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RESUMEN

La produccion de leche es de suma importancia para la economia nacional. Mediante
la superovulacion y transferencia de embriones es posible obtener animales
genéticamente mejorados, y por lo tanto mejorar la productividad de las finas. El
objetivo del presente estudio fue evaluar el efecto de sustituir las cuatro ultimas dosis
de FSH en el protocolo de superovulacion por dos dosis de eCG en vacas lecheras.
Para ellos 8 vacas Holstein fueron sometidas a un protocolo de sincronizacion de la
onda folicular y de la ovulacion, y de estimulacidén ovérica. Las vacas se asignaron
aleatoriamente a uno de los dos tratamientos de superovulacion siguientes: FSH, 8
dosis decreciente de FSH por 4 dias; FSH+eCG, las cuatro ultimas dosis de FSH en
el protocolo convencional se sustituyeron por una dosis de eCG de 600 Ul. Los datos
se analizaron mediante andlisis de varianza del programa estadistico SPSS. La
respuesta ovulatoria fue similar entre tratamientos (10,25 £ 1,31 y 10,00 % 1,29 para
FSHy FSH+eCG respectivamente). Las vacas tratadas con FSH (6,00 + 0,58) tuvieron
mayor numero (P10.05) de foliculos anovulatorios que las FSH+eCG (3,25 + 0,63). El
namero de estructuras recuperadas, embriones transferibles, embriones degenerados
y ovocitos sin fecundar fueron similares entre tratamientos. En las vacas tratadas con
FSH+eCG se recuperaron mas morulas (45.6 vs 20.1% respectivamente) y
blastocistos expandidos (6.8 vs 0.0% respectivamente) y menos blastocistos regulares
(40.7 vs 6.6% respectivamente) que el tratamiento con FSH, aunque las diferencias
no fueron significativas. Las vacas tratadas con FSH produjeron menos blastocistos
de calidad 1 y mas de calidad 2 que las tratadas con FSH+eCG. En conclusién, la
sustitucion de las cuatro Ultimas dosis de FSH en el protocolo de superovulacion
convencional por una dosis de eCG no mejoro la respuesta superovulatoria ni la
produccion de embriones transferibles.

Palabras clave: multiovulaciéon, transferencia de embriones, FSH, eCG, vacas
lecheras.
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ABSTRACT

Milk production is of great importance to the national economy. Through
superovulation and embryo transfer it is possible to obtain genetically improved
animals, and therefore improve the productivity of dairy farms. The objective of the
present study was to evaluate the effect of substituting the last four doses of FSH in
the superovulation protocol for two doses of eCG in dairy cows. Eight Holstein cows
were subjected to a protocol of follicular wave and ovulation synchronization, and
ovarian stimulation. Cows were randomly assigned to one of the following two
superovulation treatments: FSH, 8 decreasing doses of FSH for 4 days; FSH + eCG,
the last four doses of FSH in the conventional protocol were replaced by a 600 IU dose
of eCG. The data were analyzed by analysis of variance of the SPSS statistical
program. The ovulatory response was similar between treatments (10.25 + 1.31 and
10.00 = 1.29 for FSH and FSH + eCG respectively). The cows treated with FSH (6.00
+ 0.58) had a higher number (P>0.05) of anovulatory follicles than the FSH + eCG
(3.25 £ 0.63). The number of recovered structures, transferable embryos, degenerated
embryos and unfertilized oocytes were similar between treatments. In cows treated
with FSH + eCG, more morulae (45.6 vs 20.1% respectively) and expanded
blastocysts (6.8 vs 0.0% respectively) and fewer regular blastocysts (40.7 vs 6.6%
respectively) were recovered than FSH treatment, although differences were not
significant. Cows treated with FSH produced fewer quality 1 and more quality 2
blastocysts than FSH + eCG treated cows. In conclusion, substituting the last four
doses of FSH in the conventional superovulation protocol for one dose of eCG did not
improve the superovulatory response or the production of transferable embryos.

Keywords: multiovulation, embryo transfer, FSH, eCG, dairy cows.
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CAPITULO 1

1.1. Introduccién

El mejoramiento genético del ganado bovino es uno de los factores que
permiten mejorar la produccion y calidad de carne o leche (Zumba, 2012). Una forma
de valorar la productividad bovina es a través de la meta mundialmente aceptada de
una cria y una lactancia por vaca afio. Para cumplirse esta meta es necesario que la
vaca inicie la gestacion alrededor de los 90 dias luego de parto (Perea et al., 2002).
Sin embargo, en el pais la productividad bovina esta limitada ya que esta meta es
dificil de lograr debido a los diversos factores que afectan el desempefio reproductivo
de los rebafios, y que es muy complejo controlar (Gonzalez et al., 1988). Sin embargo,
en la actualidad se cuenta con nuevos enfoques y estrategias para el control
reproductivo y el mejoramiento genético que incluye numerosas biotecnologias
reproductivas como la inseminacién artificial, los protocolos hormonales para la
sincronizacion del celo, la superovulacion y transferencia de embriones, fecundacion
in vitro y la criopreservacion de embriones y gametos (Palma, 2001).

Los protocolos hormonales para sincronizacion del celo y la ovulacion, y para
la estimulacion ovérica o superovulacion (SOV) tienen como objetivo principal mejorar
la eficiencia reproductiva y la calidad genética de los rebafios bovinos (Cérdova,
2011). Otras de las tecnologias de importancia aplicada en las Ultimas décadas son la
transferencia de embriones (TE), la produccion de embriones in vitro y el sexado de
embriones (Bonilla, Mejia, Gomez, Torres, & Uribe, 2018). Para elevar la calidad
genética de los bovinos por muchos afios se ha utilizado la inseminacion artificial (1A);
sin embargo, esta biotecnologia ha permitido la mejora genética de los rebafios solo
por la via paterna. No obstante, la SOV y la TE permite incrementar varias veces el
namero de crias que una hembra genéticamente superior puede producir en su vida
uatil, lo cual acelera el progreso genético y reduce el intervalo generacional (FAO,
2010).

La superovulacion es la biotecnologia reproductiva que permite inducir
numerosas ovulaciones al mismo tiempo mediante la utilizacion de hormonas. Una
vez que las vacas son detectadas en celo 0 no, en caso que se utilicen protocolos de
sincronizacion de la ovulacion e inseminacion artificial a tiempo fijo (IATF), se aplica
la IA para obtener numerosos embriones que, de tener la calidad adecuada, pueden
ser transferidos a hembras receptoras (Maldonado & Bolivar, 2008). Para maximizar
la respuesta superovulatoria y garantizar el crecimiento sincronizado de numerosos
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foliculos, los tratamientos SOV son combinados con protocolos de sincronizacion de
la ovulacion mediante una combinacion de hormonas (Bo & Mapletoft, 2014).

La superovulacion tradicional consiste inducir multiples ovulaciones, mediante
la administracién de gonadotrofinas como la gonadotrofina coriénica equina (eCG) y
la hormona foliculo estimulante (FSH) (Cabodevila & Torquarti, 2001), que se obtiene
como extracto de pituitaria de porcinos, ovinos y equinos. Aunque por muchos afnos
se utilizé la eCG para la estimulacion ovarica, en la actualidad la hormona mas usada
en programas de transferencia de embriones es la FSH. Debido a la vida corta de la
FSH (5 a 12 horas), esta hormona se aplica en dosis decrecientes dos veces al dia,
durante cuatro dias, comenzando entre los dias 8 y 12 del ciclo astral (Mikkola &
Taponen, 2017). Por tanto, los protocolos mas comunes requieren seis a ocho
aplicaciones de FSH con intervalos de 12 horas. Con este estimulo gonadotrépico se
desarrollan varios foliculos que pueden alcanzar la ovulacion, lo que permite obtener
varios embriones en cada colecta si la respuesta superovulatoria es exitosa (Lamp,
20009).

En el presente trabajo se estudi6 el efecto de la superovulacion con el
reemplazo de las ultimas cuatro dosis de FSH (Folltropin) por una sola dosis de eCG
(Novormon), para determinar su efecto en la respuesta superovulatoria, y en la
cantidad y calidad de embriones recuperados.

13
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1.2. Planteamiento del problema

En las explotaciones bovinas ecuatorianas, el mejoramiento genético juega un
papel muy importante, y tiene como propdsito incrementar la produccion de leche y de
carne para abastecer la demanda de estos productos y sus derivados (Hadgu y
Fesseha, 2020). Por otra parte, la eficiencia reproductiva de los rebafios bovinos es
deficiente por lo cual la productividad de las fincas es baja. Una forma de evaluar el
desempefio reproductivo de un rebafio es considerar la meta mundialmente
reconocida de una lactancia y una cria al afio (Perea et al., 2002). Sin embargo, debido
a factores genéticos y ambientales esta meta es dificil de lograr, mas aun en
condiciones tropicales (Gonzalez et al., 1988).

Bajo condiciones de manejo reproductivo tradicional, es decir, monta natural, o
manejo mejorado, IA, las hembras bovinas pueden tener en el mejor de los casos, una
sola cria al afio. De esta manera la mejora genética del rebafio se logra Unicamente
por la via del toro, el cual a través de la IA puede producir cientos de crias al afio. Sin
embargo, desde hace varias décadas la superovulacion y transferencia de embriones
se ha estado aplicando y ha permitido multiplicar varias veces el nimero de crias que
una vaca puede tener a lo largo de su vida productiva (Mapletoft, 2013). Esto permite
incrementar la intensidad de seleccion y reducir el intervalo generacional del rebafio
(Hasler, 2014).

