos del programa. Si estas
hembras no estan reproductivamente sanas y en un adecuado estado de balance nutricional

el programa puede fracasar antes de haber comenzado” (Palma, 2001, p.21).
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El manejo y el estado sanitario en el que se encuentran las donantes, son elementos de gran
importancia en los resultados de la superovulacion, dentro de los cuales la alimentacion de
las hembras donantes debe garantizar los requerimientos minimos diarios de acuerdo con el
estado reproductivo de las mismas, lo que depende enteramente del hombre (Hincapié¢ y

Pipaon, 2003, p.129).

Con respecto al manejo de la alimentacion, los animales tuvieron acceso a pasto

(Pennissetum clandestinum) y recibieron concentrado a razon de 0.5 libras / litro producido.

3.5.5.1. Criterios de inclusion

Los animales para poder ser parte del programa de superovulacion de embriones, cumplieron
con requisitos internacionales y caracteristicas equilibradas que permitieron una excelente

respuesta. Entre los requisitos tenemos:

e Excelente sanidad, libre de enfermedades y con todas las vacunas pertinentes.

e Examen ginecologico para evaluar la salud del aparato reproductivo.

e Tener una condicion corporal entre 3 y 3,5

e Tener al menos 80 dias post parto

e Son animales de reconocido pedrigree.

e Tienen entre 2 y 5 partos, lo que permite a sus propietarios estar seguros de que estan

multiplicando un buen ejemplar.

Los trabajos que se vienen desarrollando con esta biotecnologia, requiere que se realicen en
animales de condiciones y caracteristicas probadas, por lo que estamos hablando de animales
con caracteristicas equilibradas, y es importante tener en cuenta el factor econémico pues

esta biotecnologia es costosa.

Entonces, se utilizo 10 vacas, escogidas bajo los siguientes criterios de inclusion:

e Ganado Lechero

e FEdad rango de 4-8 afios, con un promedio de 2 a 5 partos

e Producciéon promedio de 20 litros/vaca/dia, promediado en los tltimos 15 dias.
e Rango de dias en lactancia > 80 dias y < 120 dias.

e Condicion corporal > 3.0y <3.75en laescalade 1 a 5.
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3.5.5.2. Criterios de exclusion

Haber presentado trastornos (distocia o metabdlico) al momento del parto.

Animales de primer parto.

3.5.6. Caracteristicas de las vacas para la investigacion

Conforme lo realizé Salinas (2013), previo al inicio de la investigacion se procedid a
monitorear ecograficamente a todas las vacas, a fin de evaluar los ovarios, para constatar de
que no exista ninguna patologia (quistes ovdricos, ovarios atrésicos, cuerpos luteos
cavitarios); de la misma manera se evalud: los cuernos uterinos para descartar patologias
(metritis, piometra), el cérvix para descartar traumatismos producidos en el parto y la vagina

para eliminar patologias como urovagina, neumovagina entre otras.
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CAPITULO IV
RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Nimero de Cuerpos liteos y estructuras recolectadas

Los resultados obtenidos en el nimero de cuerpo liteos y niimero de estructuras/vaca no
mostraron diferencias (p>0,05) (Anexo 1), sin embargo de no encontrarse diferencias
estadisticas vale anotar que con rbST se alcanzé un mayor promedio tanto de cuerpos luteos

como de numero de estructuras por vaca (Tabla 4.1).

La significancia de este trabajo es similar a la reportada por Neves et al. (2005) que indican
que el uso de rbST antes de la superovulaciéon no aumenta el nimero de estructuras totales
recolectadas. El nimero de estructuras recuperadas por Barrera et al. (2013) utilizando rtbST
fue de 9,65+7,62 el cual es similar a lo obtenido en este experimento en el grupo rbST y
también es similar a lo obtenido por Moraes (2008) de 9,50+3,0 estructuras colectadas. Sin
embargo, son inferiores a lo obtenido por Marquez (2011) de 16,2+7,00 estructuras totales

y a los obtenidos por Lee (2007) de 13,142,1 estructuras recuperadas.

