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RESUMEN

El presente trabajo fue dividido en tres partes En dos de ellas se utilizd material de
rastro, de donde se obtuvieron las muestras y fueron procesadas en el Laboratorio de
Reproduceién e Insemimacion Artificial de fa Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan (FES-

C) Latercera parte se realizé en un rancho comercial ovino en Zumpango, Estado de México.

Se disefio el presente trabajo para comparar dos diferentes disposiiivos de puntas para
aphicar el semen al intenor del Gtero por laparoscopia Un dispositivo de uso comercial de origen
francés denomimado ASPIC y un dispositivo de origen nacional desarrollado en la FES-C que
no es de uso comercial que es probado en este trabajo Se utilizaron 24 dteros de ovejas adultas
$in gestacion obtenidos en el rastro. de los cuales se dividieron en dos grupas de 12 cada uno.
Un grupe para ser inseminado con el dispositivo punta FES-C v el otro con el dispositivo
ASPIC. Para cada utero se evaluaron las siguientes caracteristicas; 1} Si ¢l colorante penetré o
no a luz del Gtero: 2) La longitud de distribucién del colorante en el utero: 3} S el colorante se
quedd en la pistola inseminadora o no Para el poreentaje donde el colorante penetrd a la luz del
Utero existid una tendencia a favor del ASPIC 83.3% contra 66.6% para ¢l dispositive FES-C,
sin ser la diferencia significativa (P> 0.05). El porcentaje de (teros en los que se encontrd el
colorante en el miometro fue igual en ambos dispositivos 16.6% (P> 005) Pero para
porcentaje de uteros donde el colorante se encontrd sobre la supcrficie atertna delndo a un
reflujo fue de 0% para el ASPIC v 16 6% para el FES-C (P 0.05 J. El porcentaje de tteros donde
s¢ aplico la dosis completa fue mejor para ¢l ASPIC que para el FES-C. 58 3% commra 16 6%
respectnamente (P 003y El porcentage donde s¢ aphicaron dosis incompletas a la Jus del vero

por retluzo tambien fue mejor para el ASPIC 259 que para of FES-C 66 69
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Mientras que el porcentaje donde fas dosis se aplicaron en su totahdad en el miometrio fue igual

en ambos casos 16.6 % (P>0.05) El ASPIC de fabricacion francesa, mostro mejor desempefo
que ¢l dispositrvo FES-C como lo muestran los resultados, debido a que la principal causa de
deficiencia encontrada en el dispositivo FES-C fue que el semen se escurrié entre la pistola
metafica y la canusa de pldstico desechable, causado probablemente a alguna interrupcién en

el canal de flujo, lo que puede ser corregido afinando 12 técnica de fabricacién del dispositivo

La segunda parte de este trabajo consistié en pesar los {iteros en una balanza granataria
antes de ser inseminados. Una vez depositado €] colorante en el utero, el mismo fue disecado y
con un vernzer se mudio en mitimetros la distribucion de dicho colorante en Ja luz del tubo Los

datos fueron evaluados por andlisis de varianza, utilizando el peso del Giero como covarianza.

Obteniéndose como resultado que el colorante aplicado con el dispositivo FES-C tuvo
una distnibucion de 51 8 milimetros contra 51.6 milimetros del dispositivo francés ASPIC sin
presentar diferencias sigmficativas (P>0.05). El peso y e} tamafio del titero no fue un factor
determinante para la distribucion de! colorante La distribucion del colorante posiblemente

depende del Jugar donde se haga Ja puncion del utero y el estado fisiologico de la oveja.

En la tercera parte de este trabajo se comparé la fertilidad de dos dosis de semen
congelado de camero. Una dosis con 150 millones de espermatozoides por paplla de la raza East
Friesian v otra de 50 millones de espermatozoides por pajilla de Ja raza Churra

S¢ utilizaron 90 ovegas de diversas cruzas con un peso promedio de 55 kifogramos que
fueron divididas en dos grupos de 45 ovejas cada uno, las cuales fueron inseminadas de manera

artficial por faparoscopta intrauterina con semen congelado en paplias de ¢ 23 ml



Las ovejas previamente fueron inducidas o sincronizadas al estro utilizando el método
Crontogest (Intervet Mexico) e inseminadas por laparoscopia utilizando ASPICS de fabricacion
francesa

Los resultados de fertilidad demostraron que no existié una variacion estadisticamente
significatrva (p>0.05) entre los grupos, ya que los porcentajes obtenidos fueron de 40% de
pariciones para el grupo de 150 millones de espermatozoides contra el 38 5% para el grupo de

50 millones de espermatozoides



OBJETIVOS

1) Comparar la eficiencia de dos tipos diferentes de puntas para aplicadores de semen, utilizadas
para traspasar el utero (los cuernos uterinos) con fines de realizar la insemmacion artificial

mntrauterinz por laparoscopia.

2) Comparar la fertilidad de dos diferentes dosis de espermatozoides para inseminacion

aruficial intrauterina por laparoscopia.



INTRODUCCION

Desde que el hombre se volvid sedentario empezo a domesticar animales, usandolos
para su servicio, al observar que su numero de poblacion demografica aumentaba y sus
territorios disponibles disminuian, €] hombre tuvo que ir aprendiendo nuevas técnicas de
domesticacién, manejo, seleccion v mejoramiento animal, io que ahora conocemos como
zootecnia, trayendo comto consecuenciz un avance genético empirico, posteriormente, apoyado
en la investigacién tuvo como resultado adelantos cientificos v el mejoramiento de las especles

animales.

Con esto se busca poder tener animales con un potencial genético con el cual se tengan
caracteristicas superiores en su rendimiento en el menor tiempo

Los investigadores y zootecnistas tratan de utilizar la maxima biotecnologia existente
adaptandose a los recursos biolégicos. técnicos. sociales y econdmicos que les ofrece su pais,
desarrollando asi diferentes téemicas de investigacion de reproduceidn v produccién pecuana.

