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INTRODUCCION

En la actualidad, sigue siendo uno de los principales problemas en =
el mundo, la produccién de piroteina de origen animal. Dantro de la
produccibn animal han habido grandes sdelantos como lo son: IA INSE
MINACION ARTIFICIAL y mds reciente LA TRANSFERENCIA DE EMBRIONES.
Estas en conjunto estan contribuyendo en gfcan parte al mejoramiento
genético del ganado, mayor producci6n de éste y en consecuencia se -
ha logrado acrecentar la produccién de alimentos (7)(21) (55) (66).

En los iltimos afios, la transferencia de embriones ha empézado a ser
una herramienta que permite acelerar el progreso genitico, al aumen-
tar la presi6n de seleccifn de vacas (7) (21) (42), este método consis
te en desarrollar un embridn en un amimal de alto registro y transfe
rirlo a otro de baja calidad genética, el cual, se encarga de gestar
1o tal cano sucede en cualquier prefiez normal (42) (55). Los prime--
ros intentos de transferencia embrionaria, fueron enfocados mis a la
experimentacifn que hacia la préctica. El primer transplante lo lle
v a cabo el biblogo Inglés Walter Heape en 1830, logra.hdo transfe--
‘rir huevos fecundados de una coneja a otra durante el ptincipio de
la gestaci6n (4) (8) (28) (34) (36) (42) (49) (68) (69) . Engle realizs los
_primeros experimentos scbre superovulacién en ratas, logrando con =~
éxito la transferencia de embriones (36). Desde 1929, se demostrd -
que la implantacién de gléndulas pituitarias son capaces de aumentar
el nfimero de &vulos por ovulacibn en los animales de laboratorio. A
finales del decenio de 1930, se habia logrado cbtenér gonodotropinas
‘ parcialmente puras; Cole y Hart, en 1930 observaron que la PMSG se -
encontraba en las clpulas endometriales de la yegua prefiada (16) (25)
' (43) (47) (48) (73). En el afio de 1940, se demostr§ que la hormoma fo-
1fculo estimulante (FSH), administrada en combinaci6n con la hormona
. luteinizante (IH), induce a la superowlacxén en el ganado bovmo

. Esta técnica fue aplicada en la vaca por Casida, Nalbandou, Mcshan,

Meyer y Wisnicky (36) (69). La transferencia embrionaria en ganade-

rfa se obtuvo del afio de 1949 a 1951, realizéndose varios experimen- .
. tos; Umbaugh, Rowson y Dowling en 1949 en la oveja y la cabra, War—-
. wick y Berry en 1949 en cerdas, Kuasnyky y Willett en 1951 en vacas,
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eén la yegua en 1970. En 1969 Rowson, Moore y Lawson perfeccionaxron
la técnica de transplante por el método quirirgico en la vaca y de
1970 a 1972, Rowson, sugie, Drost y otros 'en 1976 (4) (34) (36) (42) .
En los Gltimos afios y en virtud de los trabajos llevados a cabo prin
cipalmente en Cambrige, esta tfcnica ha cobrado gran notoriedad co-
mercial, pues se ha deméstrado que es posible obtener hasta el - -
70/90% de gestaciones (Rowson y Col 1969, 1971; 1972 Newcomb; Col -
1978; Chistie y Col 1979; Newcomb y Col, Rowson 1980). (3)(11) (42)
{36). '

La posibilidad de aumentar en las distintas especies domSsticas la
descendencia de genotipos selectos, es el objetivo principal de 1la
transferencia enbrionaria en producci6n animal. Por lo tanto, 1,3 -
transferencia embrionaria es una-técnica especializada que se basa
en la ganancia del méximo nfero de 6vulos fecundados (embriones) - -
procedentes de las madres genfticamente superiores (donadoras) , por
madio de la superovulacién y su transplante a la hembra receptora,
que sirve s6lo como una incubadora biolSgica para el desarrollo del
cbrién transplantado (4) (36) (42) (55). Uno de los principales pro- |
psitos de la superovulaci6n, consiste en incrementar la cantidad -
- de Gvulos que una hembra libera en cada uno de sus ciclos estrales
(11), ya que a pesar de que a 10s pocos dias del nacimiento de los
ovarios en los mamiferos tienen cientos de miles de ococistos, son - .
pboos los que durante la vida reproductiva de la henbra llegan a =
ser ovulados, debido a que los folfculos con sus cocistos son dege-
" nerados (47)(55). La vaca es una especie que rormalmente desarro--
1la varios foliculos durante el ciclo estral, pero generalmente s6~
1o wno 1llega a madurar y a producir su desdendencia (55). Es por -
lo anterior, que la superovulacidn es un valioso recurso paré incre
rentar la tasa de reproducciln de hembras genSticamente superiores,
al favorecer el desarrollo y maduraci6n de los folfculos presentes
c¢n Jos ovarios, aumentando la produccibn de Gvulos viables (34) 47,

k (55’ -

En la vaca la aparici6n de la pubertad es el inicio de la receptivi.;
dad geual, pertensciendo al grupo de animales poliestricos con ac~
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tividad sexual continua durante todo el afio siendo su ovulacidn es-
ponténea, (5)(6) (27). Con esta técnica es posible provocar que las
vacas produzcan simultdneamante varios 6vulos que son fecundados -
por Inseminacién Artificial, aunentando asf la reproduccién de las
razas bovinas mis valiosas (35).