Tabla 4.1. Numero de cuerpos luteos promedio y estructuras por vaca recolectadas

Tratamiento Cuerpos Luteos / vaca Numero de estructuras / vaca
Sin rtbST 9,00 7,40
Con rbST 11,40 9,60

Medias con letras diferentes son significativamente diferentes (p<0,05)

La respuesta entre tratamientos es similar a lo encontrado por Hasles et al. (2003) quienes
no encontraron diferencia en el nimero de cuerpos liteos en donadoras lactantes y no
lactantes tratadas con rbST durante superovulaciones repetidas. Sin embargo, el nimero de
cuerpos luteos es similar a lo reportado por Moraes (2008) que obtuvo 11,1£1,9 en el

tratamiento con 250 mg de rbST.

En el estudio realizado por Marquez (2011), las concentraciones de IGF-1 e insulina antes
de la aplicacion de rbST fueron similares entre tratamientos (p>0,05), sin embargo, se
incrementaron después de la aplicacion de la rbST, de tal manera que para el dia cuatro
posterior a la aplicacion fueron diferentes (p<<0,05) y se mantuvieron altas hasta por 7 dias.

En el presente estudio se presume que la aplicacion de tbST increment6 las concentraciones
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de IGF-1, favoreciendo el ligero incremento en el nimero de estructuras por vaca. Aunque
en este estudio no se midieron los niveles de IGF-1 en plasma diversos trabajos sefialan que:
el IGF-1 acelera el progreso meiodtico de oocitos bovinos en pequefios foliculos (<3 mm) y
mas embriones viables pueden ser obtenidos en ovejas y ganado cuando una gran poblacion
de foliculos alrededor de los 3 mm de tamafio estan presentes al momento de la estimulacion
(Velasquez et al., 2009, p.165). “Los niveles hormonales de IGF-1 y P4 fue alto en el grupo
CIDR+rbST comparado a aquellos del grupo CIDR” (Lee, 2007, p.197).

4.2. Etapa de desarrollo embrionario de las estructuras

Las estructuras obtenidas (morulas, blastocistos y blastocistos expandido) se detallan en la
Tabla 4.3. No se encontraron diferencias significativas por efecto o ausencia de la rbST para
los estadios de desarrollo blastocisto y blastocisto expandido, con una p > 0,10. Sin embargo
para la etapa de desarrollo de moérula existe diferencia significativa (p<0,10) (Ver Anexo 2).
“La adicion de somatotropina tiene influencia en el estado de desarrollo embrionario”
(Barrera, 2013, p.82). “EIl IGF-1 juega un rol importante en el crecimiento folicular bovino,
la obtencion de la competencia del ovocito y la viabilidad embrionaria” (Velasquez et al.,
2009, p.161), por lo que se considera que es importante el suministro de rbST en el

incremento de morulas en relacion al testigo.

Con respecto al promedio de moérulas obtenidas, se puede mencionar que Moraes (2008)
obtuvo tan solo un 0,5+0,2 en el tratamiento con rbST y 2,3+1,9 en el tratamiento sin rbST

los dos valores difieren de la respuesta en este experimento (Tabla 4.2).

Tabla 4.2. Numero promedio de estructuras segun su etapa de desarrollo.

Tratamiento Morulas Blastocisto Blastocisto Expandido
Sin rbST 6,20 b 1,00 0,20
Con rbST 9,60 a 0,00 0,00

Medias con letras distintas son significativamente diferentes (p<0,10)

En este experimento solamente se obtuvieron blastocistos en el tratamiento sin rbST por lo
que no fue posible realizar el analisis de varianza. Esto difiere de lo reportado por Moreira
et al. (2002), quienes obtuvieron estructuras para el estadio blastocisto y encontraron
diferencias significativas. También difiere de lo reportado por Moraes (2008) quien obtuvo
4,7+1,6 blastocistos y 0,6+0,3 blastocistos expendidos para el tratamiento con tbST y no

encontré diferencia significativa (p>0,05) entre los tratamientos.
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Sin embargo, es importante mencionar que al establecer la Tabla de Contingencia entre
tratamientos con las diferentes estructuras obtenidas no existe igual relacion, entre los
tratamientos en estudio, con una X2 = 8§,37*, p<0,05 (Tabla 4.3). Con la aplicacion de rbST
el 100% de las estructuras fueron moérulas; mientras que sin rbST, el 83.78% fueron morulas,

13.51% fueron blastocitos y 2.70% blastocitos expandidos.