Los paises con probiemas agropecuarios como el nuestro, tienen que buscar alternativas
de reproduccion ya que sus estandares de produccion no satisfacen sus demandas de alimento.
Es por ello. que deben de buscar sus propias técnicas v adaptar las va existentes, para avanzar
¥ conseguir respuestas reales a una sociedad como la mexicana que presenta crecimientos
demograficos elevados, asociados a problemas de desnutricién y falta de tecnologias adecuadas,
asi como también sus condiciones culturales, econdmicas v sociales {Hernandez, 1982).

[istas investipacionas se basan en comparar técmcas que den resultados positivoes a la
1eproduccion v sin duda los objetivos priontanos de la ¢nia ammal son proporcionar alimentos

de mayor calidad prozeica al hombre Dentro de este marco, se hace mperative incrementar I
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productividad animal, ya que México se incluye dentro de los paises con calidad alimenticia

deficiente (de Alba 1976).

En México existe el mterés de mejorar y aumentar la producci6n ovina, pero parz esto
es necesario desarrollar tecnologias de produccion que permitan la atilizacion de los recursos
disponibles (Mufioz, 1986)

Es aqui donde en general los ovinos pueden desempefiar un papel importante, que junto
con los caprinos son especies abandonadas y marginadas, con uno de los menores presupuestos
agropecuarios en el pais y falta de seguimiento a sus proyectos de investigacion agropecuaria,
con escasos téenicos, que conozean a la especte v una alta poblacion de ammales enollos y
Cruzas con animales de raza introducrdos al pais recientemente, de los cuales se desconocen las
practicas minimas de manejo reproductivo, nutrcional y sanitanio. Como consecuencia se tiene

una falta de bibliografia actualizada v poco difundida en espaflo] que entiendan técnicos 3
productores (Hernandez, 1982).

La produccién ovina en México no solo s& ha estancado en tos Gltimos 25 afios, sino. que
ademias han bajado los inventarios de animales debido a la baja produccidn v alto consumo de
carne ovina, especiaimente en barbacoa (Satas. 1996)

Es por que esto el gobierno federal. a través de los gobiernos de los estados han
implementado programas de repoblacién tendentes a aumentar numero de hembras para
criaz sin embargo los programas tienen algunas fallas en las que destacan;

I -S¢ ban imponado hembras primerizas que fisiologicamente son menos fénites v

prolificas que 1as oveyas adultas (Pineda, 1991)

2-5¢ imponaron machos, pero solo para gramas particulares,



Antecedentes Historicos

La Insemmacion Artificial (IA) es una de las técnicas que ha dado respuesta a este tipo
de problemas y dernandas cientificas v sociales, ademas de ser una de las practicas mas comunes
en todo el mundo para el mejoramiento genético v la seleccion ammal, como fa historia nos lo

describe:

La Inseminacion Artificial es el depdsito de espermatozoides en los genitales femeninos
por medios artificiales en Jugar de los naturales (Ensminger, 1973)

Los primeros datos registrados sobre Ja aphcacion y uso de la Inseminacion Artificial
datan de 1780 cuando un italiano [lamado Lazaro Spallanzani experimentd con el perro v
consigui¢ prefiar una perra infundiéndole semen fresco directamente en el uitero, obten:endo
éxito al nacer los cachorros posteriormente y de manera normal (Ensminger, 1973, Elizondo

1994 Hafez 1996).

En 1890. Repiquet en Francia aconsejaba el uso de la Inseminacion Artificial para
contrarrestar la estertlidad (Perry, 1968). Ivanov, en Rusia efectio trabajos en caballos v a
finales del siglo pasado en vacas v ovejas, esto se realizo alrededor de 1928: 1o que trajo como
consecuencia cl aumento de interés en esta técnica. Posteriormente se establecié una seccion de
fisiologia en ¢l laboratorio de veterinana det ministerio de agrrcubtura de Rusia. La téenica recto-
vaginal o recto-cervical se desarrolld en Dinamarca cn 1937 v produjo un aumente del 10%

aproximadamente en cuanto a concepeion (Sorcnsen 1982, Vazquez 1982.Elizondo. 1994)
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La inseminacion Artificial en ovejas fue utilizada en 1955 POr técnicos rusos donde
informaban que alrededor de 28 millones de ovejas fueron inseminadas Con el paso del hempo
esta praciica fue comin en sus granjas colectivas, alcanzando un censo del 45% de sus ovejas

inseminadas artificialmente. También los soviéticos anunciaron que con el semen de un carnero

hablan inseminado 17 mi] ovejas en un periodo de 115 dias. (Ensminger 1973, Vazquez, 1982).

Las técnicas de JA también han cambiado con el paso def tiempo de acuerdo con los
avances biotecnoldgicos que se han ido desarrollando en el mundo. Haciendo principal mencion
a las diferentes técnicas de 1A en ovinos como han sido aplicadas con el paso del iempo

baséndose en sus resultados de concepeidn,

Se ha sugerido que son [os ovinos los que ofrecen mayores posibilidades de incrementar
}a produccion pecuaria v la inseminacion artificial abre as puertas. en todo el mundo a csta
oportumdad E! interés es mayor donde los rebafios son pequefios v las condiciones mas

fas orables (Elizondo 1994)

La inseminacion de 1a oveja v la cabra puede ser 2 traves de diferentes vias: vaginal,

cervical o mtrautenina. difiriendo en cuanto a su complejidad v expectativas de éxmo

Stbien las téenicas de JA v Iransferencia de embriones tienen en la prictica comercial
cerca de 50 v 30 afos respectinamente. estas han tenido un pequeiio impacto a lo fargo de un

peniodo de mejoramiento genetico de ovinos v caprines Sin embargo en la ulima decada. 1a
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llegada dei proceso de laparoscopia para la inseminacion infrauterina, la recuperacién y

transferencia de embriones dentro de la reproduccidn, se han convertido en nuevas y potentes
herramientas para incrementar rapidamente la selecc16n de caracteristicas genéticas deseables.
En borregos hay caracteristicas que se inclinan a la ganancia y crecimiento de tejido muscular,
crecimiento de lana de calidad, produccién de ieche v resistencia a enfermedades: de igual

manera Cor las cabras, donde se pone un mavor énfasis en el mejoramiento de alta calidad de

la fibra (Wallace, 1992)

Tipos de Inseminacién:

Inseminacién vaginal

La inseminacién vaginal es el método mas simple y rapido cuando se utiliza semen
fresco dilwdo. pero requiere una dosis de semen generalmente mayor que si se utiliza alguno

de los otros méiodos.

