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RESUMEN

MVZ. Juan Ramén Paez- Garfias. FACTIBILIDAD DE PRODUCIR EMBRIONES
CON VAQUILLAS BRAHMAN (Bos indicus) EN CONDICIONES TROPICALES

Con el objetivo de evaluar la respuesta superovulatoria de vaquillas
Brahman (Bos indicus) a dos tratamientos en dos épocas, se sincronizaron 20
vaguillas de 18 a 24 meses en pastoreo. Se aplicoé un CIDR-B durante 8 dias sin
irhportar el dia del ciclo (dia 0), 50 mg de progestrona, 2.5 nig de Benzoato de
estradiol (IM)' y se dividieron aleatoriamente en dos grupos. En época de secas
(ES) el Grupo 1 (n=10) recibi6 un total de 270 mg de NIH-FSH-P1 (Folltropin-V) en
aplicaciones decrecientes am-pm los dias 6,-7,8,9 y 300 Ul de eCG (Folligon) el dia
4. El grupo 2 {n=10) recibio 2000 Ul de eCG el dia 6. En ambos grupos el CIDR-B
se retird el dia 8, se aplico 25 mg de PGF2 alfa y se hizo ultrasonografia para
determinar el namero de foliculos (F) 2 10 mm. Para la época de lluvias (ELL) se
invirtieron los tratamientos de cada grupo. La deteccion de celo fue de manera
continua, y se insemind a las 12 y 24 h de detectado el estro y en las que no
mostraron también fueron inseminadas. Se colectaron los embriones 7 dias
después por el méiodo no quirtrgico. Los cuerpos-liteos (CL) y (F) 2 8 mm se
observaron por ultrasonografia 5 dias después de la coleccién. Los resultados se
analizaron por estadistica no parametrica (Kruskall Wallis) y correlacion de
Spearm:an. El ndmero de (F} 210 mm el dia 8 fue mayor con el tratamiento
FSH+eCG (22.446.04) vs. eCG sola (14.1£5.03) (P<0.06). No hubo diferencias en
CL, embriones totales (ET), congelados {EC), degenerados (ED) y foliculos (F)
28mm en funcion del tratamiento (P>0.08). Los CL, ET, EC y F 28mm fueron
diferentes entre épocas (P<0.06) (ELL 11.6519.88 vs. ES 5.25i6.86), (ELL
2.242.80 vs. ES 0.65+1.31), (ELL 1.7+2.43 vs. ES 0.1520.49) y (ES 4.2+2.39 vs.
ELL 2.5+3.69) respectivamente. No hubo diferencia en el nimero de F 210 mm.

Se concluye que la época del afio influye sobre la respuesta superovulatoria de



vaquillas Brahman en {répico, indepéndientemente de los tratamientos utilizados,

siendo la época de Huvias en la que se obtuvo la mejor respuesta.

PALABRAS CLAVE: Epoca de secas, Epoca de Wuvias, Foliculos, Cuerpos Luteos,

Embriones Totales, Embriones congelados, Embriones Degenerados.
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ABSTRACT

‘MVZ. Juan Ramon Paez Garfias. FEASIBILITY OF EMBRYO PRODUCE WITH
(Bos indicus) BRAHMAN HEIFERS IN TROPICAL CONDITIONS.

With the objective to evaluate the superovulatory response of Brahman
heifers, to two treatments in two different seasons, we synchronizate 20 heifers 18-
24 months old in shepherd, we .applicate a CIDR-B from 8 day long, 50 mg
progesterone and 2.5 mg estradiol benzoate (IM) with out to import the day of cycle
what they were, then they were assigned at random in two groups. In the dry
season (ES) group 1 (n=10) received 270 mg of NIH-FSH-P1 (Folltropin-V)
decreasing dosages am-pm days 6,7,8,9 and 300 Ul of eCG (Folligon) day 4,
group 2 (n=10) received 2000 Ul (Folligon) of eCG day 6, CIDR-B was removed
day 8, 25 mg of Pgf2 were applicated and ultrasonic echography was done in both
groups to determine the number of follicles (F) 210mm. To the wet season (ELL)
the treatments wére inverted for each group. Estrous detection was made
continuously and artificial insemination was made 12-24 h of estrous behaviors and
the heifers that don’'t show it were inseminated too. The embryos were recovered 7
days after artificial insemination by none surgically way. Corpus luteum (CL) and F
=8mm were observed by ultrasonic echography 5 days after collection, results
were analyzed by non parametric kruskall wallis and Spearman Rank correlation
test. The number of F 210mm at day 8 was grater with FSH+eCG (22.4+6.04) vs
eCG (14.1+5.03) treatment (p <0.06).