Tabla 4.3. Tabla de contingencia entre tratamientos para las estructuras obtenidas

Tratamiento Morula  Blastocisto Blastocisto Expandido Total
Sin rbST 31 5 1 37
Con rbST 48 0 0 48
Total 79 5 1 85

Chi-cuadrado = 8,37 *

4.3. Grados de Calidad de las estructuras recolectadas

Se realizo el analisis de varianza respectivo para los grados de calidad de los embriones
totales recolectados (Ver Anexo 3) y no se encontraron diferencias entre los tratamientos
para la calidad de embriones recolectados (p>0,05), como se puede apreciar en la Tabla 4.4.
Esto difiere de lo encontrado por Lee, et al. (2007) quienes obtuvieron una mayor cantidad
de embriones Grado 1 (excelente) en un tratamiento utilizando rbST (p<0,01). Estos
resultados diferentes posiblemente se deben a la gran variabilidad de respuesta presente en
nuestro estudio en las diferentes unidades experimentales de cada tratamiento, reflejadas en

los altos coeficiente de variacion.

Comparado a lo reportado por Moraes (2008), la respuesta fue similar al no encontrarse
diferencias significativa (p>0,05) entre los tratamientos con y sin el uso de rbST. Aunque
los promedios obtenidos en este experimento son ligeramente mayores a los de Moraes
(2008) quien obtuvo: 7,3+2,5 Grado 1, 0,5+0,3 Grado 2 y 0,2+0,1 Grado 3 y ligeramente
superiores a los obtenidos por Moreira et al. (2002) de 6,2+1,2 embriones de calidad

Excelente.

Tabla 4.4. Numero promedio de estructuras segun su grado de calidad.

Tratamiento Grado 1 Grado 2 Grado 3 Grado 4
Sin rbST 5,60 1,20 0,40 0,20
Con bST 8,00 0,80 0,80 0,00

Medias con letras distintas son significativamente diferentes (p<0,05)
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“Los embriones de Grado 1 sobreviven muy bien al proceso de congelado/descongelado y
son recomendados para el comercio internacional. Los Grados 2 y 3 pueden ser transferidos
en frescos a receptoras adecuadas” (B6 y Mapletoft, 2013, p. 348), razon por la cual, todos

los embriones de Grado 1, fueron congelados.

Al establecer la tabla de contingencia entre los tratamientos con las diferentes estructuras
obtenidas se encontr6 diferente relacion entre los tratamientos ya que con la aplicacion de
rbST el 100% de las estructuras fueron morulas, mientras que sin rbST el 83.78% fueron

morulas, 13.51% fueron blastocitos y 2.70% blastocitos expandidos (Tabla 4.5).

Tabla 4.5. Tabla de contingencia entre tratamientos segtin su grado de calidad

Tratamiento Grado 1 Grado 2 Grado 3 Grado 4 Total
Sin rbST 28 6 2 1 37
Con rbST 40 4 4 0 48
Total 68 10 6 1 85

Chi-cuadrado = 2,81

La viabilidad de los embriones en los programas de superovulacion y transferencia de
embriones no solo se ve afectada por la tasa de ovulacion, pero también depende la manera
critica de si se produce la fertilizacion normal y el oviducto y el medio uterino en el que el

embridn se desarrolla antes de la recoleccion embrionaria. (Velasquez et al., 2009, p.167)

4.4. Grados de Calidad para la etapa de Mdérula

Debido a la cantidad de embriones en estadio de moérula, se realizoé un analisis estadistico de
la calidad de estas estructuras encontrandose diferencia significativa (p<0,10) en Grado 1,
en el resto de grados de calidad no se encontro6 diferencias estadisticas con una p>0,10 (Ver

Anexo 4).