La mseminacion vaginal consisie en ¢l depdsio de semen dentro de la vagina anterior
sin intento de localizar el cérvix En Australia este método se le conoce como "Drisparar a
oscuras 0 meétodo SID (shot tn the dark = disparar a oscuras)” (Wallace 1992}, Si bien algunos
autores reportan de esta téenica resultados comparables con los obtenidos con 1a inseminacion
cervical, otros autares mencionan que los porcentajes de concepIon son bajos usando esie

método (Wallace 1992, Flizondo 1994),
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llegada del proceso de laparoscopia para la inseminacién intrauterina, la recuperactén y

transferencia de embriones dentro de la reproduceién, se han convertido en nuevas y potentes
herramientas para incrementar rapidamente la seleccion de caracteristicas genéticas deseables
En borregos hay caracteristicas que se inciinan a la ganancia ¥ crecimiento de tejido muscular,
crecimiento de lana de calidad, produccién de leche v resistencia a enfermedades, de tgual
manera con las cabras, donde se pone un mayor énfasis en el mejoramiento de alta calidad de

la fibra (Wallace, 1992).

Tipos de Inseminacion:

Inseminacién vaginal

La inseminacién vagnal es el método mis simple y rapido cuando se utiliza semen
fresco diluido, pero requiere una dosis de semen generalmente mayor que s1 se utiliza alguno

de los otros métodos.

La inseminacion vaginal consiste en el deposito de semen dentro de la vagina anterior
sin intento de localizar el cérvix En Australiz este método se le conoce como “Dnsparar a
oscuras © meétedo SID (shot in the dark = disparar 2 oscuras)” {Wallace 1992) Sibien algunos
autores reportan de esta téenica resultados comparables con los obtenidos con la mseminacion
cenvical. olros autores mencionan que los porcentajes de concepeion son bajos usando este

método { Wailace 1992, flizondo 1994)
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Inseminacion cervical

La inseminacion cervical implica la deposicion del semen a una profundidad de hasta 3
cm dentro del cérvix Si como puede suceder en algunos animales, el cérvix permite el paso de

Ia pipeta, el método se transforma en inseminacion intrauterina, ne quirirgica.

Esta es la técnica de inseminacion mds empleada para ovejas y cabras v en Ia cual no se
recomienda el semen refrigerado o congelado. por lo cual sé uttliza el semen fresco (Wallace.
1992). Esta técnica es barata v relativamente facil: sin embargo el porcentaje de éxitos de la
inseminacion cen ical en borregas utilizando semen de camnero congelado-descongelado ha sido
relativamente bajo del 10-30 %, debido a que se detenora el semen en su transporte a través del
cérvix, pero se pueden obtener resultados satisfactorios al practicar la mseminacién intrauterina
que lleva implicita una cirugia menor (laparoscopia). Se ha visto que en algunas cabras se puede
practicar la inseminacion intrauterina via eénvix dando como resultado aceptables indices de
cancepeion. cerca de 30% v hasta un 67%. en las ovelas no se puede llevar acabo este tipo de
mseminacidn v es aqui donde se pueden observar las diferencias anatomicas entre las dos
especies. Es posible correlacionar los rangos de concepeién de acuerdo a la profundidad de la
msemiracion dentro del wtero. incrementandose aproximadamente el 10% por cada centimetro
de profundidad alcanzada principalmente en las cabras v comparando tos resultados entre las dos

especies,
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Este es el método generalmente recomendado de inseminacion cuzndo se utiliza semen
fresco dituido o sin dituir Sin embargo utilizando semen congelado dentro del ttero via el cérvix
los rangos de prefiez son bajos, en comparacién a los logrados directamente con inseminacién

laparoscépica 45% contra 64% (Wallace 1992.)

Inseminacion Intrauterina por Laparoscopia.

Es el depdsito de semen directamente dentro del fumen uterino. esto evita el contacto
naturaj con la barrera que representa el cénix Esto tiene un efecto positivo en el desarrollo
radical de la fertilizacién va que evita la barrera inmunologica del cérvix v un comportamiento
extrafio en los diferentes estados fisioldgicos en los que se encuentran las ovejas v las cabras
Inicialmente ia inserminacién intrauterina estaba hecha via laparotomia a un lado de la linea
medic ventral Sin embargo se observd que no era practica para otros investigadores. y lo
relacionaban a que no se pedian recuperar gran nimero de embriones 3 los recuperados tenian
bajos porcenajes de sobrevivencia En 1982, Pillen v Caffery fueron los primeros en reportar
la inseminacién artificial por laparoscopia. El instrumental se ha ido refinado o adaptando con
mejorias durante los ultimos 10 afios. pero la técnica basica de 1nstrumentacion sigue siendo la
misma ¢ poco alterada Se observd en un estudio que ta téenica tenia un mejor desarrollo si las
hembras tenian una dieta de 12-16 horas sin alimento v agua previa a la laparoscopia { Wallace