La SOV consiste en la estimulacibn ovarica mediante hormonas
gonadotropicas, que estimulan el crecimiento de multiples foliculos en ambos ovarios
gue luego ovulan, y de los cuales se puede obtener varios embriones transferibles, si
las vacas son inseminadas en el momento adecuado (Mapletoft, 2013). Luego de la
IA, entre los dias 6 y 8, se lleva a cabo la recuperacion no quirdrgica de los embriones,
gue luego de su evaluacién son transferidos los de calidad éptima a hembras
receptoras (Gonzalez, 2001).

Los primeros tratamientos de superovulaciéon consistieron en la aplicacion de
una sola dosis de eCG entre el final de la fase luteal (diestro) y comienzo de la folicular
(proestro), es decir, aproximadamente en el dia 16-17 del ciclo estral (Bo & Mapletoft,
2014). Sin embargo, debido a que la eCG tiene una vida media muy larga (alrededor
de 40 horas), y permanece en circulacién varios dias, causa una estimulacién ovérica
prolongada que deriva en fallas de la ovulacién, concentraciones hormonales
alteradas y embriones de baja calidad (Bo & Mapletoft, 2014).

Debido a estos inconvenientes, durante muchos afios se han utilizado extractos
de glandula hipdfisis que contenian cantidades variables de FSH y LH (hormona
luteinizante), motivo por el cual se comenzaron a purificar extractos con menor
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cantidad de LH, que producian una respuesta superovulatoria mas uniforme y efectiva
(Amsrong et al., 1986). No obstante, debido a que la FSH tiene una vida media de
actividad biolégica muy corta (menor a 5 horas) (Laster, 1972), es necesario aplicar al
menos dos dosis diarias para lograr una respuesta superovulatoria adecuada. En la
actualidad se utiliza una dosis total de 400 mg que se aplican en dosis decrecientes
diarias durante 4 dias consecutivos, y produce una respuesta superovulatoria
satisfactoria en vacas y vaquillas lecheras (Mikkola & Taponen, 2017).

Sin embargo, los protocolos de estimulacion ovarica con dosis decreciente de
FSH por cuatro dias, implica que las vacas o vaquillas donantes deben ser movilizadas
dos veces al dia durante 4 dias. Esto puede originar y ser una causa de la repuesta
variable de la SOV (Bo & Mapletoft, 2014). Esto ha impulsado la iniciativa de probar
alternativas para reducir este problema. En tal sentido, se ha diluido la FSH con
sustancias retardantes que prolongan el periodo de liberacion de la hormona con lo
cual ha sido posible aplicar una sola dosis de FSH con una respuesta comparable al
esquema tradicional de cuatro dias en dosis decrecientes (Tribulo et al., 2011).
Asimismo, la administracién de una sola dosis de FSH epidural ha tuvo una respuesta
similar al protocolo tradicional antes mencionado (Sakaguchi et al., 2018).

15
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1.3. Hipotesis

Ho: El remplazo de las dltimas cuatro dosis de FSH por una sola dosis de eCG
produce una respuesta superovulatoria y una cantidad y calidad de embriones
transferibles similares al protocolo tradicional de ocho dosis de FSH, en menor tiempo

de duracioén del tratamiento.

16
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1.4. Antecedentes

En los ultimos afios, se ha utilizado intensamente la transferencia de embriones
bovinos, tanto en animales de carne como de leche. La transferencia embrionaria
empezd a aplicarse en los afios 1970, sin embargo, la historia se remonta desde
mucho tiempo atras (Brito, 1999). La primera transferencia de embriones la realizé
Walter Heape en conejas en el afio de 1890 y el primer embrién en bovinos se obtuvo
en 1930 (Hasler, 2014). Luego en la década de los afios 30 del siglo pasado, se
comenzaron a realizar trabajos de transferencia de embriones en animales como
ovejas y cabras, mientras que en los afios 30 y 40 se investigd sobre la coleccion y
trasferencia de embriones en bovinos. Luego de muchos intentos nacié en Wisconsin
el primer ternero en 1951 producto del trabajo de Willett y colegas (Betteridge, 2000).
Este hecho constituyd un precedente para que la aplicacion de los programas de
multiovulacién y transferencia embrionaria (MOET; Smith, 1988) tuviera un gran auge,
luego que numerosas compafias comerciales se establecieran en USA, Canada y
Europa, a inicios de 1970. La posibilidad de mejoramiento genético de los rebafios
bovinos a nivel mundial, de control de enfermedades y de importar y exportar
embriones entre paises, convirtié a los programas MOET en una actividad muy exitosa
(Mapletoft, 2013). Como consecuencia, en 1974 se funda la Sociedad Internacional
de Tecnologia Embrionaria (IETS) (Hasler, 2014).

Como se indico anteriormente, en los primeros afos se utilizo la hormona eCG
para estimulacion ovarica en los programas MOET (Bo & Mapletoft, 2014). Luego se
incluyé la prostaglandina F2a (PGF2 a) en los protocolos de superovulatorio lo cual
permitié comenzar el tratamiento en cualquier momento del ciclo estral (Elsden, 1974).
No transcurrieron muchos afios cuando se disponia en el mercado de extractos
purificados de FSH de glandula hipdfisis de porcinos, para los cuales era necesario
aplicar varias dosis para obtener una respuesta superovulatoria satisfactoria (Mikkola
& Taponen, 2017).

La super ovulacion consiste en el estimulo hormonal del ovario para aumentar
el numero de foliculos producidos durante el estro, por medio de la aplicacion de
diferentes hormonas con funcion estimulante de los foliculos, aunque un pequefio
estimulo de LH también es necesario, muchas veces provisto por la LH producida por
el animal tratado (Bo & Mapletoft, 2014). Con el fin de evitar el estrés causado por la
movilizacion de las hembras donantes cundo se aplican protocolos SOV con 2 dosis
diarias decreciente de FSH por cuatro dias, se han probado modalidades de una sola
aplicacién, como la de liberacion lenta (Tribulo et al., 2011) o la que se administra por
via epidural (Sakaguchi et al., 2018), con resultados similares a los obtenidos con el
protocolo tradicional.

En una investigacion llevada a cabo por Mattos et al. (2011), se intentd
comprobar la efectividad
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De un protocolo de SOV reemplazando las dos ultimas dosis de la hormona
foliculo estimulante porcina (FSHp) por la hormona gonadotropina coridnica equina
(eCG). Se utilizaron donantes Red Sindhi, que en total sumaban 19 vacas primiparas
y vaquillas nuliparas, con una condicion corporal entre 3.0 y 3.5 (escala 1 al 5). Las
vacas fueron superovuladas con dos protocolos diferentes, con un intervalo de 42 dias
entre tratamientos SOV. Estas fueron tratadas con una dosis de 2 mg d benzoato de
estradiol intramuscular y un dispositivo liberador de progesterona (DIB), intravaginal
el dia de inicio del protocolo (dia 0). Cuatro dias después, los animales con el protocolo
tradicional fueron tratados con 100 mg de FSH-p, que se administraron dos veces al
dia en ocho dosis decrecientes durante 4 dias (protocolo 1; FSHp), mientras que en
las hembras en las que se utilizé el protocolo a ser validado, las dos ultimas dosis de
FSH-p (dia 7) fueron sustituidas por una dosis de 150 Ul de eCG (protocolo 2;
FSHp/eCG). Se demostré una respuesta SOV superior en las vacas del tratadas con
el protocolo 2 que con el 1, con una mejor respuesta superovulatoria y mayor nuero
de embriones transferibles (Mattos et al., 2011).
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1.5. Objetivos

1.5.1. Objetivo General

o Cuantificar la respuesta superovulatoria con el reemplazo parcial de FSHp por
eCG frente al protocolo tradicional de superovulacion.

1.5.2. Objetivos Especificos

o Cuantificar la respuesta superovulatoria con el uso de eCG sustituyendo las
Ultimas cuatro dosis de FSH en el protocolo de superovulacion, frente al
protocolo tradicional de FSH.

o Determinar el nUmero de estructuras totales obtenida (ovocitos/embriones),
embriones transferibles, embriones degenerados y ovocitos sin fecundar,
cuando se reemplaza las ultimas cuatro dosis de FSH por una de eCG.

o Comparar la calidad de los embriones transferibles obtenidos con los dos
tratamientos
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1.6. Justificacion

El mejoramiento genético mediante la inseminacién artificial tradicional tiene
como desventaja que el incremento de la calidad genética y productiva de los rebafios
se logra por la via del macho, desaprovechandose el germoplasma de las hembras
genéticamente superiores, de las cuales solo se puede obtener una cria al afo,
cuando su eficiencia reproductiva es excelente. No obstante, el advenimiento de la
MOET abiri6 la posibilidad de que estas hembras pudieran aumentar varias veces el
namero de crias durante su vida productiva (Mapletoft, 2013), e incrementar la
intensidad de seleccion y reducir el intervalo generacional de los rebafios (Hasler,
2014).