La aplicacion de tbST es efectiva para incrementar el nimero promedio de moérulas de grado
1 (calificacion excelente) con un promedio de 8.00 en relacion al tratamiento sin la
aplicacion que apenas alcanzo 4.8 morulas de grado excelente, diferencidndose mediante la
DMS con p<0.05, en el resto de grados de calidad de las moérulas los promedios son bajos y

no se diferenciaron estadisticamente (Tabla 4.6).
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En el estudio realizado por Lee (2007) entre los embriones transferibles, el porcentaje de
embriones Grado 1 (excelente) fue significativamente superior (p<0,01) en el tratamiento
con rbST, obteniendo un estimado superior al 80% de esa calidad, al observar la Figura 9.
Se logra apreciar un comportamiento similar, es decir un mayor nimero de embriones de

Grado 1 y que son significativamente diferentes (p<0,10) a los obtenidos sin rbST.

Tabla 4.6. Numero promedio de morulas con base en su grado de calidad.

Tratamiento Grado 1 M Grado2 M Grado3 M Grado4 M
Sin rbST 4,80 b 1,00 0,20 0,20
Con rbST 8,00 a 0,80 0,80 0,00

Medias con letras distintas son significativamente diferentes (p<0,10)

60%

51%
50%

40%
30%

30%

20%

1% 1%
0%
Hm N MO
Grado 1 Grado 2 Grado 3 Grado 4

M Sin rbST ™ Con rbST

Figura 9. Efecto del tratamiento tbST sobre la calidad de moérulas.

Al establecer la tabla de contingencia entre los tratamientos con las diferentes calidades de
morulas se determind una relacion similar entre los dos tratamientos con respecto a las

calidades en estudio (Tabla 4.7).

Tabla 4.7. Tabla de contingencia entre tratamientos para calidades de mérula

Tratamiento Grado1 M Grado2M Grado3M Grado4M Total
Sin rbST 24 5 1 1 31
Con rbST 40 4 4 0 48
Total 64 9 5 1 79

Chi-cuadrado 3,41
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4.5. Estructuras transferibles y no transferibles

Conforme lo describe B6 y Mapletoft (2013) la calidad 1, 2 y 3 son transferibles, la calidad
4 son estructuras no viables y deben ser descartadas, por lo tanto son estructuras no
transferibles. En este trabajo no se encontraron diferencias significativa (p>0,10) entre los

tratamientos para el nimero de estructuras transferibles y las no transferibles (Ver Anexo 5).

En el tratamiento Sin rbST el porcentaje de embriones transferibles fue de 97.29% y con

rbST el 100%, como se puede apreciar la diferencia es minima (Tabla 4.8).

Esto difiere de lo encontrado por Moreira et al. (2002) que obtuvieron una respuesta mayor
del porcentaje de embriones transferibles utilizando rbST versus el control sin rbST (77,2%
> 56,4%; p < 0,01) y también difiere de lo reportado por Neves et al. (2005) quienes
utilizaron rbST antes de la superovulacion (4 dias antes) y obtuvieron un aumento en el
porcentaje de embriones viables o transferibles (p<0,05). Sin embargo, es similar a lo
obtenido por Lee, et al. (2007) que no encontraron diferencias entre el nimero de embriones
transferibles y degenerados. El nimero de embriones transferibles fue similar 9,6+1,8 con el

tratamiento rbST.

Tabla 4.8. Numero promedio de embriones transferibles y no transferibles.

Tratamiento Transferibles No Transferibles
Sin tbST 7,2 0,2
Con rbST 9,6 0

Medias con letras diferentes son significativamente diferentes (p<0,05)

Barrera et al., 2013 encontraron diferencias (p<0,05) en el nimero de embriones transferibles
utilizando rbST versus el grupo control, sin embargo, el numero fue menor (5,55+5,25) al
numero obtenido en este experimento. El nimero también fue menor en la investigacion
realizada por Gonzalez, et al., 2015 en vaquillas superovuladas utilizando rbST (1,0£0,5 vs

1,4+0,7) en tratamiento con una o dos dosis de rbST.