1992,
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La oveja, para su inseminacion es colocada en decubito dorsal formando un angulo de
40 grados 6 mas desde la horizontal, de manera que quede elevada la parte caudal del cuerpo.
El érea anterior del animal debe de estar estéril donde se vaya a hacer la incisiém. Se aplica
anestesia local 5-7 cm antenior a la herida y de 3-4cm separada de [a linea media ventral. Se
hacen dos incistones pequefias en la piel con un trocar y una cénula para permitir la entrada de
un laparoscopio de Smm de diametro, conectado a una fibra optica, v esta a su vez conectada a
una fuente de luz. L cavidad peritoneal es insuflada con CO, y el iitero esta localizado anterjor
a Ja herida. A veces puede estar la vejiga por encima del iitero obstruyendo su localizacion ¥ mas

cuando la vejiga esta pletonca

Debido a [2 posicion de! utero en la cavidad abdominal. el semen se deposita mas
faciimente en cada uno de los cuernos del mismo, que ocupan una posicion sntermedia entre Ia
bifurcacion uterina v I[a union Utero-tubérica La pipeta de inseminacion es introducida porla
via de la segunda canula. Una vez localizado el sitio. Ja pipeta atraviesa la pared uterina.
Jlegando hasta el lJumen El émbolo de la jeringa se empuja para depositar el semen que debe
observarse como fluye por la punta de la pipeta Se retita la pipeta v se repite la operacion en el
otro cuerno del utero En algunos casos no fluye bien el semen por la punta. ain después de
haber introducido una gran cantidad de aire. esto indica que la punta de la pipeta no esta dentro
de la luz def cuerno St se manipula hacia atras y adelante, ligeramente, lo mas probabie es que
la pipeta se evacue. Después de depositar el semen se retira ¢l laparoscopio. Se puede desinflar
la cavidad abdominal antes de retirar la cdnula. Los orificios no requicten que se suturen v el
procedimiento dura de 1-2 minutos depende de fa hatlidad del cirwano, se puede tratar 1a

herida con anttbidtico en polvo o acrosol antiséptico Despuces de cada msemenacion el
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instrumental debe volver a la solucion antiséptica para esterilizarlo, Si se reciclan, en una sesion

deben de limpiarse y enjuagarse con solucion salina fisiologica al 0.9% mantenida a 30 grados

centigrados. (Wailace 1992)

Para mejorar la exactitud en Ja colocacion del semen v la eficiencia de los técnicos
cuando se adiestran para inseminar ovejas, se recomienda un método extremadamente wtil, el

cual consiste en emplear un colorante er: el diluente del semen (Hafez, 1996).

Dosis de espermatozoides en la 1A Intrauterina

El numero de células espermadticas requendas para la tasa de concepcién optima es
mayor en el caso del semen fresco que en del semen congelado.

En la oveja. el semen dilmdo congelade. debe reconcentrarse. de modo de que se
insemnen unos 200 millones de espermatozoides méviles. En el caso del semen no congelado,
son sufictentes 30 millones de células moviles. Cuando las ovejas se tratan con progesterona
para inducir el estro de manera sincronizada. 12 cantidad de espermatozoides requeridos puede
ser hasta de 1500 millones Se ha observado que la doble inseminacién con mntenalo de 12
horas incrementa la tasa de fecundacion  El numero total de espermatozoides debe repartirse
por 1gual en cada cuerno cuando se practica la inseminacién intrauterina por laparoscopia. Atn
cuando los espermatozoides depositados en un cuemno son capaces de fertihizar los ovocitos
desprendidos en ¢l ovario contra lateral. se ha observado un pequefio aumento de ferulidad

cuando el total del 1nseminado se reparte entre ambos cuernos {Maxwell v Evans, 1990)
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La cantidad de semen que se uuliza varia de 0.05 a 1 mi, perc el manejo de volumenes
pequedios es mucho més dificil. Se prefieren volomenes de 0.5 a Iml, con un total de 1x 10°

espermatozoides por unidad La tasa de concepcion registrada, fluctiiz de 55 a 79%.

Los volumenes recomendados para inseminacion son los siguientes:

Para mseminacién vaginal 0.30-0 50 mli
Para inseminacion cervical 0 05-0 20 mi
Para inseminacidén mtrauterina 0.05-0 10 ml  (para cada cuemo)

Estos volumenes recomendados para la inseminacion deben de contener el numero
minimo de segundad de espermatozoides moviles

NUMERO MINIMO DE SEGURIDAD DE ESPERMATOZOIDES MOVILES EN EL
INSEMINADO PARA PRACTICAR LA INSEMINACION ARTIFICIAL {Mitlones)
\

L TIPO DE SEMEN

i ! Fresco _Liquido-consenvado | Congeiado

| Inseminacion vaginal | 300 NOEFECTIVO | NO EFECTIVO
Inseminacién cervical | 100 i 150 | 180

| I Intrauterina | Q
| ..via cérvix (cabra) | 60 ) 60 , 50 i
‘. via laparoscopica | 20 f 20 ‘ 20

L ... Numero total en ambos cuernos.

Modificada de Evans v Maxwell {1990)

Con relacion al cuadro antenor. en algunos casos se han obtemdo buenos grados de fertilidad
con numeros inferiores de espenmatozoides. sin embargo. en fa mavoria de las circunstancias.,
los aqui indicados proporcionan busnos indices de fertiiidad v un buen uso cconomico del
semen
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L -MATERIAL Y METODO

Por el contenido de esta investigacion, la metodologia y el material fue dividido en tres
partes. En dos de ellas se utilizé material de rastro de donde se obtuvieron las muestras,
procesandolas en el laboratorio de la FES-C, y Ia tercera parte se realizo en un rancho comercial

en Zumpango, Estado de México

Primera parte

Material biolégico

-24 \teros frescos de oveja, los cuales se recolectaron en el rastro de Tlaineplantia, Estado de

México

EQUIPO

- Laparoscopio  (endoscopio de 3mm) frontal 0 grados

- Cable de fibra épuca.

- Fuente de luz haldgena

- Cénula trocar de Smm con valvula

- Pinzas para sujetar.

- Bomba de aire,

- Bandejas de acero inoxidable

-Recepticulo para colocar ¢l wlescopio en solucion estenlizante

= Solucton estenlizante para ¢l laparoscopio



18

-Pipeta exploradora

- Pipetas para inseminar de uso comercial, (aspic de onigen francés) una para cada 5-10 hembras
y/0 Gteros.