Por las razones antes mencionadas, mediante la SOV el mejoramiento genético
es mas acelerado por lo que se puede cumplir las metas de produccién en menos
tiempo. Los diferentes protocolos hormonales para lograr ovulacion multiple y la
transferencia de embriones(TE), en general, permiten obtener numerosos embriones
gue en normalmente resultan de la combinacion de gametos de animales superiores,
y su impacto en los rebafios se traduce en niveles crecientes de produccién (Mantilla,
2012)

De manera que una hembra de alto valor genético podra incluirse en
numerosos programas SOV durante el afio, pudiéndose multiplicar su capacidad
reproductiva varias veces, usandose como receptoras vacas y vaquillas de menor
valor econdmico, que hace mas eficiente el sistema de produccion (Calva-Rodriguez,
2001).

Por consiguiente, el presente estudio tiene gran importancia por la posibilidad
de validar un protocolo SOV que iguale o mejore los resultados que se obtienen con
los protocolos de SOV que usan inyecciones repetidas de FSH durante 4 dias, lo cual
podria afectar la efectividad del tratamiento SOV cuando las vacas o vaquilla
donadoras se estresan debido al manejo intensivo al cual son sometidas. Asi, un
protocolo de estimulacion ovarica que impligue menor movilizacion de los animales y
menor costo pudiera representar un beneficio para los ganaderos de la region y el
pais.
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CAPITULO 2. MARCO TEORICO

2.1. Anatomiay fisiologia del aparato reproductor de la vaca

El tracto reproductivo de la vaca esta conformado por los ovarios, oviductos,
atero, cérvix (o cuello uterino), vagina y genitales externos (Figura 1). Estos érganos
se encuentran localizados, total o parcialmente, dentro de la cavidad pélvica en
funcion de la edad del animal y el nimero de partos. Ademas, cumplen funciones que
garantizan el propésito de la reproduccion, la perpetuacion de la especie (Senger,
2012).

Figura 1. Aparato reproductor de la vaca donde se aprecian el ovario (1), oviducto (3), cuerno
uterino (4), ligamento intercornual (5), cuerpo del Gtero (7), cuello o cérvix (8), vagina (12).
Fuente: Fernandez-Sanchez, 2008.

Aunque todos los componentes de aparato reproductor son importantes,
algunos tienen funciones mas relevantes que otros. Por ejemplo, los ovarios o
gonadas femeninas cumplen dos funciones fundamentales: 1) producen hormonas
esteroideas y 2) contienen los gametos femeninos. Los gametos femeninos u ovocitos

21



Universidad
@ Catdlica
de Cuenca

se encuentran dentro de una estructura ovarica conocida como foliculo. Los foliculos
se encuentran localizados en la corteza ovarica (Figura 2), y algunos de ellos producen
cantidades importante de estradiol (E2). El cuerpo lateo (CL), la otra estructura
funcional del ovario (Figura 2), se forma a partir de un foliculo ovulado, y luego que se
desarrolla por completo, produce grandes cantidades de progesterona (P4) que son
necesarias para mantener la gestacion. La figura 3 muestra un CL y un foliculo de
gran tamafio, presuntivamente dominante (Senger, 2012).

Figura 2. Ovario cortado a la mitad que muestra la médula (1), la corteza (2), los foliculos
antrales (3) y el cuerpo luteo (4). Fuente: Fernandez-Sanchez, 2008.

El oviducto es un delgado conducto que comunican el cuerno uterino con el
ovario, aunque no hace contacto con él. El extremo distal del mismo, que se encuentra
cercano al ovario, tiene forma de un embudo y recoge al ovocito luego de la ruptura
del estigma del foliculo ovulatorio. Ademas, el oviducto es importante porque en su
parte media ocurre la fecundacion. El utrero es el compartimiento que recibe al
embrién, aproximadamente el dia 6-7 luego del celo, y es donde se desarrolla la
gestacion. El endometrio uterino produce una hormona, la prostaglandina 2o (PGF2a)
gue es responsable de desencadenar la lutedlisis al final de la fase luteal (Hafez y
Hafez, 2013).
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En la vaca, el ciclo estral tiene una duracion de 21 dias y se extiende desde un
celo u estro al siguiente. De acuerdo a las condiciones endocrina predominantes, a
las estructuras presentes en los ovarios y a las caracteristicas del endometrio, el ciclo
estral (CE) se divide en cuatro fases: metaestro, diestro, proestro y estro (Hafez y
Hafez, 2013).

Figura 3. Ovarios cortados a la mitad que muestran un cuerpo liteo (1) y un foliculo dominante
(2). Fuente: Fernandez-Sanchez, 2008.

2.1.1. Metaestro

Esta es la primera fase del CE; inicia cuando ha terminado la receptividad
sexual y concluye cuando el CL esta plenamente funcional. Al comienzo del metaestro
ocurre la ovulacion del CE anterior, y las concentraciones de E2 y P4 son
relativamente bajas. Se extiende entre 3 y 5 dias y al inicio del mismo ocurre la
ovulacion del CE anterior. Durante el metaestro se forma el cuerpo hemorréagico y la
luteinizacidon de las células de la granulosa y de la teca del foliculo ovulado. Por lo
tanto, se desarrolla un CL que comienza a producir P4. En esta fase también se
produce el inicio del crecimiento de la primera onda folicular (Hafez y Hafez, 2013).

2.1.2. Diestro

Se caracteriza por ser la fase mas larga, que varia entre 10 y 14 dias. Su
duracion depende del tiempo en que permanezca funcional del CL. Entre los dias 10
a 12 produce los niveles mayores de P4. Durante este periodo, las elevadas
concentraciones de P4 suprimen las contracciones y tonicidad del miometrio, y
promueve la secrecion de las glandulas endometriales que crean un ambiente uterino
adecuado para estimular el crecimiento del embrion y posterior placentacién. En caso
gue se inicie una gestacion la vaca entre en un anestro fisioldgico que interrumpe la
ciclicidad ovarica. Al final del distro las concentraciones crecientes de PGF2a
secretadas por el endometrio uterino que llegan por via circulatoria, a través de un
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mecanismo de contracorriente, al ovario que tiene el CL desencadenan el proceso de
lutedlisis o regresion del CL. Por lo tanto, durante esta etapa es posible iniciar
programas de sincronizaciéon con administracion PGF2a exdgena que causa la
lutedlisis y la aparicion del celo pocos dias después (Hafez y Hafez, 2013).

2.1.3. Proestro

Es la pendltima etapa del CE, comienza cuando las concentraciones de P4
disminuyen como resultado de la regresion del CL y termina al comienzo del estro.
Durante el proestro tiene lugar la transicion endocrina de una etapa de predominancia
de P4 a otra de predominancia de E2. Esta ultima es producida por los foliculos
presentes en los ovarios, una vez que la P4 disminuye abruptamente a pocas horas
de iniciarse a lutedlisis. Como resultado del desbloque del hipotdlamo y de la hipofisis
debido a la disminucion de la P4, se incrementa el patron de secrecion de LH que
estimula el crecimiento de los foliculos dominantes, que responden a este estimulo
incrementando la secrecion de E2. A su vez, el E2 estimula mayor secrecién de LH y
este estimulo reciproco continua hasta que se produce, ya iniciado el estro, la
descarga ovulatoria de LH/FSH que desencadena la ovulacién pocas horas después.
Al final de esta etapa ocurre el inicio de la receptibilidad sexual (Hafez y Hafez, 2013).

2.1.4. Estro

Durante el estro tiene lugar la receptividad sexual con lo cual la hembra acepta
la monta y el apareamiento. El fin de mismo da lugar al proximo CE. Tiene una
duracion promedio de 15 h con un rango entre 5 a 24 h, y durante el mismo ocurre el
pico de LH/FSH entre 2 y 6 horas después de iniciarse. El estradiol es la hormona
dominante durante esta etapa, provocando turgencia del Utero, edemas vulvar y
produccion del moco cervical. Ademas de estos cambios morfolégicos y funcionales,
ocurren cambios en el comportamiento que se caracterizan por inquietud, mugidos
frecuentes, disminucion del apetito y aumento en la frecuencia de las micciones.
Finalmente, la vaca en celo acepta la monta de un macho o de otra vaca (Hafez y
Hafez, 2013).

2.1.5. Control neuroendocrino del ciclo estral

La ciclicidad reproductiva de la vaca esta regulada por el eje reproductivo que
estd conformado por el hipotalamo, la hipdfisis, los ovarios (HHO) y el utero. Estos
componentes interactlian a través de mecanismos neuroendocrinos, endocrinos y
paracrinos, y pueden ser afectados por variados factores ambientales, fisiologicos y
patolégicos (Senger, 2013).

El hipotdlamo esta ubicado en la base del cerebro limitado anteriormente por el
guiasma oéptico y posteriormente por los cuerpos mamilares. Esta constituido por
varios grupos de neuronas que de acuerdo a la localizacion y funcion que cumplen
conforman los nucleos hipotalamicos. Los nucleos del hipotalamo que regulan la
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reproduccién se denominan centro ciclico y centro ténico. Ambos producen la
hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH). El centro tonico regula la secrecion
basal de GnRH, mientras que el centro ciclico regula la secrecién preovulatoria de
ella. Esta hormona liberada en los extremos terminales de las neuronas que producen
este neuropéptido hipotaldmico y a través de sistema porta hipofisiario llega a la
glandula hipdfisis donde estimula la secrecion de las gonadotropinas LH y FSH
(Senger, 2013).