Hasta la fecha se han estudiado varios fnétodos encaminados a produ~
cir superovulaci6n, centrados generalmente en el empleo de hormonas
folfculo estimulantes, de las cuales la mds comunmente utilizada en
la vaca ha sido la GONADOTROPINA DE SUERO DE YEGUA PRENADA (PMSG),
aunque muchos de los primeros trabajos fueron reaiizados con extrac -
tos pituitarios (25)(47)(51).(69). Otras gonadotropinas con igual o
mayor respuesta a la PMSG, ha sido la FSH, el extracto pituitario =
anterior equino (HAP} y recientemente las menotropinas (Pergonal).
Con el descubrimiento de las prostaglandinas (PGF2 alfa) y sus and-
“logos (Cloprostenol, Estrumate, etc.) la metodologfa de la superovu .
lacidn se simplifica, ya que el uso de dichos caﬁpuestos pexmiten -
que el tratamiento con las gonadotropinas (FSH, PMSG), HAP, PERGO--
NAL) se inicie en cualquier mcomento de la fase lutea o media del -
ciclo estral, ademis una mayor flexibilidad en el momento de la su-
perovulacifn y un mayor control en la ocurrencia del estro y la ovu
lacibn (4)(10) (17) (20) (29) (47) (50) (69) . Los tratamientos se desa—
rrollan empiricamente, iniciandose la mayoria de ellos en la fase ~
de transici6n del ciclo estral, que en la vaca se presenta aprdximg
~ damente en el 16° dfa del ciclo; siendo la duraci6n de &ste de 21.3
~dfas como pramedio, con lo que se busca estimular al desarrollo fo-
licular al mamento de la regrésién lGtea y maduraci6n folicular nor
‘males antes de que dlsm.xnuya los niveles endégenos de progesterona
(27) (47) . Por lo tanto, antes de 1m.c1ar el trata:nlento es necesa
. rio oonocer cuando menos un ciclo estral de 1a donadora. Fn el tra
tamiento superocvulatorio con PMSG, se utiliza una sola inyeccién de.
la hormona en la mitad del ciclo estral, basfndose en la.lenta des-
activaciSn de ésta en el organismo (10-12 dIas) , este efecto se re-
laciona a su vida media que es mis larga que las gonadotropinas en-
dﬁgenas (4) (12) (24) (42) {47) (51) (52) (53) (54) (74) . Esta caractexfsti
ca es explicada por ser una glucoproteina que posee mis carbohidra-



tos que la FSH o IH (25); la PMSG es usada en forma - liofilizada, -
es cbtenida de la yegua prefiada entre los 80 o 90 dias, teniendo -
una considerable actividad de FSH y otra un poco menor de IH, esta

corbinacion hormonal en un solo producto ofrece ciertas ventajas, -

ya que anbos efectos son necesarios y sus acciones son de tipo si--
nergico, para lograr un crecimiento folicular mltiple la dfsis re~
querida fluctGia entre 1500 a 5000 UL por via intramuscular en un vo
LGmen no mayor a 5 ml. (14) (30) (28) (36) (43) (47) (51) (68) (69). Otras

de las gonodorfopinas utilizadas son las Hipofisiarias la FSH y LH,

son glucoproteinas que tienden a éust:'.tui_r a la PMSG, ya que se han
obtenido respuestas superovulatorias significativamente mejores (48)
a pesar de ello, al igual que en la PMSG, la variabilidad en la res
| puesta ovulatoria a la FSH es grande e impredecible. Estas hommo-~
nas, por lo general son obtenidas a partir de adenchipofisis de ani

- males de rastro, envasados en forma liofilizada y restituida con so

g - luci6n salina esteril; la FSH es administrada en una serie de inyec
' ciones pfogramadas para causar una estimulacién ovdrica Optima,. -~
' pues dichas preparaciones son removidas ripidamente de la corriente
‘sangufnea, ya que su vida media en el bovino es de 2 a 5 horas (15),
' la d6sis varia de 28 a 50 mg., usando dosis constante & decreciente,

- s:Ln emba.rgo, no es posible aun contar con un tratamiento estfindar -

k que dé épt:ums resultados. También parece tener poca 0 ninguna ven
“taja la inclusi6n de hormona luteinisante (LH) ex6gena con la FSH ~
"(4) (15) (16) (25) (28) (36) (39) (43) (48) (50) (68) (69) . Ila gran variaci®n
a la‘respuesta. superovulatoria, ha propiciado la blsqueda de nuevas
hbrmonas que produzcan mejores i:esultados, entre los que se encuen-
 tran el EXTRACTO DE LA PITUITARIA ANTERIOR EQUINA (HAP) que tiene -
respuestas similares a la PMSG, aunque en vaquillas prodxice un ma--
yor nmero de folfculos anovulatorios (47) (50); cuando se comparb -
con la ESH, la respuesta ovulatoria fug ligeramente menor; se admi-
nistra una vez al dfa durante 3 a 5 dias, la aplicaci6n de la PGF2
alfa es aplicada al tercer dfa de la inyecci6n de HAP (13)(47) .
‘Tanbién exwte la secreci6n de las copas endmetnales de la yegua
prefiada (PMEG) . que tiene efectos similares a la PMSG, al 1gua1 que
su dosificaci6n, asf como el mamento de aplicaci6n (47). ‘
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Una de las mis recienies es la gonadotropina membausica humana -

(HMG) que tiene una actividad FSH y es conocida con el nowbre de -

Pergonal, es aplicada en una serie de inyecciones en cualquier mo-

mento de la fase 1lGtea del ciclo estral (1) (20). Todas estas hor-

monas aungque no resulten ser significativamente superiores a la -

PMSG 6 a la FSH, si producen resultados equiparables a los de €s--.
tas (47).

En sf, la superovulaciGn consiste en dos fases decisivas, la prime
ra abarca el desarrollo del aparato folicular y la segunda, la rup
tura folicular por el estimulo luteinizante, (42). (Basandose en -
estos principios existen dos m&todos: uno en la estimulacién duran
te la fase folfcular y otro durante la fase ldtea del ciclo estral
(28) (36) (69) . Por lo anterior, es necesario conocer un ciclo es—
tral de la donadora, certificar la presencia de un cuerpo 1Gteo en
cualguiera de los ova.rlos , de esto depende el tratamiento a elec—- :
cién. Si es en la fase de estimilacubn folfcular con el uso de -
PMSG, se aplica el dfa 16 del ciclo estral (estro dfa cero) en una
sola inyecci6n con una dosis que fluctfa entre 2500 a 5000 UL por
via Im. (19) (28) (34) (36) (47) (59) (69) (70) . Entrando en estro 3-4 -
dfas mis tarde (42), en este momento, el nivel de progesterona em-
pieza a disminuir, buscando con &sto estimular el desarrollo foli~ = -
cular normal (36) (47); en caso de utilizar FSH y IH, el animal es
inyectado los dias 16, 17, 18, 19, 20, con una dosis total entre -
28 a 50 mg., manifestando la vaca celo el dfa 21; con este mBtodo:.
. no es necesario la aplicacién de prostaglandina, ya que es aprove-
 chada la regresifn ldtea narmal (47), las dificultades de &ste ra-
dican en el hecho de que es necesario conocer el periodo del ';::it:lo