Moraes (2008) obtuvo 1,0+0,5 embriones degenerados o no transferibles diferentes de este
experimento en que todos los embriones son viables, el nimero de embriones transferibles

también fue menor (8,1+2,6).
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La proporcion de embriones transferibles en este experimento utilizando rbST fue del 100%,
lo cual difiere de lo reportado por Guzella (2014) quien utilizo dosis reducida de rbST (333
mg) el dia de la IA y obtuvo 69,9% de embriones transferibles por colecta. “La aplicacion
de somatotropina bovina recombinada tiene efecto favorable sobre el estado de desarrollo

embrionario temprano e incrementa el nimero de embriones viables” (Barrera, 2013, p.82).

En vacas Charolais superestimuladas se observé un incremento (p<0,09) en el niimero de
embriones transferibles (ET), embriones degenerados (ED) (p<0,05) en un trabajo reportado
por Marquez (2011) cuando adicion6 rbST. Sin embargo es diferente a lo obtenido en este
trabajo porque obtuvo 6,9+4,25 y 6,3£5,39 embriones transferibles y no transferibles

respectivamente.

Al establecer la tabla de contingencia entre tratamientos con respeto a los embriones

transferibles y no transferibles, se determiné una similar relacion (Tabla 4.9).

Tabla 4.9. Tabla de contingencia para embriones transferibles y no transferibles.

Tratamiento Transferibles No Transferibles Total
Sin rbST 36 1 37
Con rbST 48 0 48
Total 84 1 85

Chi-cuadrado 1,31

“El nimero de foliculos creciendo se incrementd cuando vacas o vaquillas fueron tratadas
con rbST y la administracion de rtbST en adicion a gonadotropinas increment6 el nimero de
embriones transferibles colectados después de la superovulacion” (Lee, 2007, p.198). “La
utilizacion de rbST antes del inicio de la superovulacion no aumento el nimero de estructuras
totales colectadas, pero aumento el porcentaje de embriones viables, independientemente de

la dosis utilizada 250 mg o 500 mg” (Neves, 2005, p.208)

Sin embargo, la variabilidad entre experimentos puede estar relacionada a muchos factores
incluyendo la dosis de rbST, el método de examinacion ovarica, tipo y dosis de
gonadotropina y tanto el niimero como la condicidon corporal de animales usados en tales

estudios. (Velasquez et al., 2009, p.166)
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CAPITULO V
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1. Conclusiones

La comparacion mediante ultrasonografia del nimero de cuerpos luteos, permitié observar
y contabilizar las cantidades producidas en cada uno de los tratamientos. Esta herramienta
es de mucha utilidad en los protocolos de superovulacion pues permite tener una idea del

numero de embriones o estructuras totales que podrian obtenerse al momento del lavado.

El uso de la somatotropina recombinante bovina increment6 la cantidad de embriones del
estadio de morula (p<0,10), diferencia muy importante en nuestro medio debido al limitado

desarrollo y aplicacién de la técnica.

No se encontré un efecto significativo (p>0,05) al comparar el grado de calidad de las
estructuras totales recolectadas. Sin embargo, a analizar el grado de calidad para la etapa de
morula, se encontr6 diferencia significativa (p>0,10) entre tratamientos, siendo el mejor el

tratamiento con rbST.

5.2. Recomendacion

Bajo las condiciones del experimento, se recomienda la utilizacion de rbST por provocar el
mayor namero de cuerpos liteos y numero de estructuras/vaca, un mayor numero de
morulas, un mayor incremento de morulas especialmente de grado 1 y mayor niimero de

embriones transferibles.
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ANEXOS

Anexo 1. Analisis de variancia del nimero de cuerpos liteos y estructuras
recolectadas/vaca en la comparacion de tratamientos con y sin rbST.

Fuentes de G.L Cuerpos Luteos Numero de estructuras / vaca
Variacién

Total 9

Tratamiento 1 14,40 ns 12,10 ns

Error 8 7,90 5,30

Promedio (nro.) 10,20 8,50

CV (%) 27,56% 27,08

Anexo 2. Analisis de variancia del nimero de estructuras segiin su etapa de desarrollo
en la comparacion de tratamientos con y sin rbST.