La hipdfisis se encuentra localizada por debajo del hipotalamo, en la base del
cerebro, en una fosa O6sea denominada silla turca. En la hip6fisis anterior se
encuentran conglomerados de células especializadas que producen varias hormonas
hipofisiarias, uno de ellos, se denominan células gonadotrdpicas y sintetizan y liberan
las hormonas LH y FSH, glicoproteinas de peso molecular de 28.500 y 34.000
respectivamente. Su vida media es de 0.5y 2 horas respectivamente. Estas hormonas
son liberadas a la circulacion en respuesta al estimulo de la GnRH que, segun el
patron de secrecién predominante, induce la secrecion de LH (centro ténico) o de
LH/FSH (centro ciclico). Ambas hormonas gonadotrépicas actian en los foliculos y
cooperan para que estos produzcan estradiol. La LH a través de su receptor en las
células de la teca interna del foliculo estimula la produccion de androstenediona, y la
FSH a través de su receptor estimula la aromatizaciéon de la androstenediona en
estradiol. A su vez ambas hormonas estimulan la ovulacién luego de la descarga
preovulatoria. La LH, ademas, es responsable de la luteinizacion del foliculo ovulado,
y de la formacion y mantenimiento de la funcion del cuerpo lateo (Senger, 2013).

A través de la retroalimentacion endocrina las hormonas gonadales contribuyen
a regular la funcion del eje HHO. Asi, por ejemplo, la P4 producida en el diestro por el
CL actua a nivel hipotalamico suprimiendo la actividad del centro ténico y, por lo tanto,
reduciendo la amplitud y la frecuencia de los pulsos de LH (mecanismo de
retroalimentacion negativa o inhibitorio). Asimismo, luego de la lutedlisis y de la
desaparicion del blogue que ejercia la P4 sobre la GnRH, el E2 (producido por el
foliculo dominante) a través de un mecanismo de retroalimentacion positiva (0
estimulatorio), promueve la secrecion GnRH y por lo tanto de LH, que luego de un
periodo de estimulacion reciproca (entre E2 y LH), desencadena la descarga de
LH/FSH que estimula la ovulacién pocas horas después (Senger, 2013).

Finalmente, el Gtero contribuye a la regulacion del CE a través de la secrecion
endometrial de PGF2a, que desde el dia 15-16 del CE incrementa su concentracion
circulante hasta que sobrepasa la capacidad de los factores luteotropicos de proteger
el CL, por lo cual se inicia el proceso de lutedlisis. Como consecuencia, pocos dias
después la vaca entra en celo y se inicia un nuevo CE (Senger, 2013).

2.1.6. Dinamica Folicular

En los bovinos el crecimiento folicular es un proceso continuo de crecimiento y
regresion de foliculos que conduce a que, en condiciones endocrinas apropiadas, se
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desarrolle un foliculo ovulatorio y ocurra la ovulacion en cada CE (Perea & Cruz,
2001). El desarrollo folicular ocurre en ondas de varios foliculos en ambos ovarios, y
en cada onda un grupo de foliculos crece hasta que uno de ellos se hace dominante,
mientras que los restantes, mas pequefios, regresionan o se atresian. Para su estudio,
este proceso ha sido descrito en tres etapas diferentes: reclutamiento, seleccion y
dominancia folicular. Durante el reclutamiento una cohorte o grupo de foliculos
comienza a crecer bajo el estimulo de la FSH. En la seleccion el foliculo
metabdlicamente mejor preparado para crecer en ausencia de FSH, es seleccionado
y experimenta una tasa de crecimiento mayor que los demas foliculos de su cohorte.
En la dominancia, el foliculo seleccionado se hace morfolégica y funcionalmente
dominante, impide la emergencia de una nueva onda folicular y suprime el crecimiento
de los demas foliculos de su cohorte, los cuales se atresian. Esto ocurre debido a las
altas concentraciones de estradiol e inhibina que producen los foliculos dominantes.
Normalmente, en la vaca ocurren 2 o 3 ondas de crecimiento folicular durante un ciclo
estrual, aunque pueden desarrollarse de 1 a 4 ondas foliculares (Perea & Cruz, 2001).

2.1.7. Otras hormonas importantes para el control reproductivo de la vaca

Ademas de las hormonas antes mencionadas, propias de la vaca, que son
secretadas durante el CE, otras hormonas de otras especies son usadas para el
control del CE de la vaca. Entre ellas estan las gonadotropinas placentarias, obtenidas
de las yeguas prefiadas (eCG), y la de la mujer gestante, la gonadotropina coriénica
humana (hCG). Estas hormonas actuan sobre las células gonadales de las hembras
gestantes estimulando la produccién y secrecion de hormonas esteroideas (Gutiérrez,
2008). Estas hormonas tienen un peso molecular mayor (eCG: 68.000; y hCG: 36.700)
y una vida media mayor (eCG: 26 horas y hCG: 11 horas) que las gonadotropinas
enddgenas de la vaca. Mientras que la eCG tiene una actividad principalmente FSH,
en menor proporcion también tiene accién LH. La hCG tiene accion biolégica LH, y
estructuralmente es muy parecida a esta gonadotropina (Gutiérrez, 2008).

2.2. Biotecnologias reproductivas implicadas en la multiovulacion
y el trasplante de embriones

Segun la FAO (2003), biotecnologia es “cualquier aplicacion tecnoldgica que
utilice productos biolégicos, sistemas organismos vivos o derivados de los mismos,
para fabricar o modificar productos o procesos para un uso especifico”. En general,
las biotecnologias se han convertido en un medio sostenible para mejorar la
produccion ganadera al influir directamente en la salud, la nutricidn, la reproduccion,
la cria y la genética de los animales (Kahi and Rewe, 2008).

Aunque hay muchas biotecnologias aplicadas a la produccién animal, la
reproductivas son todas aquellas aplicadas para aumentar la eficiencia reproductiva y
calidad genética de los rebafios. Estas biotecnologias se han ido desarrollando a
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través del tiempo, y segun el momento de su aparicion se han denominado
biotecnologia de primera, segunda, tercera generacion, etc. (Palma, 2001a). La
inseminacion artificial (IA) es la primera biotecnologia que comenz6 a aplicarse a
principios del siglo pasado. Se consideran como biotécnicas de segunda generacion
al control hormonal de la ovulaciéon y a la multiovulacion y trasplante de embriones que
aparecieron en la década de 1970. Posteriormente, en la década de 1980, surgen el
sexado de embriones y espermatozoides (1983) y cuatro afios después la produccion
in vitro de embriones (1987). En la década de los 90 del siglo pasado se implement6
el uso de la clonacion con células somaticas, y en la década siguiente (2000) la
transgénesis (Palma, 2001a).

El sexado de semen es el proceso de separar los espermatozoides en dos
subpoblaciones: las conformadas por espermatozoides que portan el cromosoma Xy
las que portan el cromosoma Y. Si estas subpoblaciones se utilizan en la IA, los
primeros producen crias hembras y los segundos crias machos con aproximadamente
90% de confiabilidad (Holden & Butler, 2018). Esta biotécnica permite incrementar las
crias hembra en los sistemas de produccién de leche, y las crias macho en los
sistemas de produccién de carne.

La criopreservacion es otra biotecnologia aplicada a la reproduccién asistida
gue ha avanzado considerablemente debido a la necesidad de criopreservar gametos,
embriones vy tejidos reproductivos (de ovarios o testiculos). Como resultado, se ha
logrado un aumento significativo en la disponibilidad de espermatozoides fértiles,
ovocitos viables y embriones transferibles (Huango et al., 2018). La combinacion de
algunas de estas biotecnologias, como por ejemplo la IA, sincronizacion de la
ovulacion, MOET, criopreservacion de espermatozoides y embriones, y el sexado de
semen ha permitido mejorar sustancialmente la calidad genética del ganado,
maximizar la descendencia de vacas de alto merito genético, y mejorar la eficiencia
reproductiva (Holden & Butler, 2018; Hadgu & Fosseha, 2020). A continuacién, se
describen las biotecnologias mas importantes implicadas en la multiovulacién y el
trasplante de embriones.

2.2.1. Inseminacién artificial

Como se indicdé previamente, la IA es la biotecnologia reproductiva mas
antigua. En 1987, Walter Harper reporto haber usado la IA in conejas, perras y yeguas.
En los primeros afios del siglo 20, llya Ivanoff logro la primera IA exitosa en bovinos
(Lonergan, 2018). A partir de ese momento la IA se fue extendiendo por Europa y
otros paises del mundo. En las primeras décadas luego de comenzar a usarse, se
utilizaba semen fresco, lo cual limitaba su difusién debido al corto tiempo de viabilidad
de los espermatozoides. En la segunda mitad de siglo pasado se desarroll6 la
congelacion de espermatozoides y facilito la difusién de esta biotecnologia y de
genética de alta calidad por todo el mundo (Lonergan, 2018).
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En los bovinos, la inseminacidn consiste en depositar el semen fresco o
descongelado en el cuerpo del utero. También se puede depositar en uno (IA
unicornual) o en ambos cuernos (IA bicornual). Con el ultimo método se obtiene tasa
de concepcidn considerablemente mayor que en el cuerpo del ttero (Soto et al., 2002).

La IA ha sido fundamental para incrementar la calidad genética de los rebafios
y para aumentar la productividad y beneficio econdémico de las operaciones
comerciales bovinas (Ferraz et al., 2012). Asimismo, la IA aplicada a protocolos de
sincronizacion de la ovulacion hizo posible inseminar en un momento predeterminado
sin necesidad de detectar el celo (1A a tiempo fijo; IATF). La combinacion de estas dos
biotecnologias reproductivas ha tenido un gran impacto en la mejora de la eficiencia
reproductiva de los bovinos (Cardoso Consentini et al., 2021).