. estral en el que se encuentra la hembra (36) (69). En la estimila~

ci6n durante la fase lfitea con el empleo de PMSG, se inyecta en -
cualquier dfa del lapso entre 9 y 14 dfas despufis de presentado el
estro (dia 0) en una sola dosis que fluctua de 2500 a 5000 UI. por
via intramuscular (4) (12) (13) (14) (19) (21) (24) (25) (34) (42) (45) (47)
(52) (53) (54) (55) (56) (71) (74), la ovulacién se induce con un anflogo.
de prostaglandina (Cloprostenol-Estrumate) 500 mg., 6 (Dinoprost -
Trometamina "Lutalyse") 25 mg., en una sola dosis aplicada a las 36
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& 48 horas despuSs de la PMSG, el estro se presenta posteriormente.
en un perfodo de 24, 48 6 72 horas: después. de la Pnyeccidn (13) (1)
(21) (24) (34) (40) (42} (43) (47).(52).(53) (54) (56] (61) (74).(75).. Con el -
enpleo de la ‘FSH se requieren una serie de inyecciones: programadas
en los dfas 9, 10, 11, 12 y 13 del ciclo estral, aplicadas 2 veces
al dfa en dosis decrecientes, variando la dosis total de 28 a 50 mg,
En vacas lactantes y vacas de carne de gran tamafio, se recamienda -
 aumentar la dosis de FSH en un 50%, la aplicacidn de la prostaglan-
dina se hace el dfa 1l d@el ciclo, apareciendo el estro 48 horas: des
pués de la aplicaci6n (4) (17) (21) (23) (25) (281 (29] (351 (36). (39, (41} -
(42) (43) (47) (54) (55) (64) (65) (66) (69), ya que la prostaglandina y» -
sus -andlogos sintSticos provocan la polioyulaci6n de la fase 1ftea
‘activa del ciclo, por su caracterfstica de producir lisis del cuer-
po 16teo es utilizada en el control del estro en animales (vaca, =~
oveja, cerda y yegua) (61).. Es importante que la receptora se en-
cuentre en la misma etapa del ciclo de la donadora, de otra forma,
2l medio uterino no resulta adecuado para el enbrifn’ transplantado
y muere; por esto se recurre a la sincronizacibn del estro del dona
.dor 'y receptora por medio de la prostaglandina y- sus derivados, por -
que causan canbios fisiolGgicos en los organos genitales, aseguran-
do asf mejoi'es resultados de fecundacibn y. scbrevivencia del embriv
 6n (42), la secuencia de la sincronizacifn del animal donante es de
la siguiente forma: cada uno de los animales seleccionados debe .te-
ner en el ovario el cuerpo amarillo coxrespondiente; al animal do
" nante se le aplica la hormona cori:espondiente para el tratamiento «
 superovulatorio; el animal receptor recibe solo la prostaglandina -
de 20 a 25 mg., 6 la dosis cofrespondiente de sus anilogos en una -
inyeccifn que es aplicada 24 horas después de la estimulacitn super’
ovulatoria del donante; el celo en.estos animales se presenta en -
general a las 72-82 horas, sincronizindose de tal manera el celo -
dol donante con el del reccptor Ios celos de los animales recepto
res se vigilan con exactitud para poder seleoclonar optimamente los
‘que corresponden al animal donante. El animal superovulado donante
t&porﬂe mis répidamente a las prostaglandinas debido al efecto de
1a EMSG 6 FSH, por presentar mis folfculos ovAricos. Por lo general
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presenta celos y ovulacion2s a las 56 horas del tratamientc con in-
yeccién de prostagla~dinas. (13) (19) (21) (24) (34) (40) (42) (43) (47) (52)
(53) (54) {(56) (61) (63) (74) (75), no todas las ovulaciones ocurren al -
mismo ticrpo, alcunzs vacas puzdsn ovular dwrante un pariodo de 5 a
7 dfas, la PGF2 alfa ha sido da gran utilidad en cuanio a &sto, ya
que reduce el tieipo de ovulecitn a 2 6 3 dias y ocurye el esiro =
que dura aproximadamente la mitad de un dia, la ovulaciGn se va a ~
presentar a las 12 horas dospuls del final del estro, este es tam~—— .
bi&n al momento de la inseminacifn de la donadora, inseminando 2 6
mas ocasiones con dosis miiltiples sin tomar en cuenta los signos es
trales externos con intervalos de 12 horas, tomando el inicio del -
estro camo punto de referencxa, las dosis de inseminacifn deben con
tener’ por lo menos 50 x 10 de nemaspermos vivos prefiriéndose la -
inseminaci6n con el semen 1fquido y fresco (27) (34) (35) (36) (41) -
(42) (45) (47) (65) (69) (71) (75) . ‘ :

' El efecto superovulatorio va a depender de varios factores: a) De -
la calidad del producto hormonal; las preparaciones varfan conside-
rablemente de lote a lote, tanto en potencia como en contaminacifn,
ademfs de no estar estandarizadas de acuerdo a las respuestas ovula
torias de las diferentes especies de las que son utilizadas (47).

b) De las diferencias entre genotipos; puesto que el ganado de car-

. ne responde mejor que el ganado lechero, e incluso se observan dife
rencias entre las razas , como por ejemplo en el ganado cebfi, existe
mejor respuesta al emplear dosis reducidas de hormona, hahiendo ma-
yor variacién y mejor fertilizacién que al usar dosis mayores (2) -
(7) (28) (57) (69); e) Edad, donde se ha visto mejor respuesta en hem-
bras de 5 a 9 afios (35). d) Estado postparto; e) Epoca del afio; —
f) Estado nutricional, se ha observado que en vacas alimentadas con .
un incremento del 50% del total de nutrientes digestibles de lo re-
comendado por el NRC, ex:.ste un mayor difmetro folicular y un mayor
volﬁmen del ovario que los animales alimentados. con mveles mis ba~

jos; (26). g) Ectado de la actividad folicular ovérica natural, la

‘cual es mis p’roriunci.ada en los meses de primavera e invierno (42.