- Pipetas para inseminar de fabricacién local a prueba (punta experimental),

- Pajillas de inseminacion artificial de 0.25ml.

-Material de curacién, tijeras, pinzas de diseccién, gasas, toallas y pafio
- Hojas de rasurar.

- Caja de cartdn de 30x20x15¢cm.

- Cinta adhestva.

- Vemer,

- Cuaderno de notas v marcadores indelebles

- Lamina de acero inoxidable de 10x15 em aproximadamente

Reactivos

- Colorante rosa de bengata al 0,05 %6 en agua destiiada
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METODO.

Se utilizaron 24 titeros frescos de oveja recolectados en el Rastro Municipal de

Tlalneplantla, Estado de Méxtco, entre el 23 de enero de 1999 v el 30 de enero de 1999,

Con el fin de probar un equipo comercial de inseminacién intrauterina desechable de
fabricacion francesa (ASPIC) y un equipo de inseminacién elaborado en la Facultad de Estudios
Superiores Cuautitldn que puede ser reatilizable, (Ver anexo fotol} se formaron dos grupos

experimentales de 12 Uteros cada uno.

El primer grupo fue nsemimado con ura funda de pajilla de fabricacion comercial
ASPIC (de origen frances), y e] segundo grupo fue inseninado con una funda de pajilla con la
punta de fabricacion iocal. para este fin, el semen fue sustiturdo en una pajilla francesa de 0.25

ml con la misma cantidad de colorante rosa de bengala al 0.05%.

En cada Utero se midieron las siguientes caracteristicas:
1) Si el colorante penetrd o no z luz del Gtero.
2) La longitud de distribucion del colorante en el Gtero.
31 Si el colorante se quedd en Iz pistola mseminadora o no
Para evaluar estas caracteristicas s realizo una diseccion del dtero una vez inseminado
v se observo el lugar en que fue invectado, determinando s penetro o no ¢l eolorante, el fugar

donde se distnbuy 6 ef colorante v que longitud abarcé en la luz del utero, medido en milimetros

COn un vernier
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Para realizar este trabajo se monté un simulador de la cavidad abdominal de la oveja ef
cual consistié en una caja de cartén de 30 x 20 cm con una altura de 15 cm En el interior de la
caja se colocé una lamina de acero inoxidable, simulando la posicion del dtero al interior de Ia

¢avidad abdominal de una oveja en deciibito dorsal,

Ala caja de carton se le hicieron tres agujeros con un trocar y cdnula para laparoscopia
con un diametro de S mm. Las canulas fueron de plastico con una valvula de hule flexible para
evitar salida de aire y un sistema de torsllo para la fijaci6n en la piel, que en este caso se fijaron

sobre la caja de cartdn (Ver anexo foto 2.)

Estos tres agujeros en forma tnangular se reahizan en la oveja con las siguientes
caracteristicas. el primero en la linea media aproximadamente a un centimetro de la gléndula
mamaria, para meler &l endoscopio del equipo v localizar el ttero El segundo orificio
aproximadamente a 4 centimetros del primerc en forma lateral. para Ja introduceion de una
sonda exploradora que sujeta al Utero en una posicion adecuada que permita clavar la aguja
sobre el cuerno uterino El tercer orificio a aproximadamente 4 centimetros del primero v hacia

ta cicatriz umbilical para introducir la pistola inseminadora

Se¢ trabajo con un endoscopio intra-abdominal marca Olvmpus modelo CLK-3 AS237
con un telescopio de 5 mm, con angulo de vision cero grados v large del telescopo de 35 em.
La sonda exploradora ¢s una vanlla de acero inovdable de 5 mm de diametro 3 30 centimetros
de fengitud con una punta rema en forma de oliva que permite localizar al utero elevario en la

cavidad abdominal v sujetarlo en una posicion que exhitba fos cuernos utermos
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E1 ASPIC consiste en un tubo de pléstico transparente PVC que posee en la punta
una aguja de calibre 24 G* con una longitud de 6 mm, este dispositivo se coloca dentro de una

pistola inseminadora para ovinos utilizando pajillas de 0.25 ml

*G = Gauge Palabra del vocabio ingles que se utiiza como un mdicador de medida para describar el calibre de la luz de un wibo, en este caso ¢l

calibre de la aguja de la jermga, ¢l valor se da en fracciones de pulgada

El dispositivo fabricado en el laboratorio, consistié en un cilindro hecho de
plastilina epéxica, con una punta de agnja de calibre 23 G y una longitud de 7 mm Fabricado
én el laboratorio de la FES-C El cilindro de aproximadamente un centimetro de longitud, se
molded sobre la punta de una camisa desechable de una pistola mserminadora de pajillas
francesas de 0 25 ml, colocandose una aguja en la punta v realizandose una canal del diametro
de una pajilia francesa de 0.25 mm del otro lado, asegurando que exista comunicacidn entre
ambas partes, la punta se desliza al interior de una funda de pistola francesa de 0.25 mm. se fe
ajusta la pajilla de semen y se msemina (ver diagrama anexo)

Los datos fueron evaluados estadisticamente mediante inferencia entre dos medias o dos

proporciones mdependientas, utilizando la distribucion de <2 {Snedecor y Cochran, 1971)

RESULTADOS.