2.2.2. Sincronizacién del celo y la ovulacion

Son métodos de manipulacion del CE que consisten en la administracion
exdgena de una o mas hormonas. El método mas simple de sincronizacion del celo
es la inyeccién de PGF2 en vacas ciclicas. El principio se basa en inducir la lutedlisis
anticipada con el fin de acortar el CE. Dependiendo del momento del CE en que se
aplica la hormona, las vacas mostraran signos de celo en un periodo entre 12 a 72
horas, o no tendran celo en ese lapso si la PGF2 se administra los primeros 4 dias
después del ciclo (Bacaluba, 2006).

Otro método consiste en prolongar el CE mediante la aplicacién de P4 o
progestagenos que puede administrarse en el alimento, en implantes subcutaneos o
dispositivos intravaginales. Este método de basa en la prolongacién del diestro
mediante la supresion de la secrecion de LH en un patrén apropiado para estimular la
maduracién del foliculo dominante y la ovulacién. La combinacion de la P4 exégena
con otras hormonas como la PGF2 (para inducir la lutedlisis), el E2, eCG, GnRH o
hCG, en diversas combinaciones, momentos de aplicacion y dosis, permiten la
sincronizacion de la ovulacion, lo cual ha hecho posible la IATF, como se indico
anteriormente (Bacaluba, 2006).

Un método adicional de sincronizacién del celo y la ovulacién es el OVSYNH,
gue combina la aplicacion de dos dosis de GnRH, una el dia de inicio del protocolo y
la otra el dia 9, con PGF2 el dia 7.

2.2.3. Multiovulacioén y transferencia de embriones (MOET)

Como se indico previamente, los bovinos son animales poliestruales continuos
y monoovulares, por lo cual experimentan una ovulacion en cada CE, lo que significa
gue, en el mejor de los casos, las vacas pueden producir una sola cria al afio. Esto
tiene importantes implicaciones desde el punto de vista del mejoramiento genético, ya
gue mientras que los toros pueden dejar cientos de crias por afio mediante la IA, las
vacas de alto comportamiento productivo y desempefio reproductivo tienen limitada
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su capacidad de diseminar su superioridad genética en el/los rebafios (Hartmann &
Pereira, 2017).

Con el advenimiento de la multiovulacion o superovulacion y la transferencia de
embriones en la década de 1970 fue posible incrementar muchas veces el nUmero de
crias que una hembra puede producir durante su vida productiva y, por lo tanto, la
influencia de su genética en los rebafios (Hasler, 2014). El uso de estas biotécnicas
implica, por un lado, que las vacas donadoras de embriones son sometidas a un
protocolo de superovulacion mediante gonadotropinas (tal como FSH o eCG) que se
combina con otro que sincroniza la ovulacion (a base de progestagenos, estradiol,
PGF2a, eCG, GnRH o LH) con el fin de estimular el crecimiento de varios foliculos en
ambos ovarios y la ovulacion mdultiple. Mediante la IA a celo detectado o la IATF
(generalmente se efectiian dos IA con un intervalo de 12 horas), se pretende obtener
numerosos embriones de calidad trasferible (Bo & Mapletoft, 2014).

En segundo lugar, el dia 7 u 8 de la IA se practica un lavado uterino, mediante
la técnica no quirargica basada en un circuito cerrado con flujo discontinuo (Palma,
2003b), con el fin de recuperar el mayor niumero posible de estructuras (blastocistos,
mérulas, embriones degenerados, ovocitos no fecundados). Una vez identificados y
categorizados, los embriones de mejor calidad son transferidos a hembras receptoras,
previamente sincronizadas para que estén en el dia 7 u 8 del CE, segun sea el caso
(Hartmann & Pereira, 2017). Esto garantiza un ambiente uterino apropiado en la vaca
receptora para recibir un embriéon producido por la donadora y, por lo tanto, gran
probabilidad de una gestacion exitosa (Hartmann & Pereira, 2017).

2.2.3.1. Protocolos de multiovulacion

Cuando comenzé a practicarse la multiovulacion y transferencia embrionaria
(MOET), termino propuesto por Smith (1988), a principios de la década de 1970, los
tratamientos SOV consistian en la administracion de eCG en el periodo de transicion
entre la fase luteal y folicular (Bo & Mapletoft, 2014), es decir, aproximadamente en el
dia 16 del CE. Luego que se comenz0 a utilizar rutinariamente la PGF2a como agente
luteolitico, esta hormona se incorporé a los protocolos de SOV (Elsden, 1974), lo cual
hizo posible iniciar el tratamiento de estimulacion ovérica independientemente del dia
del CE en que se encontraba la vaca donadora. En este periodo de la evolucién de
los programas MOET en que se usé la eCG para la estimulacion ovarica, los
resultados mas satisfactorios se consiguieron cuando esta gonadotropina se aplicaba
entre los dias 8 y 12 de CE (Phillipo & Rowson, 1975).

Posteriormente, se demostré la efectividad de los extractos de glandula
hipofisis, que tenian actividad FSH y en menor proporcion LH. Con estos preparados
se lograron mejores tasas de ovulacion y considerablemente mayor nimero de
embriones transferibles por vaca donadora que con el uso de eCG (Monniaux et al.,
1983). Bo & Mapletoft (2014) indican, en su detallada revision bibliogréfica, que las
investigaciones comprobaron que la eCG por tener una actividad biologia bastante
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mas larga (~ 45 horas; Herrera et al., 2016) que la FSH (~ 5 horas; Laster, 1972),
causaba una estimulacion ovarica prolongada, fallas en la ovulacion, concentraciones
anormales de hormonas y embriones de deficiente calidad (Bo & Mapletoft, 2014).

Por algunos afos se utilizaron extractos hipofisiarios con FSH y LH que
contenian cantidades variables de estas hormonas, y causaban gran variacion en la
respuesta SOV (Murphy et al., 1984). Esto condujo a desarrollar métodos de
purificacibn que permitieron obtener extractos hipofisiarios con contenido mas
uniforme de FSH y bajo de LH, y resultados mas satisfactorios (Amstrong et al., 1986).
Posteriormente, la sintesis de gonadotropinas recombinantes hizo posible disponer de
productos con contenido conocido de FSH y con otras posibilidades de administraciéon
(Carvalho et al., 2014).

Luego se probaron productos que combinaron extractos purificados de FSH o
FSH recombinante, con sustancias que permitian la liberacién lenta de la(s)
hormona(s) y se obtuvieron resultados satisfactorios (Tribulo et al., 2011; Carvalho et
al., 2014; Sanderson & Martinez, 2020). Esto con el fin de reducir el nUmero de veces
gue las hembras donadoras son movilizadas e inyectadas durante un protocolo SOV
convencional, que implica la administracion de 8 dosis decrecientes de FSH, debido a
la corta vida media de la FSH. La administracion subcutanea de una sola dosis de
FSH (400 mg) diluida al 2% en un compuesto retardante (hyaluronan) resulté en una
respuesta SOV y en un numero de embriones transferibles similar al del tratamiento
convencional (8 dosis decrecientes de FSH en cuatro dias) (Tribulo et al., 2011). Otra
estrategia para reducir el nimero de inyecciones y movilizaciones de animales fue la
administracion de una solo dosis de FSH por via epidural, que produjo una respuesta
SOV y una cantidad similar de blastocistos que el tratamiento tradicional (Sakaguchi
et al., 2018).

Bo & Mapletoft (2014) indican que se puede aplicar exitosamente la IATF en
vacas estimuladas para ovulacion mdltiple, pero que de acuerdo a la raza de la
donadora el periodo optimo entre el retiro del DIV y la administracion de GnRH o LH
para inducir la ovulacion, varia como sigue (Figura 4): 1) donantes Bos taurus de
carne: retirar los dispositivos de P4 con la pendltima administracion de FSH,
administrar GnRH o LH 24 horas después, e inseminar a las 12 y 24 horas posteriores
a la administracion de GnRH; 2) donantes de Bos indicus: retirar el DIV de P4 con la
altima administracién de FSH, administrar GnRH o LH 24 horas después, e inseminar
alas 12 y 24 de la aplicacién de GnRH; y 3) donantes Bos taurus lecheras: retirar el
DIV de P4 con la dltima administracion de FSH, administrar GnRH o LH 24 horas
después, e inseminar a las 12 y 24 horas después de la GnRH (Bo & Mapletoft, 2014).

Finalmente, hay que tener en cuenta que varios factores pueden variar la
respuesta SOV. Entre ellos se destacan la temperatura ambiental durante el
tratamiento, la nutricion y condicion corporal, edad de la hembra, raza de la donadora,
y a factores inherentes a el protocolo SOV usado (Hartmann & Pereira, 2017).
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Figura 4. Tratamientos SOV recomendados para vacas Bos taurus de carne, Bos indicus y
vacas Bos taurus de leche. Dia (D); E2, 2,5 a 5 mg de estradiol-17- 0 2 a 2,5 mg de benzoato
de estradiol; P4, 50 0 10,0 mg de progesterona; PGF, PGF2a.