La respuesta ovirica alta superovulatoria puede résultar en una gran.
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alteracidn de los niyeles hormonales normales, lo cual puede modifi
car subsecuentemente los ciclos estrales, por lo tanto, un interva-
lo de 1 6 2 ciclos estrales campletos entre cada tratamiento es re-
comendable, a sabiendas de que los ciclos estrales son modificados
temporalmente por la superovulacibn (7) (47) (69}, parece haber decre
mento en el nfmero de embriones transferibles a partir de la cuarta
superovulacién (47). En la superovulacién con la PMSG, existe va-—
riabilidad individual y frecuente por una sobre estimulaci6n ovari-
ca, por la persistencia de muchos. foliculos no rotos, luteinizando--
se posteriormente e incrementando en forma anormal los niveles de -
esteroides al womento de la ovulaci6n, reduci€éndose la tasa de fer-
tilizacifn, asf como el nlmero de embriones desarrollados. Estas -
variables de superovulacin, quiza se deban al tiempo largo de vida
media de la PMSG, ya que Esta puede ser detectada 10 dfas después -
de la inyecci6n intramiscular en las vacas (12)(24) (48) (62) (63).
Una forma de controlar la vida media de la PMSC es mediante la in-
yeccibn del anti-sueroc BMSG, al aplicar &ste g la vaca de 72 a 120
‘horas después de la inyeccifn de PMSG, controlarfa el nfmero medip
de folfculos desarrollados y la excesiva secrecifn de estrogenos -
(12) (37) (47) (69), ademiis evita cualquier choque anifilictico y en -
el caso de tratamientos repetidos, la produccién de anticuerpos: por
la PMSG, ya que es una proteina extrafia para la vaca. §in enbargo,
‘el empleo del suero immune anti-PMSG parece no reducir la yariabili
dad en la respuesta ovulatoria (12) (28) (37) (41) (69). |

~Por todo esto, se han hechd_ estudios llegando a 1a conclusidn, que
es mejor, la respuesta suparovulatoria al primer tratamiento que en
los posteriores (28) (41) (69) |

La recoleccifn es un paso miy mportante en log programas de trans-
ferencia embrionaria, por lo que hay 3 puntos de especial interés -
que deben ser considerados: el dfa de la recoleccifn, los medios em
pléadbé para la recoleccifn y el método de recolecei6n; ya que, los -
enbriones pasan del oviducto hasta el dfa 7. El dfa de la vecolec-
cibn va a deperder scbre todo del tipo de enbribn requerido y el mg
todo de recoleccibn. Para obtener un embrifn en estado de morula, -
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la recoleccitn se hace entre entre los dias 6 y 7, para blastocitos
deben de recolectarse entre los dfas 9 y.12 del ciclo estral, sien-
do el estro el dfa 0 (36). Los madios empleados para la recolec-~
cibén se iniciaron utilizando el modio TM 199, paro ahora se emplean
de manera mis generalizada el buffer fosfatado Dulbecco, enriqueci-
do con 1% a 2 % de suero fetal bovino 'inactivado por el calor y -
suplementando antibiéticos, cawurmente en la preparacién que sigue:

Suero Fetal Bovino .l al 2%
Penicilina 100 UIL/ml.
Estreptanicina 100 mg./ml.

Anfotericina B (Fungizone) 0.25 mg./ml.

Una vez acondicionado el suero fetal bovino.y los antibi6ticos, el
medio se calienta a la temperatura del cuerpo (37°C), su vollmen de
perde del mStodo de recoleccidn, siendo para el quirfirgico de 100 ml.
y el no-quirfirgico de 2 lts., (34)(36) (42) (69). En general se pue-
den colectar entre 40% y 80% de ovulos en relacién con el nimero de
cuerpos 1fiteos; dependiendo del m&todo y la tfenica de recoleccibn
(3) (34) (42), ya que el embrién de bovino no se adhiere intimamente
al.ﬁmrb antes de 18 dias, por lo que es posible obtenerlos sin ci-
rugia hasta ese dia, despufs del dfa 14 aumenta el riesgo de dafiar-
los. Se estima que entre el 6° y 9° dfa después del estro, es el -
rejor manento para extraer el mayor nmero de embriones normales -
sin cirugfa (36) (42) (69).

En general existen 3 métodos fundamentales de recoleccifn ovular:

| - 1.- BEs el que aprovechan 1os animales en el matadero, recolectando
los embriones de los organos aislados independientemente des--
pués del sacrificio, o

2.~ Se basa en la técnica quirfirgica por via laparatfmica, colec-
ciondndose los embriones a travéz del lavado uterino o tubérico
- (36)(42) (73) . . Esta técnica presenta varias ventajas; la recu-
‘peracibn del 100% de los embriones, se requiere menor volfmen -
del medio, el nfmero de ovulaciones puede ser chservado, sin em
bargo, tiene sus desventajas, entre ellas estéin: el riesgo de -
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muerte de la donadora, complicaciones post-quirfirgicas (infeccio
nes, rampimiento de suturas, etc.), su alto costo, requiere de -
facilidades especiales, ya sea la disposicifn de una sala quirfir
gica; solo se puede repetir 3 veces por la formacifn de adheren-
cias, en algunas ocaciones el animal se vuelve infertil debido a
Estas (9) (36) (60) (66) (69) .

MEtodo no quir@rgico: el cual serd utilizado en este trabajo.
Para su desarrollo pueden ser utilizados 2 tipos de aparatos:
Flexible 6 rfgido; para el rfgido se emplea el cat&ter modifica~
do de Neilsen (9). En el caso del aparato flexible, requiere de
un catéter de Foley largo de. 3 vias 6 salidas, 1 dilatador de -
cervix, 1 estilete, 1 bifurcacién en forma de Y 6 T, tubos de =
extensifn y probetas; para realizar el lavado uterino franécervi
cal, es necesario la preparacin del animal,. tranquiliza'ndold -
oon Xylacina y bloquefindose la sensibilizaci6n vaginal por la -
aplicacibn de anestesia epidural, se sujeta al animal en una pren
sa con 1los cuartos delanteros levantados, se lava la vulva con -
suero fisiol6gico y se seca, se aplica a &sta alcohoi, ya prepa-
rado el animal se introduce el catSter en la cavidad uterina, -