En el cuadro uno. s¢ presentan las comparaciones entre el ASPIC francés y el dispositivo
FES-Cuautitidn Para el porcentaje donde el colorante penetré a la luz del atero exisué una
tendencia a favor del ASPIC 83.3% contra 66.6% sin ser la diferencia sirmificativa (P> 0.05).
El porcentaje de uteros donde se encontré el colorante en el miometrio fuc igual cn ambos
dispositivos, 16.6% (P> 0 05} Pero para el porcentaje de Gteros donde el colorante s¢ encontro
sobre la superficic uterina debido a un reflujo fue de 0°0 para ¢l ASPIC v 16 6% para ¢} FES-C

(P-.008)
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CUADRO 1. COMPARACION ENTRE UN ASPIC DE FABRICACION FRANCESA
Y UNA PUNTA TIPO CUAUTITLAN PARA LA INSEMINACION

INTRAUTERINA EN OVEJAS.,
CARACTERISTICA ASPIC [ DISPOSITIVO FES-C
PORCENTAJE DE UTEROS DONDE SE
ENCONTRO EL COLORANTE EN LA LUZ (n 8332 66.6 a
=12)
PORCENTAJE DE UTEROS DONDE SE
ENCONTRO EL COLORANTE EN EL 16.6 2 16.62a

MIOMETRIO (n = 12)

PORCENTAIJE DE UTEROS DONDE SE
ENCONTRO EL COLORANTE POR FUERA
DEL UTERO DEBIDO A REFLUJO

{n=12) 0G0k 166a
Letras diferentes en los renglones, representan diferencias significativas (P< 0.05)

En el cuadro dos, se presenta el porcentaje de efectividad entre los dispositivos para
inseminacion intrauterina en los ovinos v se aprecia que para el porcentaje de itieros donde
se aphed Ta dosis completa fue mejor para el ASPIC que para ¢l FES-C 58.3% contra
16.6% respectivamente (P< 0 03} El porcentaje donde se aplicaren dosis 1ncompletas a la
luz del litero por reflujo también fue mejor para el ASPIC 25% que para el FES-C 66 6%,
{P<005) Mientras que para el porcentaje donde las dosts se aplicaron en su totatidad en ¢l

miometrio fue igual en ambos casos 16.6% (P> 0 05)
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CUADRO 2. EFECTIVIDAD DE DOS APLICADORES PARA SEMEN POR VIA
INTRAUTERINA POR LAPARGSCOPIA EN OVINOS.

CARACTERISTICA ASPIC DISPOSITIVO FES-
C
PORCENTAIE DE UTERQS EN LOS QUE SE
APLICARON DOSIS COMPLETAS ', (n 583a 16.6 b
=12)
PORCENTAIJE DE UTERGS EN LOS QUE SE
APLICARON DOSIS INCOMPLETAS PARTE
ENLALUZ Y PARTE POR FUERA DEL 250a 66.6b
UTERO POR REFLUJO
(h=12)
PORCENTAIJE DE UTEROS DONDE LA
DOSIS SE APLICO EN SU TOTALIDAD EN
EL MIOMETRIO 16.6a l66a
n=12)
(1) El semen se escurrié entre la pistola aplicadora v la camisa desechable,
(2) El semen se salié a la superficie del ditero por reflujo.
[ Letras diferentes en los renplones, representan diferencias significativas (P< 0.05)

CONCLUSIONES.

El ASPIC de fabricacion francesa, mostrd mejor desempefio y ser mejor equipo como

aplicador de semen al traspasar con mayor eficiencia el ttero ¥ con esto la dosis de semen entra

en su totalidad, con sus excepciones como se menciond antertormente.

El ASPIC francés tiene mayores ventajas por ser un equipo disefiado especialmente para

la laparoscopia, fabricado con matenial de primera caldad v bajo supervisién de fabricacion

comercial
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La principal causa de deficiencia en el dispositivo FES-C fue que ¢l semen se escurrié
entre la pistola metilica y la camisa de pléstico desechable, debido probablemente a que el
dispositivo a prueba no tiene un ajuste hermético con la camisa de plastico v la pajilla de semen

(en este caso con el colorante aplicado). También probablemente debido a alguna mterrupcion

en el canal de flujo, lo que puede ser corregido afinando 1a técnica de fabricacion del dispositivo.

Debe de quedar claro que el dispositivo FES-C es eficiente come lo muestran los
porcentajes presentados en fos resultados y que es una herramienta practica alternativa para la

Insenunacion por laparoscopia.

RECOMENDACIONES.

Se recomienda buscar otros materiales alternos para la fabricacion del dispositivo,
teniendo mas cuidado en los detalles, principalmente observar que el canal de flujo quede hibre,
Buscar camisas de plastico para inseminar, que cierren lo mas hermético posible v tener

cuidado en el ajuste de la pajilla de semen con el dispositive fabricado.
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Segunda parte

II -MATERIAL Y METODO.
-24 titeros frescos de oveja (se recolectaron del rastro de Tlalneplantla {Estado de México).
-Vemier,

-Balanza granataria con capacidad de 300 gramos y divisiones mimimas de 0.01 gramos.

Para estudiar la distribucién del colorante dentro del titero, cada utero fue pesado antes
de ser inseminado, en una balanza granataria con capacidad de 300 gramos v divisiones minimas
de 0 07 gramos, Una vez depositado e} colorante. el titero fue disecado v se midio con un vernzer
en milimetros ia distancia de distribucion de dicho colorante en la luz del tubo,

Los datos fueron evaluados por analisis de varianza, utilizando el peso del Gtero como covarianza
(Snedecor v Cohcran, 1971) de acuerdo al siguiente modelo matematico,
Yy =np+T,+81(Pn-Pi) + E;

Donde: Y, es la variable de respuesta longitud de distnibucién del colorante en
milimetros; p es [a media poblacional constante: T, efecto del tratamiento (i = puntas o aspic).
B1(Pn-Pf) es el efecto del peso uterino wutitizado como covariable. E, error expenmental

asociado a cada obsenvacion
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RESULTADOS

Como se pudo comprobar el peso v el tamafio del dtero tampoco fue un factor
determinante para la distribucién del colorante, ya que en general las ovejas sacrificadas en el
rastro fueron de edad adulta Estos resuitados se muestran en el cuadro tres. Aunque con
el ASPIC, el porcentaje de muestras en que se deposité €l colorante en el ttero fue de 83.3%
contra 66 6% en las puntas de la FES-C, siendo esta diferencia significativa (cuadro uno), se
observa que no existieron diferencias significativas entre tratamientos para la distribucion del
colorante dentro del utero. ef peso del Utero tampoco fue un factor determinante para la

distribucion del colorante

CUADRO 3. DISTRIBUCION DEL COLORANTE DENTRO DEL UTERO

TRATAMIENTO [ DISTANCIA EN mm = EE. 4
PUNTAS FES-CUAUTITLAN 51.76 % 9.33
ASPIC-FABRICACION FRANCESA 51.58 % 8.34

No existieron diferencias sienificativas P> 0.05)