Fuentes de G.L Mobérulas Blastocistos Blastocisto
Variacién Expandido
Total 9

Tratamiento 1 28,90* 0,00 ns 0,00 ns
Error 8 6,00 0,00 0,00
Promedio (nro.) 7,90 0,50 0,10

CV (%) 31,01% 0,00 0,00

* Significancia p < 0,10, ns = no significativo p > 0,10

Anexo 3. Analisis de variancia del nimero de estructuras segin su grado de calidad en
la comparacion de tratamientos con y sin rbST

Fuentes de G.L Gradol Grado 2 Grado 3 Grado 4
Variacion

Total 9

Tratamiento 1 14,40 ns 0,40 ns 0,40 ns 0,00 ns
Error 8 8,15 1,20 1,75 0,00
Promedio (nro.) 6,80 1,00 0,60 0,10
CV (%) 41,98 109,54 220,48 0,00

Anexo 4. Analisis de variancia del nimero de moérulas con base en su grado de calidad,
en la comparacion de tratamientos con y sin rbST.

Fuentes de GL GradolM Grado 2 M Grado 3 M Grado4 M
Variacion

Total 9

Tratamiento 1 25,60 * 0,10 ns 0,90 ns 0,00 ns
Error 8 7,35 1,35 1,70 0,00
Promedio (nro.) 6,40 0,90 0,50 0,10

CV (%) 42.36% 129,10% 260,77% 0,00

* Significancia p < 0,10, ns = no significativo p > 0,10
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Anexo 5. Analisis de variancia del nimero de embriones transferibles y no transferibles
en la comparacion de tratamientos con y sin rbST

Fuentes de G.L Embriones transferibles Embriones no Transferibles
Variacion

Total 9

Tratamiento 1 14,40 ns 0,00 ns

Error 8 4,50 0,00

Promedio (nro.) 8,40 0,10

CV (%) 25.25% 0,00

ns = no significativo p > 0,10
Anexo 6. Resumen Estadistico de las variables representativas

La tabulacion de los datos registrados para el numero de cuerpos lateos y total de estructuras
post tratamiento se obtuvo los siguientes resultados:

) Sin rbST Con rbST
Variable - -
Media  DesvStan Total Media  DesvStan Total
Cuerpos Luteos 9,00 3,61 45 11,40 1,67 57
Total Estructuras 7,40 2,70 37 9,60 1,82 48

Anexo 7. Resumen Estadistico del total de las estructuras

Las estructuras recolectadas fueron clasificadas segtin su grado de desarrollo de la siguiente
manera:

Sin rbST Con rbST

Variable Total
Media DesvStan  Total Media DesvStan  Total Estructuras

Morulas 6,20 2,95 31 9,60 1,82 48 79

Blastocisto 1,00 1,41 5 0,00 0,00 0 5

Blastocisto Expandido 0,20 0,45 1 0,00 0,00 0 1

Total 37 48 85

Anexo 8. Prueba de Chi-cuadrado para el Grado de Desarrollo Embrionario

Tratamiento Morula Blastocisto Blastocisto Expandido Total X calculado X tabular
Sin rbST 31 5 1 37
Con rbST 48 0 0 48 837 3,99

Total 79 5 1 85
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Del analisis de tablas de contingencia para el grado de desarrollo embrionario se puede
apreciar que no existe relacion (p<0,05) entre los tratamientos, el uso de somatotropina
recombinante bovina (rbST) produjo mayor cantidad de moérulas a diferencia de lo ocurrido
sin el uso de rbST en el que se obtuvieron blastocistos y blastocistos expandidos. El grafico
muestra los resultados con respecto al desarrollo embrionario.
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Anexo 9. Prueba de Chi-cuadrado para la Calidad de estructuras

Tratamiento Grado 1 Grado?2 Grado3 Grado 4 Total X2 calculado X? tabular
Sin rbST 28 6 2 1 37