- una vez introducido, una mano penetra en el recto dirigiendo 1la

correcta colocacién de &ste, o sea el extremo llega a la porcidn
superior del cuerno utexino; en este momento se infla el globo -
con aire de modo que ocluya la luz del cuerno, justo por detrds
de la bifurcacibn.. Se ensambla un aparato de inyecciGn que pue-

. de ser una jeringa con un adaptadar del tvbo de entrada, luego -~

manteniendo cerrado el tubo de recuperacibn, se penetra a presitn
un volﬁznen de 15 ml. del medio para llenar el tubo, se introduce
el medio _neceéa.ri‘o para producix turgencia del fitero, el cual se
detexrmina por palpacifn rectal, semejandose el cuerno a la pre-—
fiez de 35 dfas en la novillona y de 45 dfas en la vaca, luego se

- abre el tubo de recuperaci6n y se cbtiene el medio de coleccitn

en un reciﬁiente adecuado. la manipulaci6n del Gtero a través -

~ del recto permite una mayor recuperacién del medio, por lo gene-

ral esta operaci6n se repite wnas 3 veces para garantizar una ma
yor recuperaci6n de enbriones. Se utilizan unos 500 6 1000 mi.
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del medio para cada lavado si se observa la presencia de cuerpos
1Gicos en ambos ovarios, es necesario lavar ambos cuernos, des—
pués de las infusiones, se desinfla el globo y se retira el ca-
téter; la introduccibn de una solucibn antiséptica en el Gtero
despufs de acompletar el lavado, se garantiza la salud del apa-
rato reproductor del animal.

la ganancia de enbriones alcanza un promedio de 69% con los me-
jores resultados realizando la coleccibn el dfa 7 y 8 del ciclo.
(3) (9) (14) (22) (32) (34) (35) (36) (42) (60) (66) (70) (72) . '

El lavado se colecciona en un cilindro, dejéndose sedimentar duran-
teun lapsd de 30 min. Posteriomente la mayor parte del medio se
elimina por caida libre queddndose s6lo 100 a 150 ml, del sedimento,
que es un procesado para la blisqueda de embriones (42). Tanbién se
ha desarrollado un simple sistema de filtraci6n para el resto del -
‘ fluidb (sabrenadante), este se hace pasar por un cedazo de 56 mm. -
del tamafio de un poro y es examinado para la obtenci6n de embriones.

().

Ia selecti6n de embriones se basa en el anilisis de la estructura -
~ morfol6gica del embrifn, con la ayuda del microscopio estereoscopio,
el cual nos determina el aspecto y probabilidades de desarrollarse
~después del transplante.. Sih enbargo, ya existen los métodos de -~
diagnGstico de. viabilidad de los embriones bovinos mis exactos, ba- .
sados en la flworescencia celular (36) (42) (65) (69). La conservacibn
de los enbriones puede ser de corto plazo para trasplante inmediato;
en el medio TM-193, dura hasta 6 horas, en el Dulbecco pueden sobre
vivir bajo la tenperatura de 20 a 37°C de 24 a 48 horas. EL Oyiduc~
to de coneja, viven hasta 5 dfas que sirve tambifn como animal de -
“transporte de log embriones. Para largo plazo es necesario la con-

gelacién de los.erbrionesl (361 (42) (69) . |

- La determinacifn del sexo de los erbriones se logra haciendo un pe-
 quefio corte del embri6n para cbtener el cariotipo y por el reconoci

" miento ce los cravosomas . X£ y XY para esto, generalmente son utili-
~ zzdos los blastocites (36).
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La mayor parte de los trasplantes embrionarios son de tipo quirfr-
gico, aunque se estan utilizando m&todos mo quirGrgicos, lo que -
sin lugar a dudas sustituirfn a los primeros. Existen 3 formas -
quirﬁrgicas: Medio ventral, por el flanco y por camilacién de la -
trampa de falopio u oviducto (36). El animal receptor es prepara-
. do para cirugfa. Se le expone el aparato reproductor y se determi
na la presencia de un cuerpo ldteo en el ovario, va que sin &1, no
es posible mantener la prefiez. Despufs de que se ha seleccionado
el embrién, es recclectado en una pipeta pasteur o un tubo capilar
de vidrio, se hace una purxéién en el ftero a través del cual se in
troduce la pipeta y se deposita el embrién, debe colocarse en el -
cuerno ipsilateral (del mismo lado) del ovaric que presenta el cuer
po ldteo. Si se desea desarrollar gemelos, se transplanta otro em
brifn al cuerno contralateral (60) (69)(70).

 EL método de transplante no-quirfirgico, se asemeja a la insemina—
cibn artificial, ya que el embrifn es colocado dentro de un tubo -
- muy fino, el cual se introduce hasta el cuerno ipsilateral donde -
se deposita. Se han obtenido hasta 50% de gestaciones mediante -
transplantes bilaterales a través del cuello uterino. Las princi-
pales dificultades provienen de las infecciones, ya que el ftero -
es muy suceptible en ese momento, pues estd bajo la influencia de
la progesterona (22) (36) (69)(72). '

Las aplicaciones y cualidades del transplante embrionario son muy
bastas; en el rea de investigaci6n scbre reproduccifn animal, -
ofrece tanto en animales de laboratorio cam en aquellos de interés
zo0tAcnico, la posibilidad de estudiar con amplitud los problemas -
fundamentales relacionados con el embrién, su interaccifn con el -
Gitero y los ovArios maternos y fetos ambientales (11). Acelera el
mejoramiento genético, aumenta la capacidad reproductiva de los ani
males, reduce el intervalo entre generaciones, por medio de la su~—
perovulaci6n en vaquillas de 4 a 6 meses de edad auuenta la tasa de
~ genelaridad, traxﬁporte internacional de gemina diploide con bajd -
riesgo de transmisi6n de enfermedades, El congelamiento de embrio-
~nes elimina la necesidad de transferencia imediata a 1os animales
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receptores. En lo que concierne a animales de laboratorio, permite
la conservacién de cepas endocrinas, con la consiguiente proteccién
contra riesgos de incerdio, enfermedades y conservaci®n de cepas -
mutantes. Produce quimeras, ya que es posible tener mezclas de po-
tencial genético de 2 razas, por ejemplo: del Bos-Indicus y del --
Bos~Taurus, para conseguir beneficios de ambos en uno solo, Un as-
pecto contemplado por los investigadores es el de separar las c8lu-
las blastod&micas, para producir clones (poblacifn que genera un -
solo individuo) de un mismo embribn antes de llegar a la fase de -
blastocisto (4) (6) (7) (11) (28) (36) (49) (58) (69).