2.2.3.2. Protocolos de superovulacion con FSH combinados con eCG

Una variante en el tratamiento de sincronizacion/superovulacion ha sido la
sustitucién de las dos ultimas dosis de FSH por dos de eCG. Estos estudios se llevaron
a cabo en Brasil en vacas cebuinas para probar la inclusién de dos dosis de eCG en
la respuesta SOV (Barros et al., 2007; Mattos et al., 2011; Sartoti et al., 2008; Oliveira
et al., 2014). Todos los estudios utilizaron un protocolo de sincronizacion denominado
P-36, en el que el DIV se mantiene durante un periodo de 36 h después de la
aplicacion de PGF2a, y se induce la ovulacion con LH a las 12 horas después de la
remocioén del DIV. Con este esquema, la ovulacion ocurre entre 24 y 36 horas
posteriores al tratamiento con LH y la IATF se aplica 12 y 24 horas después (Nogueira
& Barros, 2003). Asimismo, en todos los estudios mencionados las dos ultimas dosis
de FSH se sustituyeron por dos de 150 o 200 Ul de eCG.

Los resultados de estas investigaciones fueron contradictorias, aunque el
protocolo descrito fue aplicado en vacas de diferente raza y/o numero de partos. Por
un lado, su aplicacion en vacas Nelore (Barros et al., 2007) y Sindhi (Mattos et al.,
2011) resulté en una mejor respuesta SOV (mayor numero de foliculos > 6 mm: 33.8
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+ 3.9y 23.8 + 2.6 para FSH/eCG y FSH respectivamente, o de CL en los ovarios: 16.8
+ 29 y 10.8 £ 2.1 para FSH/eCG y FSH respectivamente ) y de embriones
viables/transferibles por vaca donadora (5.8 £+ 1.3y 2.6 + 0.7 para FSH/eCG y FSH
respectivamente) (Mattos et al., 2011). En otros dos casos, la incorporacion de eCG
no representd un beneficio, dado que las respuestas SOV y la cantidad de embriones
transferibles recuperados fue muy similar al tratamiento convencional (Sartoti et al.,
2008; Oliveira et al., 2014).

2.2.4. Evaluacién de embriones

Las principales caracteristicas morfoldgicas consideradas en la calidad
embrionaria son: numero de células, tamafio, forma, numero y porcentaje de
fragmentacion. Estos factores han sido combinados de diferentes maneras en las
clasificaciones embrionarias para intentar predecir la viabilidad el embrion. Esta
clasificacion consta de 4 categorias.

2.2.4.1. Excelente

Masa embrionaria esférica y simétrica, con células uniformes en cuanto a
tamafo, color y densidad, las irregularidades deben ser relativamente menores, al
menos el 85 por ciento del material celular deberia ser una masa celular intacta y
viable la zona pelucida debera presentar superficies lisas, sin superficies concavas,
plana o delgadas que pueden causar adhesion de los embriones al material utilizado
durante las manipulaciones.

2.2.4.2. Bueno

Presenta irregularidades moderadas, en cuanto al aspecto forma y tamafo,
color y densidad de las células, al menos el 50 por ciento del material celular debera
encontrarse intacto que corresponderia a una masa embrionaria viable.

2.2.4.3. Regular

Presenta irregularidades mayores en forma y tamafo de la masa embrionaria,
asi como en el tamafio, color y densidad de las células individuales. Al menos el 25
por ciento del material celular debera encontrarse intacto que corresponderia con una
masa embrionaria viable.

2.2.4.4. Malo

Se encuentra muerto o degenerado, embrién, ovocito y embriones de una
célula degenerados no viables.

CAPITULO 3
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METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION

3.1. Area de la investigacion

La investigacion se llevé a cabo en la hacienda la Dolorosa, localizada en la
parroquia Tarqui a 30 minutos de la ciudad de Cuenca. La hacienda cuenta con una
extension de 10 Ha y se encuentra a 1630 msnm, donde predomina una temperatura
media de 16°C.

3.2. Materiales utilizados

En esta investigacion se us6 material bioldgico, productos quimicos, instrumentos,
equipos y material descartable. En la Tabla 1 se indican con detalle todos los
materiales que seran usados.

Tabla 1. Materiales usados en la investigacion

Materiales
Biolbgicos: Instrumentos = Papel de ordefio
= Vacas Pinza hemostatica larga con = Guantes ginecologicos

Semen congelado

Quimicos:

Jabén

Alcohol 70%

Solucién fisioldgica
Nitrogeno liquido

Medio de lavado uterino
Anestésico epidural

Medio de congelacion de
embriones

Laboratorio:
Equipos:

Estereoscopio

Bafio Maria

Placa térmica
Congelador de embriones
Ecografo

punta recta 5.5”

Desechables:

= Jeringa de insulina
= Jeringa 5 ml

= Filtro de jeringas

= Aguas 18G x 1.5".

= Cajas Petri 100 mm
= Cajas de busqueda
= Sonda Foley

= Catéter de dos vias
= Filtro colector

Equipo de inseminacion:

= Termo nitrégeno liquido
= Pajuelas de semen

= Tapones de pajuelas

= Pistola de inseminacion
= Pinza

= Guantes de latex
= Camisa protectora
= Corta pajuelas

Oficina:
= Cuaderno
= Boligrafos
= Marcadores
= Calculadora
= Papel bond
= Céamara digital
= Computadora

Campo:

= Qverol

= Botas de caucho
= Gafas protectoras
= Gorra

= Sogas

3.3. Animales y manejo

Se utilizaron vacas de raza Holstein, clinicamente sanas, condicién corporal =
2.5 (escala del 1 al 5), las cuales fueron seleccionadas como donadoras de embriones.
Las vacas fueron alimentadas a base de pastoreo en potreros de pasto kikuyo
(Pennisetum clandestinum) y raigras (Lolium perenne). Fueron suplementadas con 2
kg/dia de balanceado comercial y 4 kg de silo de maiz (Zea mays). Tuvieron acceso
a un suplemento mineral y agua ad libitum. El programa sanitario se baso en la
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prevencion de las principales enfermedades virales y bacterianas que afectan el
ganado de la region. La desparasitacion se realizé con albendazol.

3.4. Seleccion de vacas donantes

Se seleccionaron 8 vacas Holstein ciclicas, multiparas (3 a 5 partos), con un
periodo abierto de 90 a 150 dias, con una produccién de leche = 15 kg/dia. La
ciclicidad se determiné por ecografia mediante la deteccidén de un cuerpo lateo en los
ovarios. Durante la evaluacion ecografica se descartd la presencia de patologias
reproductivas que pudieran interferir con el protocolo superovulatorio posterior.

3.5. Grupos experimentales

Las vacas seleccionadas se asignaron aleatoriamente a unos de los siguientes
tratamientos:

1. Tratamiento 1 (FSHp; n=4): se considero el tratamiento testigo o control, y
consistio en la aplicacion de un protocolo SOV convencional de 300 mg de
FSHp en 8 dosis decrecientes.

2. Tratamiento 2 (FSHp+eCG; n=4): consisti6 en la aplicacion de 200 mg de
FSHp en 4 dosis decrecientes y la sustitucién de las 4 Gltimas dosis por una
Unica dosis de 800 Ul de eCG.

3.6. Tratamiento superovulatorio

Las vacas se sometieron a un tratamiento de sincronizaciéon de la ovulacion
combinado con el de estimulacion ovarica. Para este ultimo se utilizo FSHp y eCG tal
como se indicé anteriormente. Para tal fin las vacas fueron sujetadas y se les
administré las diferentes hormonas en una secuencia indicada en la Tabla 2.

3.7. Colecta de embriones

Los embriones se colectaron el dia 7 luego de la IA. Para ellos las vacas se
inmovilizaron y fueron tratadas con una dosis de anestésico epidural (Lidocaina 2%).
Inmediatamente se removieron las heces del recto y se lavo la region vulvar y perianal.
Se realizd una revision ginecoldgica mediante ultrasonido para cuantificar el namero
de cuerpos luteos.

Luego se introdujo una sonda tipo Foley a través del cérvix con un balon de 30
cc, que se fij6 a 3-5 cm por delante de la bifurcacién de los cuernos uterinos. El
extremo posterior de la sonda Foley estaba conectada a un catéter flexible de dos vias
por donde se infundié la solucidén para el lavado uterino, por una via, y se extrajo el
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contenido liquido del interior del Utero, por la otra (via de retorno). La via de retorno
estaba conectada a un filtro donde se retuvieron los embriones. Cada filtro se lavo con
un medio de mantenimiento de embriones y el contenido se deposité en una placa
Petri de 100 mm. La placa Petri se coloc6 en un estereoscopio provisto con platina
térmica y se realizé la busqueda, identificacion y seleccion de embriones. Para ellos
se uso el criterio indicado por la Sociedad Internacional de Tecnologia Embrionaria
(IETS). EI método que se aplico fue el no quirdrgico basado en un circuito cerrado con
flujo discontinuo.