CONCLUSION

El tamaiio v ¢l peso del Utero son independientes a la distribucion del coloranie dentro
del utero La distnibucion postblemente depende del lugar donde s¢ haga la puncion del tero

s ¢l estado fisioldgice de la oveja
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Tercera parte

IL-MATERIAL Y METODOS,

-90 ovejas de diversas razas de una explotacién comercial de Zumpango, Edo. De México.
Semen Congelado

-43 pajillas de inseminacion con una dosis de 100 millones de espermatozoides cada una

-45 pajillas de mseminacion con una dosis de 50 miliones de espermatozoides cada una.

EQUIPO

- Laparoscopio (Telescopio deSmm) frontal 0 grados.

- Cable de fibra optica.

- Fuente de luz haldgena,

- Canula trocar de Smm con la valvula

- Pinzas para sujetar.

- Bomba de aire.

- Bandejas de acero inoxidabie,

-Receptaculo para colocar el telescopio en solucion esterilizante,
- Solucién esterilizante para el laparoscopio.

-Pipeta exploradora

- Pipetas para inseminar de uso comercial ( ASPIC de ongen frances) una para cada 5-10

hembras v o neros
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- Pipetas para inseminar de fabricacion local a prucba (punta experimenta)).
- Pajillas de inseminacion de 0.25m].

- Material de curacidn, tijeras, pinzas de diseccion, gasas, toallas y pafios,

- Hojas de rasurar

- Cinta adhesiva.

- Cuadermno de notas v marcadores indelebles.

METODO

Se utilizaron 90 ovejas con diversas cruzas v peso promedio de 55 Kg las cuales fueron
divididas en dos grupos de 45 ovejas cada uno v fueron mseminadas con semen congelado en
pajilias de 0 23 mi con las siguienies caracteristicas:

1) Semen de raza Churra, proveniente de Espafia con una concentracion de 50 millanes de
espermatozoides por pajilla
2) Semen de raza East Friesian, proveniente de Guanajuate v con 150 millones de

espermatozoides por pajilla

Las ovejas fueron inducidas o sincronizadas, consistio el tratamento en aplicar esponjas
vaginales con 40mg de acetato de flugestona (FGA) método Cronogest {intervel, México). las
cuales permanecieron en la vagina de las ovejas durante 14 dias.  al retirar las £sponjas se
aplico una dosis de 500 Ul de Gonadotropina Coriomica Equina (Folligon . Intervet Mévico )

para inducir la ovulacion v de esta mancra sineromzar un estro {érl (Trejo ctal (1996}



29

Alas 48 horas después de Ja aplicacion de fa eCG se procedié a inseminar a las ovejas
aplicando e} semen congelado por laparoscopia, utilizando ASPICS de fabricacién francesa
(IVM).

La técmica de Japaroscopia consistié en la introduceion de tres canulas de 5 mm Una de
ellas sirvio para deslizar el telescopio, la segunda recibié una pinza o una sonda para sujetar el
Utero que con frecuencia s¢ perdia entre 1a grasa del epiplon v en la tercera canula se introdujo
la pistola inserminadora.(Ver anexo foto 5,6,7.) El semen fue descongelado a 37°C durarnte 60
segundos y evaluado al microscopio con platina térmica para estimar su motliidad
progresiva.{ver anexo foto 63

De cada oveja, se recabaron 1os sigutentes datos. 1a edad referida como muda dentaria.
la condicion fisica en escala de 12 10; el tono uterino (fidcido o turgente) v la forma como se
aplicd la dosis (toda en un cuerno o media en cada cuerno).

Después de 5 meses sé monitorearon los grupos de ovejas inseminadas ¥ se tomaron jos
datos correspondientes como porcentajes de paricién de oveias paridas v numero de crias por

oveja, tomando en cuenta ¢} tipo de semen gue se utilizé

RESULTADOS.

Los resultados de fertlidad no tuvieron gran variacidn en los dos grupos obteniendo
para cada tipo de semen valores similares, come los que a continuacian se presentan 40% de
paricion para las oveias mseminadas con una concentracion de 150 millones de espermatozowdes

or dosis contra ¢l 38.5% de paricién, con una dosis de 50 mitlones de espermatosoides
p p
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CUADRO 4 RESULTADOS DE LA COMPARACION DE FERTILIDAD ENTRE DOS
DOSIS DE SEMEN CONGELADO, APLICADAS POR INSEMINACION ARTIFICIAL
LAPAROSCOPICA EN QVINOS

TIPO DE DOSIS ‘ PORCENTAJE DE PARICION |

SEMEN CHURRO CON UNA
CONCENTRACION DE  50X10° (n=45 38.5 %a ‘
OVEJAS) i
SEMEN EAST FRIESIAN CON UNA |
CONCENTRACION DE  150X10° (p=45 40.0 %a |
OVEJAS) . ’
l l |
Letras diferentes en la misma columma v en la misma caracteristica, representan diferencias

significativas.