Se debe significar que toda manipulacifn de los elementos embriona-
rios conduciri a 1o que se ha dendminado ingenierfa genStica, al al -
canzar este nivel delicado, ®e podrdn manipular los crovoscmas 6 -
los genes del individuo futuro con el fin de lograr que &ste sea lo
mis perfecto en relacidn al rendimiento que de &l se espera. Por -
lo tanto, en el &rea de la produccién animal, esto redundard en el
miximo aprovechamiento de las especies que proporcionan alimento al
honbre y contribuird asf, a solucionar el grave prcblema que se —
avecina, la falta de alimentos (11) (49). ' .
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OBJETIVO

El objetivo"del presente trabajo serd determinar la eficacia de los

' ‘,"tratémientg)s. superovulatorios con una preparacién comercial de FSH,
" contra otra de PMSG, siendo los puntos a comparar: el nfmero de -~
Cuerpos 1ﬁtébé y nfwero de embriones transferibles. - En base a la -
prucba estadfstica; cmtpaiacién de dos medias con muestras indepen-
dientes. s '




(5

MATERIAL Y METODOS

Para la elaboracidn de este trabajo se utilizaron:
19 vacas donadoras en el Rancho "El Colorado' Querétaro, Qro.

Las hormonas utilizadas son: - Gonadotropina del suero de yégua pre
fiada (PMSG)

- Pliculo estimulante (FSH).

- Prostaglandina F2 alfa (PGFzAIIPHA), .

Dosis de semen congelado. ‘

Medio de recoleccién Dulbecco.

Catéter de Foley.

Estilete.

Bifurcacién en forma de Y.

Tubos de extensibn.

. Probetas.

Cajas de petri.

Jeringas desechables,

Xilazina (Rompun)

‘Xilocafna al 2%

' Microscopio estereoscopio. .

(9} (11) (28) (36) (41) (42) (69).

METODO :

ILas vacas donadoras se éelecciona.ron en base a su calidad reproduc-g
tiva y por tener alto potencial genético. Debiendo presentar oond_:l; :
ciones como: haber tenido mis de 45 dfas post-parto, haber presenta

‘do dos celos rormales, tener un cuerpo 1fiteo funcional, no tener -

. historia de partos distScicos o irregularidades reproductivas (re--

 tencién placentaria, ausencia de defectos anatfmicos, alteraciones
durante el puerperio), encontrarse en un buen estado nutricional y
de salud, tener de tres a diez afios de edad. (7) (11) (36) (44) (69).

Se d1v1d1eron en dos grupos A y B; el grupo A con 8 vacas. fue super-
ovulado con la hormona PMSG, el grupo B con 1l vacas, se superovu15
con FSH {25) (41) (59) .
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Al grupo A, se le aplicd una sola dpsis de PMSG de 3000 UI por ani-
mal, pox via intramuscular, el dfa 13 del ciclo estral (dfa 0 estro),
después de 24-48 horas de la inyeccifn con PMSG, se les administrs
una dosis de 30 mg. de PGFp alfa, por via IM.(28) (36) (41) (42) (69).

En el grupo B, la dosis de FSH fue de 40 mg. por via IM. dividida -
en 8 dosis, aplicadas dos diarias con intervalos de 12 horas, y dis
minuyendo progresivamente en cuatro dfas, empezando el tratamiento
el dfa 9 del ciclo estral. Ia secuencia de la aplicacidn es la re-
camendada por Elsden (1980). '

Dia 9 del ciclo 8 mg. 12 horas = . 8mg. FSH
Dfa 10 ™ 6ng. " 6mg. "
Dfa 1l " 4 mg, "o dmg. "
Dfal2 " 2 ng. o 2mg. "

posterior a la primera inyecci6n de FSH, a las 72 horas 6 el dfa 11
del ciclo estral, se aplicS una sola dosis de 30 mg. de PGFOAIPHA
por via intramuscular. (21)(25)(28)(36) (41) (42) (46) (47) (68) (69).

Cuando se preserité el estro en ambos grupos, los animales se insemi
naron con 5 dosis de semen congelado en presénbaciﬁn canercial; es-
to es, a las 12 horas de haberse iniciado el estro, con 2 dosis de

‘sem‘en, una segunda aplicacifn a las 12 horas, con dos dosis y una -
tercera a las 12 horas. (36) (41) (69)

la fecoleccién enbrionaria se realizé a log 7 dfas de la iltima in-
seminaci6n. (30)(41) Se les hizo palpacibn rectal y el método de -
recoleccifn utilizado fué el no-quirfirgico, descrito anteriormente.
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RESUILTADOS, ¥ DISCUSION

ia respuesta superovulatoria a la inyeccidn de ENSG y FSH, fue eva-
luada en el nimero dz cueipos liiteos en ambos ovarios y- el nlmero

de enbrione transferibles.

En el cuadro N° I se mucstran los resultados obtenidos del tratamien
to A, con 8 vacas superovuladas con FiSG y en el cuadro II los resul
tados del tratamiento B con 1l vacas superovuladas con FSH.