Tabla 2. Protocolos de sincronizacion/superovulacion (P36LH60) usado en la
investigacion

Dia | Hora | Procedimiento

0 AM Insercidn del dispositivo intravaginal (DIV) (DIB; Syntex; Argentina; 1 gr de P4) + 2 mg
de benzoato de estradiol (Grafole6n NF; Lab. Life, Quito, Ecuador)

AM 60 mg de FSH (Folltropin-V, Lab. Vetoquinol, Francia)

4 PM 60 mg de FSH
5 AM 40 mg de FSH
PM 40 mg de FSH
Tratamiento FSH Tratamiento FSH + eCG
6 AM 500 mcg de Cloprostenol (Estrumate; MSD 600 Ul de eCG (Novormén ; Zoetis;
Salud Animal; 250 mcg/mL) Argentina; 200 Ul/ml) + 500 mcg de
Cloprostenol
PM 30 mg de FSH + 500 mcg de Cloprostenol 500 mcg de Cloprostenol)
7 AM 20 mg de FSH
PM 20 mg de FSH + retiro del DIV Retiro del DIV

8 PM 0.25 mg de GnRH (Fertagyl; MSD Salud Animal; Ecuador; 0.1 mg/mL de Gonadorelina).

AM IATF (12 horas de la GnRH)

PM IATF (24 horas de la GhRH)

Lavado uterino para recuperacion de embriones. Evaluacion y seleccién de blastocistos

16 | AM . I
para transferencia y/o congelacion

AM: 6:00 horas; PM: 18:00 horas

3.8. Variables de estudio y andlisis estadistico

La variable independiente fue el tratamiento. Como variables dependientes se
incluyeron: respuesta ovulatoria (nimero de cuerpos luteos), la proporcion y numero
de foliculos anovulatorios, estructuras recuperadas, embriones transferibles,
embriones degenerados, ovocitos sin fecundar, morulas, blastocistos tempranos,
blastocistos regulares y blastocistos expandidos. Ademas, se incluira la proporcion de
embriones de calidad 1y 2.

Los datos seran analizados mediante el analisis de varianza (ADEVA) con un
nivel de significancia de 5% (P<0.005). Para presentar los resultados se utilizaron la
Media y el Error Estandar. Todas las pruebas estadisticas fueron desarrolladas en el
paquete estadistico SPSS version 23.
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CAPITULO 4
RESULTADOS

Como se observa en la Tabla 3 la respuesta ovulatoria fue similar entre
tratamientos. El promedio total de CL en ambos tratamientos fue 10,13 + 0,85, en el
ovario derecho fue 5,50 + 0,63 y en el izquierdo fue 4,63 + 0,63 (P>0.05). De acuerdo
al tratamiento, el promedio de CL en el grupo FSH+eCG fue de 10,25 + 1,31y en el
FSH fue de 10,00 = 1,29 (P>0.05). De acuerdo al ovario (derecho o izquierdo) tampoco
hubo diferencias estadisticas (Tabla 3).

Tabla 3. Respuesta superovulatoria de los tratamientos evaluada por el nimero de
cuerpos luteos por vaca

Tratamiento N  Cuerpos Cuerpos Luteos Cuerpos Luteos
Luteos Totales Ovario Derecho Ovario Izquierdo
FSH 4 10,25+ 1,312 5,57 £ 0,482 4,50+ 1,192
FSH+eCG 4 10,00+%1,292 5,25+ 1,252 4,75 + 0,632
Promedio 8 10,13+0,85 5,50 + 0,63 4,63 + 0,63

N: numero de vacas superovuladas. Los datos mostrados son la media + error
estandar. Letras diferentes (a, b) en la misma columna muestra diferencias
estadisticas significativas (p<0,05), segun ADEVA.

En cuanto al numero de foliculos anovulatorios (Tabla 4) se encontr6 mayor
cantidad en el tratamiento superovulacién convencional (FSH), con una media de 6,00
+ 0,58, que en el tratamiento de FSH+eCG en el que se obtuvo una media de 3,25 +
0,63 por vaca. Es decir, en el tratamiento en el que se reemplaz6 parcialmente la FSH
por eCG se obtuvo un numero significativamente menor (p<0,05) de foliculos sin
ovular. Esto se debido especificamente a que en el ovario izquierdo de los animales
tratados se evidencié més foliculos anovulatorios en el tratamiento de FSH que en el
de FSH + eCG, y ésta diferencia fue estadisticamente significativa (p<0,05).

Tabla 4. Numero de foliculos anovulatorios promedio por vaca

Tratamiento N  Foliculos Foliculos Foliculos
Anovulatorios Anovulatorios Anovulatorios
Totales Ovario Derecho Ovario Izquierdo
FSH 4 6,00 +0,582 3,00 £ 0,712 3,00 £ 0,412
FSH+eCG 4 3,25+0,63° 1,75+ 0,482 1,50 + 0,29
Promedio 8 4,63+0,65 2,38 + 0,46 2,25+ 0,37
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N: nimero de vacas superovuladas. Los datos mostrados son la media + error
estandar. Letras diferentes (a, b) en la misma columna muestra diferencias
estadisticas significativas (p<0,05), segun ADEVA.

Con respecto a las estructuras recuperadas (Tabla 5), se observé una media
de 6,50 £ 2,90 en las vacas tratadas con FSH+eCG y de 5.25 + 2.32 en las tratadas
con FSH (P=0.748). Asimismo, la tasa de recuperacion fue estadisticamente similar
entre tratamientos (P=0.942). Segun se observa en la Tabla 5, el nimero promedio y
el porcentaje de embriones transferibles fue similar entre los grupos experimentales
(P>0.05). ElI numero y porcentaje de embriones degenerados y de ovocitos no
fecundados tampoco vario entre tratamientos.

Tabla 5 Estructuras recuperadas, embriones transferibles, embriones degenerados y
ovocitos sin fecundar promedio por vaca

FSH FSH + eCG Valor p

N 4 4

Estructuras Recuperadas 6,50 + 2,90 5,25+ 2,32 0,748
% de Recuperacion 59,09 £ 21,29 56,62 £ 25,06 0,942
Embriones Transferibles 6,00 + 2,66 5,00+ 2,12 0,778
% de Embriones Transferibles 95,09 £+ 3,04 97,73 £ 2,27 0,513
Embriones Degenerados 0,25+ 0,25 0,25 +0,25 1,000
% de Embriones Degenerados 1,79+ 1,79 2,27 £ 2,27 0,872
Ovocitos sin fecundar 0,25+ 0,25 0,00 £ 0,00 0,356
% de Ovocitos sin Fecundar 3,13+3,13 0,00 = 0,00 0,356

N: nimero de vacas superovuladas. estructuras recuperadas: embriones y ovocitos
sin fecundar por vaca. % de Recuperacion: estructuras recuperadas/cuerpos luteos x
100. Los datos mostrados son promedios + error estandar.

La Figura 5 muestra el porcentaje de embriones segun el estado de desarrollo
de los embriones recuperados con los tratamientos superovulatorios. Como se
observa, se recuperd un namero considerablemente mayor de mérulas (25,5 puntos
porcentuales mas) en el grupo FSH+eCG (45,62%) que en el grupo FSH (20,1%). La
proporcion de blastocistos tempranos fue similar entre tratamientos, mientras que el
grupo de vacas tratadas con FSH (69,64%) produjeron casi 30 puntos porcentuales
mas balstocistos regulares que las tratadas con FSH+eCG (40,75%). Por el contrario,
se obtuvieron mas blastocistos expandidos con FSH+eCG (6,8%) que con FSH (0%).

La Figura 6 muestra el porcentaje de los embriones recuperados de calidad 1
y 2 de acuerdo al tratamiento superovulatorio. Se encontr6 el tratamiento FSH+eCG
produjo alrededor de 9 puntos porcentuales mas embriones de calidad 1 que el
tratamiento FSH (P>0,05). En relacién a los embriones de calidad 2, las vacas tratadas
con FSH produjeron 9% vy las tratadas con FSH+eCG 0% (P>0,05).
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CAPITULO 5
DISCUSION

Esta investigacion fue realizada con el propésito de validar un protocolo de
superovulacion que sustituyera 100 mg de FSH (aplicados en las ultimas cuatro dosis
del protocolo SOV convencional) por una de eCG (600 Ul) y asi disminuir el nUumero
de veces que las donantes de embriones deben ser movilizadas para completar un
tratamiento superovulatorio convencional. La tasa ovulatoria y la produccién y calidad
de los embriones producidos constituy6 la forma de evaluar la respuesta de cada
tratamiento. Por lo tanto, este estudio tuvo implicaciones de manejo, econémicas y
biol4gicas.

En el primer caso, la movilizacion repetida de animales puede causar estrés y
como consecuencia, podria reducir la respuesta superovulatoria y la calidad
embrionaria. Est4 bien documentado que las situaciones de estrés, entre ellas las que
implican la movilizacién y el manejo de animales, pueden afectar diferentes aspectos
de la reproduccion (Fernandez-Novo et al., 2020). Por ejemplo, vaquillas y vacas
calmadas (no estresadas) al momento de la IA lograron tasas de concepcion mayores
gue las alteradas (estresadas) (Kasimanickam et al. 2014; Cooke et al. 2017).
Marcedo et al. (2011), observaron una reduccion significativa en la proporcion de
embriones transferibles en vacas donadoras que estaban estresadas. Asimismo,
tasas de concepcion mas bajas se observaron luego de la transferencia en vacas
receptoras estresadas en comparacion con las no mostraron signos de estrés
(Kasimanickam et al. 2018; Kasimanickam et al. 2019). Reducir el nUmero de dosis de
FSH, y por lo tanto la movilizacion e inyeccion de farmacos en los animales, podria
ser una alternativa para mejor la respuesta superovulatoria e incrementar el numero
de embriones transferibles.