CUADRO 5 RESULTADOS DE LA APLICACION DEL SEMEN, EN EL UTERO DE FORMA
UNILATERAL O BILATERAL, EN LOS GRUPOS GESTANTES Y NO GESTANTES.
INSEMINADOS POR LAPARGSCOPIA

! TIPO DE | Ovejas paridas | Owvejas
| APLICACION | semen Churro | paridas |
}r ! | Semen East )
] ‘» i Friesian |
| Inseminacion | 50% 1 71% |
| unilateral (n=45) | | |
U nsemmnacion | 50 % Po29%
| buateral (n=45) | | j

CUADRO & CARACTERISTICAS DE LAS CONDICIONES FISICAS EN QUE SE
ENCONTRABAN LAS OVEJAS INSEMINADAS CON SEMEN CONGELADO POR
LAPAROSCOPIA,

CARACTERISTICAS ! Ovejas paridas ; Ovejas paridas [Ovejas no pandasw; Ovejas no paridas |

i‘ FISICAS 'semen Churro | Semen Easljscmen Churro | semen East’
[ _ ’ 'Friesian_ \ | Fries:an

i Condicidn fisica | 53/10 710 ! 5310 ' 710

! (n=45) - ] !

| Edad(n=45) | Mudade6 | Mudade6 |  Mudade6 7 Mudadc

: dientes ;i dtemtes [ denmtes o dwemes
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De los resultados con tanta vanabilidad encontrades en este trabajo, se desprende gue
no es factible utilizar el ttempo fijo bajo las condiciones de la zona centro de Meéxico, también
seria interesante evaluar la tasa ovulatona en rebatios como ¢} presente, que tienen dentro de
su rutina los tratamientos hormonales posparto basandose en prostagenos-gonadotropinas, por

lo que pudiera haber existido un efecto a la respuesta de anticuerpos anti eCG.

[11.-CONCLUSIONES

Se pudo comprobar que el numero de espermatozoides experimentado en este trabajo
no influye en la fertilidad de Jas ovejas, ya que las dos dosis tuvieron un porcentaje de paricion

similar en los grupos presentados
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CONCLUSIONES GENERALES

Se puede concluir que el buscar alternativas de produccion con material y equipo que
nos puedan reducir Jos costos y el tiempo de produccion, como lo es el probar este tipo de
herramrentas, como el dispositivo FES-C, obteniendo resultados con una variacién minima en
comparacion de los resultados del ASPIC, se puede observar que sont medios o mecanismos que
facilitan y apoyan de manera mdas comin la utilizacién de la inseminacion artificial por

laparoscopia, y con esto explotar sus beneficios.

La penetracion del semen v/o colorante ¥ su distribucion, en parte dependen de la
habiiidad del inseminador en manejar los instrumentos, sus conocimientos er identificar bien

las estructuras anatdmicas y aplicar el semen en la parte que considere mas apropiada.

La ferihdad va a depender del estado fisiolégico de la oveja v el momento en que ésta
sea inseminada. como se puede obscrvar no se han estudiado v estandarizado horarios fijos
para inseminar en las condiciones geograficas del Estado de México a comparacién de las
condiciones citadas en la literatura Se debera seguir investigando, para poder sacar nuestros
propios parametros de inseminacién

En caso de las dosis sc concluve que las dos cantidades de espermatozoides contenidas
dan resultados de fertilidad similares, los cuales tuvieron poca variacion que no es significativa
lo cual le da la oporiunidad al productor de poder escoger libremente entre las dos

concentraciones de espermatorsoides,
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RECOMENDACIONES GENERALES

Para la primera parte donde se trabajo con érganos frescos come el utero de oveja recién
recolectado se sugiere ponerlos er una camara de organos aislados con solucion salina

fisioldgica para obtener resultados de contraccion celular mas exactos.

Se recomienda evaluar la tasa de ovulacién de las avejas a otros tiempos y cambuar la
cantidad de ¢CG en el tratamiento para la sincronizacion. para notar posibles diferencias en Ia
fertihdad, va que se cree que las ovejas han sido trabajadas con las mismas dosis siempre y

como consecuencia no hay una respuesta favorable en la ovulacion o al mseminar.

También se sugiere la utlizacion del simulador para inseminar a las ovejas, para
capacitar 2 los médicos o técnicos o que quicran aprender la técnica v asi se tenga mavor
efectividad a la hora de que se insemine in vivo ¥ al mismo tiempo se tenga una mavor

familiaridad con el equipo, con 10s pasos a seguir v reducir posibles errores,

S¢ puede mencionar que la Inseminacion Artificial por Laparoscopia se debe de usar
con mayor frecuencia, porque ¢f avance genético que se oblicnen es amplic v tangible, como lo
demosiraron los resultados. asi coma sus amphas ventajas anteriormente mencionadas La unica
desventaza es €l alto costo del equipe v se necesita mano de obra especializada. Pero son con

estas investigaciones, con 1o que se trata es de hacer mas comun v cconomica su utilizacion
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ANEXO

g
NI

Figura A.- Dispositivo FES-C elaborado con material époxico y se le pone 1a punta de una aguja
de calibre 23G x 6mm.Atras lieva la pajilla inseminadora que contiene semen o colorante.

Figura B - Dispositivo FES-C con la camisa de plastico protectora, lista para usarse para
Mmseminar

Note Desenpeion complens de ciaiueras dy das dos figatas el paging 14
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cote 2 -Simutador de s cavidad

abdomrmal de la ovepn, Tambeén es utilzude como simulada
oo ien, pan L capacnacion de imedicos pany e mseninacions artidicial ermtena por

'
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Foto 3 -Aqui se muestra el lugar donde se realizo la puncion dentro del utero con el colorants

rosa de bengala al 0.05% Posterior a esto se¢ toman los datos para evaluar la técnica y el tipo de
dispositivo,

Y

ate b Aplicacion de las espenjas vaginales por T4 dias con H0my de aeciato e Mugestona

PO s saemmsaion e das oveas Vetodo CIOROECS B et




Foto 5 -Se puede observa la posicion de la ovefa para ser inseminada v la localizacion de los
orificios en la cavidad abdominal. (ver pagina 30)

Satonsemimmacion de fa oveg por endoscopra pdiescopen intiautening A s se aleanza 1
ainer e e abaiaoeo Joos aliaaen deosemten 5 i praetied Je cario prepatacion Je
ST LU TS0 N e



Fale T oenien de Dsenninacion artilical lapaioscopien mirautering