Ios resultados obtenidos con la PMSG en cuanto al nlmero de cuerpos
1Gteos por vaca, nos di6 una media de 6.875, dando un porcentaje de
embriones de 21.98% = P = 47.11% (cuadro III) y para FSH la me-
dia fue de 7.889 con un porcentaje de embriones. de 56.72%8 < P =
78.49% (cuadro III). Se ha reportado que el promsdio de ovulacio--
nes con FMSG es ae 5.5 por véca, dando un porcentaje de embriones
del 70% y de la ganancia de embriones para FSH es de 74% y 768,
Concordando los resultados obtenidos: en este trabajo con lo repox-
tado por estos autores. (42)(45).

la media de grado de ovulacibn para PMSG fue de 6.875 + 3.908 y la
media para embriones fue de 2.375 + 2.093. Para FSH, la media de
- grado de ovulaci6n fue de 7.889 + 2.189 y la media para embriones
-fue de 7.00 + 3.263; teniendo camo resultado que el nfmero de cuer-
pos 1Gteos por vaca para PMSG, puede ser de 3 a 1l y el nlmero de -
embriones de 0 a 4 por vaca. Para FSH, el nfimero de cuerpos liteos
por vaca seri de 6 a 10 y el nlmero de embriones de 4 a 10 (cuadro
. ' '

En el cuadro IV se comparan los resultados en el nfimero de'cuerpos

1Gteos del tratamiento A (PMSG) y tratamiento B (FSH); siendo esta-
. dfsticamente no significativa la diferencia entre ambos tratamien-—
tos (P=.05) (grifica 1. Camparando el nfmero de embriones trans-
feribles del tratamiento Ay del tratamiento B, se obtuwvo estadfsti
camente una diferencia significativa de .0l£P<.05 (grafica 2). No
_ hubo diferepcia entre los preparados de PMSG y FSH en cuanto al nf-
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mero de. cuerpes, lGtegs; pere el tratpmiento con FSH, resultd ep un
mayox, nimexqQ de enhq;ibnes t,r:a,nsferibles que para BMSG, Estos resul
tados concuerdan con los: trabajos: de Crister, JR., et al. (1980) ¥
'Elsden, R.P., et al. (1978} en donde la respuesta bara FSH fue sig-
nificativa (P<.05) que para PMSG.

Sin embargo es imposible predecir con certeza, el que una donadora
pueda producir un niimero adscuado de embriones viables al tratamien
to superovulatorio. Siendo el motivo de ello, la gran variacifn -
entre individuos y las respuestas ovulatorias a los: tratamientos su
‘perovulatorios. Por lo tanto, la respuesta ovulatoria depende del
tratamiento superovulatorio de eleccibn, al mStoda de estmpcrﬁn de
la respuesta ovarn.ca, siendo el mis prictico y accesible la pal
ci6n rectal, aungue sea el de menor precisidn, debido a que es impo
" sible diferenciar los cuerpos: 1iiteos de los- folfculos no .rotog va--
rios dfas despuss del estro. (5)(10)(25) (42)(47) (48)(63), Tampién
depznde de la edad de los animales, dando mejor respuesta de 3 a 9
afios, que en hembras més jévenes. (35) Otra variabilidad en la res
A puesta al tratamiento com PMSG, es dcbida a la sobreeStimulacién -
ovirica, con la persistencia de muchos folfculos no rotoss &sto se
podrfa evitar con el uso del antisuero espacifico de la PMSG, evi-
~tands el riczgo Gz una prolongada estizad.ociOn (24) .
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. CUADRO I
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C#pE

FECHA

INICIO .

PGF,ALPHA  OVARIOS COLECCION

ANIMAL  ULTIMO  SUPEROVU~ 3?56" . #DECL 4 DE .
~_ESTRO_ IACION __ EMBRIONES

K 8-1%-83  21-1%-83 - 3,000 30 8 3

2 8-1x-83  21-1%-83 3,000 30° 10 %

3 10-XI-83 23-XI-83 3,00 30 2 N0 HUBO

L 10-X|~83:; 23-X1-83 3,000 30 7 2

5. 10-1-84 231 -84 3,000 30 8. zv,‘
6 10-1-Bh  23-1-84 3,0@0 30 . 5~ NO HUBO ,
7 2-|x-8§ 15-1%-84 ‘3;000 30 15 .6

8 30 O HUBO

. RESPUESTA- -

'2-1%-84

15-1X-8l

3,000



CUADRO

Vacas tratadas con’ FSH (grupo B).
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19-11-84  1-111-84

h=3-2-1

#DE  FECHA  INICIO . FSH  PGF,ALPHA OVARIOS  COLECCION
ANIMAL ~ ULTIMO  SUPEROVU=- mg.  mg. # DE CL # DE
‘ ESTRO  LACION " EMBRIONES
1 30-VI-83 9-VII-83 . 40 30 7 2
4 he3-2-1
2 29-Vi1-83 7-vI11-83 4o 30 5 y -
, Che3e2-t :
3 9-V111-8318-V11I-83 40 - 30 5 2.
| o hm3e2el | i ‘-
) 3-x-83 13-x-83 ko - 30 6 9
, P 1“'3'2"]_ . .
5 17-X1-83 26-X1-83 4o . 30 13 7
' S h-3-2-1 £
6 - 18-X11-83 28-X11-83 4o 30 EXTREMADA 14
| N hu3-2-1 RESPUESTA
3 21-1-84  31-1-84 . 30 8 2
' R 4=3-2-1 R
8 21-1~84 - 31-1-84 40 30 12 12
‘ SR §=3-2=-1 ‘ o
9 1-11-84 10-11-84 k4o 30 . EXTREMADA 15
- 4=3-2-1 . ‘RESPUESTA |
10 17-1-84 27-11-84 ko 30 86
ho 30 7 b
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CUADRO Il

2 DE EMBRIONES OBTENIDOS DEL TOTAL DE CUERPOS LUTEOS.-PARA
EL TRATAMIENTO A YB.. :

b : T b _ 48 - ,
P’:“§§“°-3"55- TS 7 s 06761

p= P + Zd /E'nﬂ. ‘ ' . , - p= P*i 2o /,P?-‘ﬂ_ |
£0.3455) (0.6545) : ' ~ flo.6761)(0.3239)
P 0'31'551“'96)\/ 55 0.6761:+(1.96) 7 _

- 0.676140. 1089

. P

p= o 345540, 1257 p
- 21.9832P£ 4. ng U S6LT2REPLIBAGY. .o

3 ==t= 95% de nivel de confianza

Zo = 1.96 ' :

‘n = No. de cuerpos lGteos totales.