Con rbST 40 4 4 0 48 2,81 7,81

Total 68 10 6 1 85

Se realiz6 un analisis de tablas de contingencia para la calidad de estructuras colectadas y se
encontrd la misma relacion (p>0,05) para los tratamientos con rbST y sin la aplicacion de
rbST. Es decir que existe una proporcionalidad de la calidad de estructuras como se puede
apreciar en el grafico:
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Anexo 10. Prueba de Chi-cuadrado para el Grado de Morulacion

Tratamiento Grado 1 Grado2 Grado3 Grado 4 Total X2 calculado X? tabular
Sin rbST 24 5 1 1 31

Con rbST 40 4 4 0 48 3,41 7,81
Total 64 9 5 1 79

Se realiz6 tabla de contingencia para analizar el grado de morulacion de las estructuras
colectadas, es decir la calidad de las morulas. Se encontro relacion entre los tratamientos
(p>0,05) que respondieron proporcionalmente en la produccion de morulas. En el grafico se
aprecia la distribucion de calidad de embriones en el desarrollo embrionario de morula.
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Anexo 11. Prueba de Chi-cuadrado para las estructuras transferibles y no transferibles

Tratamiento Transferibles No Transferibles Total X2 calculado X tabular
Sin rbST 36 1 37

Con rbST 48 0 48 1,31 3,84
Total 84 1 85

En la presente investigacion se encontrd relacion entre los tratamientos (p>0,05) en la
produccion de estructuras y tan solo se obtuvo 1 estructuras no viable o no transferible. El
grafico muestra el numero de estructuras segun su viabilidad.
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Anexo 12. ANOVA de cuerpos luteos
Analisis de la varianza

Variable N R? R2Aj CV
Cuerpos Luteos 10 0,19 0,08 27,56

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)
FV. SC glCM F p-valor

Modelo. 14,40 1 14,40 1,82 0,2139

Tratamiento 14,40 1 14,40 1,82 0,2139

Error 63,20 8 7,90

Total 77,60 9

Test:LSD Fisher Alfa=0,05 DMS=4,09924

Error: 7,9000 gl: 8

Tratamiento Medias n E.E.

Sin 9,00 51,26 A

Con 11,40 5126 A

Medias con una letra comdn no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Anexo 13. ANOVA de Total de Estructuras

Analisis de la varianza

Variable N R? R2Aj] CV
Estructuras 10 0,22 0,12 27.08

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)
FV. SC glCM F p-valor

Modelo. 12,10 112,102,28 0,1692

Tratamiento 12,10 1 12,102,28 0,1692

Error 42,40 8 5,30

Total 54,50 9

Test:LSD Fisher Alfa=0,05 DMS=3,35759
Error: 5,3000 gl: 8

Tratamiento Medias n E.E.

SinrtbST 7,40 51,03 A

ConrbST 9,60 51,03 A

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)
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Anexo 14. ANOVA para Desarrollo Embrionario (Mérulas)
Analisis de la varianza

Variable N R? R2Aj CV
Morulas 10 0,38 0,30 31,01

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)
F.V. SC gl CM F p-valor

Modelo. 28,90 1 28,90 4,82 0,0595

Tratamiento 28,90 128,90 4,82 0,0595

Error 48,00 8 6,00

Total 76,90 9

Test:LSD Fisher Alfa=0,05 DMS=3,57245

Error: 6,0000 gl: 8

Tratamiento Medias n E.E.

Sin 6,20 51,10 A

Con 9.60 51,10 A

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

Anexo 15. ANOVA de Grado 1 de Calidad de Total de Estructuras
Analisis de la varianza

Variable N R? R?2Aj CV
Total Gradol 10 0,18 0.08 41,98

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)
F.V. SC gl CM F p-valor

Modelo. 14,40 1 14,40 1,77 0,2204

Tratamiento 14,40 114,40 1,77 0,2204

Error 65,20 8 8,15

Total 79.60 9

Test:LSD Fisher Alfa=0,05 DMS=4,16360

Error: 8,1500 gl: 8

Tratamiento Medias n E.E.