En el segundo caso, la reducciéon de las cuatro ultimas dosis de FSH,
equivalente a 100 mg de Folltropin, y su sustitucion por una dosis de 600 Ul de eCG
(Novormon) redujo el costo del tratamiento en 54 US$ (datos no mostrados). Aunque
la produccién promedio de embriones transferibles fue estadisticamente similar entre
tratamientos (24 y 20 embriones totales para FSH y FSH+eCG respectivamente), el
valor econdmico de cada embridn (estimado Unicamente en base a las diferencias en
el valor de la FSH y eCG) fue ligeramente menor en las vacas tratadas con FSH+eCG
(6,7 US$/embridn) que en las tratadas con 8 dosis decrecientes de FSH (7.8
US$/embridn). Esto significa que, en sucesivos programas de SOV y en un nimero
mayor de vacas donadoras, se podria obtener un ahorro considerable y un costo
menor por embrién, lo cual justificaria usar el protocolo SOV de FSH + eCG.

Desde el punto de vista biologico, la respuesta de los tratamientos fue similar,
con ligeras variantes en cuanto al numero de embriones trasferibles, que fue un
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embridn superior en las vacas tratadas con FSH que con FSH-eCG, a la proporcion
de blastocistos regulares, que también fue superior en FSH que en FSH+eCG, y de
blastocistos expandidos y de grado 1 que fue mayor en FSH+eCG que en FSH. En un
estudio en vacas Nelore (Barros et al.,, 2007), en el que se aplicé un protocolo
convencional (P-36/LH48) similar al de este estudio, con algunas variantes, las dos
ultimas dosis de FSH (Folltropin) fueron sustituidas por dos dosis de 200 Ul de eCG
(Novormon) (P-36/LH48/eCG) y se practicd IATF a las 12 y 24 horas después de una
dosis de LH (Lutropin) el dia 9 de iniciado el protocolo. Se determiné que el nimero
de foliculos con un diametro > 6 mm en el momento de la administracion de LH (15,25
+ 2,06 y 21,05 £ 2,76; P <0,01), la tasa de ovulacion observada hasta 48 horas
después de la administracion de LH (77,7 £ 5,6 y 83,9 + 2,6; P>0.05), el nimero total
de ovocitos y embriones recuperados (6,65 + 1,18 y 10,0 + 1,48; P <0,03), el nimero
de embriones recuperados (6,05 + 1,24 y 8,35 + 1,30; P>0.05) y el nimero de
embriones viables (5,10 £ 1,10y 7,30 = 1,20; P>0.05) fue mayor en P-36/LH48/eCG
que en P-36/LH48.

Otra investigacion que se llevé a cabo en vacas nuliparas y primiparas de razas
Sindhi, se sustituyeron las dos ultimas dosis de FSH por dos de eCG (150 Ul cada
una) como se indic6 en el estudio de Barros et al. (2007). En este caso la
administracion de FSH inicio en el dia 4 (insercion del DIV dia 0) y se prolongé hasta
el dia 7 en el protocolo convencional, mientras que las dos dosis de eCG se inyectaron
el dia 7, y en ambos tratamientos la ovulacion se indujo con GnRH (0.2 mg) (Mattos
etal., 2011). El grupo de vacas tratadas con FSH/eCG tuvo una mayor respuesta SOV
(33,8 £ 3,9 vs 23,8 + 2,6 foliculos; P = 0,03) y mayor nimero de CL (16,8 +2,9 vs 10,8
+ 2,1 CL; P = 0,10) que las tratadas con FSH. Aunque el nimero total de ovocitos no
fecundados y embriones no difirié entre grupos (8.2 + 1.8 vs 5.9 + 1.4 para los grupos
FSH/eCG y FSH, respectivamente; P = 0.25), el nimero (5.8 + 1.3vs 2.6 £ 0.7; P =
0,02) y el porcentaje (75,6 £ 5,7 vs 53,2 + 9,7%; P = 0,05) de embriones transferibles
fue mayor en las vacas superestimuladas con FSH/eCG (Mattos et al., 2011).

En vaquillas Nelore, se probo un protocolo convencional de SOV (grupo control)
y otro en el que las dos ultimas dosis de FSH (Folltropin) se remplazaron por dos de
150 Ul de eCG (Foligon) (Sartoti et al., 2008). Los resultados mostraron que no hubo
diferencias entre los grupos de vaquillas tratadas con FSH y FSH+eCG con respecto
a la respuesta SOV (23,2 £ 1,9 frente a 22,3 + 1,6 foliculos 26 mm, P = 0,56) o al
namero de CL (15,2+ 1,1 frentea17,5+1,4, P =0,21). Asimismo, tampoco se observo
diferencias en el numero total de embriones y ovocitos (9,6 + 0,9 v. 95+ 1,0, P =
0,91), embriones viables (4,9 + 0,7 v. 3,7 £ 0,5, P = 0,17) o embriones degenerados
(3,0 £ 0,6 v. 43 £ 0,7, P = 0,10) recuperado. Contrariamente a los resultados
observados por Barros et al. (2007) en vacas Nelore, en el presente estudio no
observé mejora en la produccion de embriones cuando se reemplazaron las dos
ultimas dosis de FSH por eCG en vaquillas Nelore (Sartoti et al., 2008).

Finalmente, un cuarto estudio en vacas Nelore se probaron cuatro protocolos
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SOV, 1 con 8 dosis decrecientes de FSH (P-36; control) y tres con 6 dosis decrecientes
de FSH y el reemplazo de las dos ultimas dosis de FSH por dos dosis de 200 Ul de
eCG (P-36/eCG) o dos dosis de 1 (P-36/LH2) o0 2 mg de LH (P-36/LH4) (Oliveira et al.,
2014). Aligual que en el estudio de (Sartoti et al., 2008) no hubo diferencia significativa
en el numero promedio de embriones viables entre los grupos P-36 (3,3 = 0,7), P-
36/eCG (4,5 + 0,5), P-36/LH2 (3,7 + 0,8) y P-36/LH4 (4,2 £ 1,0), concluyéndose que
la sustitucion de eCG por LH en el ultimo dia de la estimulacion ovérica puede
realizarse sin variacion significativa en la produccién de embriones viables (Oliveira et
al., 2014).

Como se puede apreciar por los hallazgos de los estudios previamente citados,
la sustitucion de eCG por las dos ultimas dosis de FSH ha mostrado resultados
variables, en algunos casos ha mejorado la respuesta SOV y la recuperacion de
embriones transferibles (Barros et al., 2007; Mattos et al., 2011) y en otros casos no
se observé favorable (Sartoti et al., 2008; Oliveira et al., 2014). La presente
investigacion tiene como variante que en vez de sustituirse las dos Ultimas dosis de
FSH por dos de eCG, como se hizo en los estudios citados, se remplazaron cuatro
dosis de FSH por una de eCG. Sin embargo, la respuesta superovulatoria no vario
entre los dos grupos experimentales, por lo que la sustitucion de las cuatro ultimas
dosis de FSH por una de eCG no constituyé una ventaja. Dado que el numero de
animales tratados por grupo fue solo de cuatro vacas, valdria la pena probar estos
protocolos en un numero de vacas mayor. Eso podria mostrar con mayor
contundencia la efectividad de sustituir cuatro dosis de FSH por una de eCG, tal como
se realizo en este estudio.
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CAPITULO 6
CONCLUSIONES

La sustitucion de las cuatro ultimas dosis de FSH en el protocolo convencional de
superovulacion por dos de eCG, no mejord la respuesta superovulatoria, en
términos del nimero de cuerpos luteos. Asimismo, el nimero de foliculos
anovulatorios fue el doble en las vacas tratadas con FSH que con FSH+eCG.

El nimero de estructuras recuperadas, embriones transferibles, embriones
degenerados y ovocitos sin fecundar fueron similares entre tratamientos.

. Con el tratamiento FSH+eCG se recuperaron mas morulas y blastocistos
expandidos y menos blastocistos regulares que el tratamiento FSH, aunque la

diferencia fue no significativa.

Las vacas tratadas con FSH produjeron menos blastocistos de calidad 1 y mas de
calidad 2 que las tratadas con FSH+eCG.
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CAPITULO 7
RECOMENDACIONES

Dado que los resultados de esta investigacion fueron similares, y que con un
namero reducido de animales no se pueden sacar conclusiones sdélidas, se
recomienda realizar una investigacion similar con un nimero mayor de animales,
preferiblemente no menos de 12 por grupo experimental.

. En una investigacién posterior seria interesante sustituir las cuatro Gltimas dosis
de FSH por dos dosis de 200 Ul eCG, o una sola dosis de 400 Ul de eCG.

Para el futuro experimento es aconsejable mantener una dieta balanceada
maxima con el fin de mejorar la capacidad de respuesta a los tratamientos
planteados.

Es también importante que las donantes estén adaptadas al clima y al sistema de
manejo del rebafio.
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9. ANEXOS

Figura 7. Evaluacion reproductiva y seleccion de donadoras
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Figura 8. Lavado de embriones
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Figura 9. Lavado de embriones
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Figura 10. Busqueda, identificacion y seleccion de embriones
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Telf:593 (7)2241 - 613, 2243-444, 2245-205, 2241-587 Caiiar: Calle Antonio Avila Clavijo. O velf: 072235268, 072235870 San Pablo de la Troncal: Cdla. Universitaria
km.72 Quinceava Este y Primera Sur 0 Telf: 2424110 Macas: Av. Cap. José Villanueva s/n e Telf: 2700393, 2700392