P = proporclon (%) de embrlones en Ia poblaclon (verdadera) e
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CUADRQ IV

COMPARACION DE 1LOS DOS 'IRAWI% CON MUESTRAS INDEPENDIEN‘I‘ES,
AM\LIZANDOEE-NUMEH)DECUERPCGHHE)SYELNIMERJDEEMBRIONES

A DATOS
TRATAMIENTO A - TRATAMIENIO B
- (ese) o o GsHL
Cuerpos Lfteos Ehhrmngs Cuetpos LGteos Enhriones
X XA Xn XA - X % X3 X2
8 64 3 9 7. 49 2 4
10 100 6 36 5 25 4 16
2 - 4 0 0 5 25 . 2 4
7 49 2 4 6 36 9 8l
8 . 64 2 4 13 169 7 49
5 25 0 0 8 64 14 19
15 225 6 36 12 144 2 4
0 0 0 0 8 64 12 144
e ————— 749 15 225
55 531 19 89 —— - 6 4
~ 71 625 R
R 77775
Cuerpos LGteos Embriones
A B S S B
n 8 9 g 1w
gl. 7 8 T 10
X 6.875 . 7.889 - S 23715 . 7.0
5§ 4.673.0 . 2.848 - 2,504 4,858
To. 2.365  2.306 o 2.365 2,228
‘e 3.908 2.189 ' 2,093 3.263°
" 2.967-10.783 ©  5.700-10.078 . 0.282-4,468 = 3.737-10.263
@-wm - 10)’ S e-4 0 d-l0

l-°'~= QS% de m.vel de confianza. '
Lk Inbervalo de confianza para estmar M: M=X + To sd"‘
e 'I‘oS/‘/""" e M-x-re_-
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Hipodtesis:
Ho : M, = M, (MA-MB= 0) ( Ay Bson iguales )
(MA es el Yo. promeiio de cuerpos ldteos para Trat., A )
(MB | " "o -n " " n’ | " 'R )
Hy + M, £ My ( M, - MB‘;! 0) ( Ay Bson diferentes)

1
>0 3\
\ <0 ma

= XA : .
X = = =22 5 6.875 X, = 6.875
: n, 8 L
. XX N : , o
RB=-—-—-§—= — = T7.889 . TB= 7.889. ¢
g "9 , o
XA el XB = 6.875 - 7-889: fad 1.014

(my = 1) 2 =58 - (2x)%/ ny = 531 - ‘(55)2/3; 152,875

(ny = 1) 82 = 152,875

i

(ng = 1) s§= T - (Fxp)?/ ng= 625 - (71)%/9 = 64,889

o
B
o |
1

1) s%-: 64.889

3 A, a2 ‘
,r:“:\ + “a‘l n,71)S@ln,-1)85 raw ] 152.875+64.889

g | | sty | D |
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17 . 217.764

b3
72

R% - XE

= \[3.428 = 1.851
15 -

-1.014

£ calec =

s
xA - xn

_como - 0.548 >~ 2.13

= =~ 0.548 n. 5. {(no gignificativo)
1.851 : ‘

aceptar Ho .. A y B gon.iguales.




GRARTIZA No 1

C'1ERP03 LITE0S

¥ = 0.025
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-1.014 Q

fgsa-'z A3 -O.'548

ACSPTAR - Ho

hh Rachazar Ho

o o 5%

gl =apng-2=15 ': : ) l

=z 2;13 .
- t calc = -0.548

Rechazar Ho

como ~0,548 ) ~2.13 aceptamos 'Ho‘*"

¥y o Ay B son iguales
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Hipétesis:
Ho = M, = HB‘( My =¥g=0 ) ( Ay 3 aon iguales }

\

(MA es el No. promeifo le embriones para trat. 4 )
(MB "” (] " "n o . " o n )

Hi=mA,! My (MA-MB;(O) (AyBsondiferentgs‘)v

>0 A>B
<0 B»

= 2 it = 2,375 X, = 2.375
A n, 8 . R S
CEX ' S
IB = ‘ B = _:’_7_. =7 - RB =7
_ ng. 11 : e .
X, = Xp=2.375 - 7 =~ 4.625

i

89-(361)/ 8
43f875

89-(19)%/ 8
89 - 45.125

(- 1) 2 =5 2= (Zx,7 /n,

o |

"
]

43.875

—
=
=
1
-
B A d .
123
>N
[}

u

. 2 T o i B N -;.4‘ .
(R = 1) S5 .2 - (Ex)? /ng=715- (% /11 = 236

236

L
t
’ —
e
W
W
o
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%, - %
P cale = A B __ =4.625 _ . 2.453"

S 1.885
XA - x13

como -~ 2.453 < ~ 2,11 rechazar Ho
aceptamos H'i $ My # Mg . ‘B>A
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GRAPICA No. 2

EMBRIONES

5%, - Xp= 1.885

ACEPTAR - Ho

_

oC = 5%

techazar Ho

gl » 17 ‘
ty = 2411
£ cale = -2.453

como _-2.‘453 < =2.11 . rechazamos Ho.
. aceptqmos;Hi y +% A y B sason difereates -
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QONCLUSIONES |

Por lo anterior, podemds concluir que la FSH da mejares regsultados
en transferencia embrionaria, que la PMSG. Debido a que el nfero
de embriones transferibles: de la FSH es mayor de 7.00 + 3.263 (4-10)
y para PMSG es de 2.375 + 2.093 (0~4). embriones. Llegando a la mig
ma conclusibn reportada poy Crister, J.R. (198Q) y Elsden, R.P, -—.
(1978) (21)(25). ' o

El empleo de la FSH. tiende a sustituir a la PMSG a pesar de que &g-
ta ha sido de mayor uso en los. tratamientos superovulatorivs, debi-
do a que solo se reqmere una sola aplicacnﬁn por su larga vida me~
dia, pero con la FSH se han obtemdo respuestas superovulatorias -
significativamente mejores en el nt'mm:‘o de anbrlones viables (48) a
pesar de ello, al igual que en la PMSG, la var:.abxlldad ‘de la res—
puesta superovulatorié a la FSH es grérxie e ‘impredecible,

En general, la transferencia de embriones es: costo§;i'e involucra wn
riesgo financiero consxderable‘ Por estas razones, su apli‘cédi6n -
primordial por. el momento, es la produccifn de pieg: de cria para -
posteriommente ser promoyidos y puestos al mexcado Par personas con
‘mayor liquidez de capital. Sin embargo, conforme la tecnologfa me-
jora y su costo declina, un nfimerc cada vez Tayor de cripdores a pe
quefia escala estén usando la transferencla de embnones en forma ‘1i
mitada. :
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