Sin 5,60 51,28 A

Con 8.00 5128 A

Medias con una letra comUn no son significativamente diferentes (p > 0,05)
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Anexo 16. ANOVA de Grado 2 de Calidad de Total de Estructuras
Analisis de la varianza

Variable N R2 R2Aj CV
Total Grado2 10 0,04 0,00 109,54

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)
FV. SC gl CM F p-valor

Modelo. 0,40 10,40 0,33 0,5796

Tratamiento 0,40 10,40 0,33 0,5796

Error 9,60 81,20

Total 10,00 9

Test:LSD Fisher Alfa=0,05 DMS=1,59765

Error: 1,2000 gl: 8

Tratamiento Medias n E.E.

Con 0,80 50,49 A

Sin 1,20 50,49 A

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

Anexo 17. ANOVA de Grado 3 de Calidad de Total de Estructuras
Analisis de la varianza

Variable N R? R2Aj; CV
Total Grado3 10 0,03 0,00 220.48

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)
FV. SC gl CM F p-valor

Modelo. 0,40 10,40 0,23 0,6454

Tratamiento 0,40 10,40 0,23 0,6454

Error 14,00 8 1,75

Total 14,40 9

Test:LSD Fisher Alfa=0,05 DMS=1,92934

Error: 1,7500 gl: 8

Tratamiento Medias n E.E.

Sin 0,40 50,59 A

Con 0.80 50,59 A

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)
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Anexo 18. ANOVA de Grado 1 de Calidad de Mérula
Analisis de la varianza

Variable N R? R2Aj CV
Morula Grado 1 10 0,30 0.22 42,36

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)
F.V. SC gl CM F p-valor

Modelo. 25,60 125,60 3,48 0,0990

Tratamiento 25,60 125,60 3,48 0,0990

Error 58,80 8 7,35

Total 84.40 9

Test:LSD Fisher Alfa=0,05 DMS=3,95397

Error: 7,3500 gl: 8

Tratamiento Medias n E.E.

Sin 480 51,21 A

Con 8,00 5121 A

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

Anexo 19. ANOVA de Grado 2 de Calidad de Morula
Analisis de la varianza

Variable N R? R2A; CV
Morula Grado2 10 0,01 0,00 129,10

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)
FV. SC gl CM F p-valor

Modelo. 0,10 10,10 0,07 0,7924

Tratamiento 0,10 10,10 0,07 0,7924

Error 10,80 8 1,35

Total 10,90 9

Test:LSD Fisher Alfa=0,05 DMS=1,69456

Error: 1,3500 gl: 8

Tratamiento Medias n E.E.

Con 0,80 50,52 A

Sin 1,00 50,52 A

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)
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Anexo 20. ANOVA de Grado 3 de Calidad de Mérula
Analisis de la varianza

Variable N R2? R?2Aj] CV
Morula Grado3 10 0,06 0,00 260,77

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)
FV. SC gl CM F p-valor

Modelo. 0,90 10,90 0,53 0,4876

Tratamiento 0,90 10,90 0,53 0,4876

Error 13,60 8 1,70

Total 14,50 9

Test:LSD Fisher Alfa=0,05 DMS=1,90158

Error: 1,7000 gl: 8

Tratamiento Medias n E.E.

Sin 0,20 50,58 A

Con 0.80 50,58 A

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

Anexo 21. ANOVA de Embriones Transferibles
Analisis de la varianza

Variable N R2? R2Aj CV
Transferibles 10 0,29 0.20 25,25

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)
F.V. SC gl CM F p-valor

Modelo. 14,40 1 14,403,20 0,1114

Tratamiento 14,40 114,40 3,20 0,1114

Error 36,00 8 4,50

Total 50,40 9

Test:LSD Fisher Alfa=0,05 DMS=3,09383

Error: 45000 gl: 8

Tratamiento Medias n E.E.

Sin 7,20 50,95 A

Con 9.60 5095 A

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)
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Anexo 22. Fotografias

Conservacion lavado Varios materiales

Cajas con materiales y Bafio Maria
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Limpieza de genitales

Lavado de embriones Colecta de embriones (Medio Holding)

Esteroscopios Busqueda y clasificacion de embriones
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Embriones colectados