There was no difference in CL, Total embryos (ET), Freeze (EC) or Degenerated
(ED) and F 28mm with the treatment (p>0.06). The CL, ET, EC and F 28mm, were
different between season (p <0.06) (ELL 11.6549.88 vs. ES 5.2546.86), (ELL
2.242.80 vs. ES 0.65+1.31), (ELL 1.742.43 vs. ES 0.15£0.49) and (ES 4.2+2 39
vs. ELL 2.5+3.69), there was no difference in the number of F 210mm. We
conclude that the season of the year have an influence on the superovulatory

response in the tropic Brahman heifers independent of used treatment, because of -
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this, the wet season is better to obtain a better response in an embryo transfer

program.

Keywords: Dry season, Wet season, Follicles, Corpus luteum, Total embryo,

Freeze embryo, Degenerated embryo.
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CAPITULO 1
- INTRODUCCION

La superficie tropical de México es cercana a los 50 millones de hectareas,
que representa la cuarta parte del territorio nacional; de esta regién, el 37% se
dedica a la explotacion ganadera, principalmente bovinos, predominando las razas
pertenecientes al género Bos indicus (Zeitoun et al., 1996). Igualmente, en otros
paises, como Australia y Costa Rica, utilizan esta raza de bovinos debido a su
rusticidad, excelente adaptacién al estrés calérico, mayor tolerancia a las sequias
y enfermedades; sin embargo, hay evidencias de que la productividad de la
ganaderia tropical es baja.

La ganaderia tropical como ya se mencioné anteriormente se encuentra
compuesta principalmente por bovinos de la raza cebq (B. indicus) y sus cruzas en
diferentes proporciones con (B. taurus), por lo tanto este tipo de ganado es el que
mejor se adapta a las adversidades del tropico y por eso es la raza de ganado
predominante en estas zonas, sin embargo, su eficiencia productiva y reproductiva
es menor que las razas pertenecientes al género B. faurus en condiciones
climéaticas diferentes (Frisch et al., 1987; Villa Godoy, 1994)

En un andlisis de la informacién publicada en México sobre los indices productivos
en la ganaderia tropical, Anta ef al. (1989), encontraron que en las novillas la
pubertad, el primer servicio y el primer parto ocurren en promedio a los 17, 24 y 35
meses de edad, respectivamente. Villa Godoy (1994), menciona que uno de los
principales factores que limitan la duracion de la vida productiva de las vacas es la
edad tardia a la que tienen su primer parto, con un promedio de 4.1 afios.

Para que las novillas reciban su primer servicio, se ha recomendado que tengan
un 70% del peso corporal adulto que equivale a 350 kg aproximadamente. En
condiciones de estabulaciéon en climas templados, las vaquillas tanto lecheras
como carnicas (B. taurus), alcanzan el peso a la pubertad antes de los 12 meses
de edad. No obstante, las vaquilias (B. indicus) y sus cruzas con (B. taurus) en

condiciones de pastoreo tradicional en el trépico, se retrasa la edad a la pubertad

[
LA D g

et ey,




y a primer servicio por una baja ganancia diaria de peso, ya que las vaquillas de
'reemplazo se enfrentan a fluctuaciones muy marcadas en la disponibilidad y
calidad de los forrajes a través del afio.

E! crecimiento de los pastos tropicales se afecta por diferentes factores, siendo
decisiva la influencia de la época del afio sobre la disponibilidad de forraje, por lo
que ocurren periodos de extrema escasez duranie el invierno y la sequia y
periodos de abundancia durante la temporada de liuvias. Esta marcada variacion
en la alimentacion, trae como resultado que la linea descriptiva de crecimiento en
las vaquillas tenga una forma escalonada (Villa Godoy, 1995; Richard et al., 1989).
Bajo esta perspectiva, el periodo improductivo de las novillas, representado por la
fase de crecimiento y desarrollo, es muy amplic antes de entrar a la pubertad,
tener su primer parto e incorporarse al hato productivo.

Estos periodos improductivos tanto de animales jévenés como de adultos, junto
con ciertas politicas han provocado que se importen grandes cantidades tanto de
carne como de leche, al grado en que México es uno de los principales
importadores de estos productos. Esto tiene que ver con un aumento en la
demanda de productos alimenticios de origen animal debido a un incremento en el
indice de crecimiento demografico de nuestro 'pais.

Esto ocurre a pesar de que no hace mucho tiempo se considero a las regiones
tropicales de México como la alternativa mas viable para solucionar el déficit e
incrementar la produccién de estos alimentos.

Ante la constante necesidad y demanda de nuestra creciente poblacién por
productos de origen animal, es necesario incrementar en la ganaderia tropical el
uso de tecnicas de vanguardia que han demostrado ser eficaces para aprovechar
el potencial reproductivo e incrementar la productividad de la ganaderia bovina en
zonas tropicales. Las técnicas de inseminacion artificial (IA), conjuntamente con la
produccion y transferencia de embriones (TE) han adquirido tal importancia en las
ultimas décadas al grado que en algunos paises utilizan la 1A en un 100% vy la TE
en menor proporcion, como los procedimientos adecuados para gestar a sus

animales. Estas técnicas representan un instrumento valioso de apoyo en el



mejoramiento genético y desarrollo animal, por lo que deben ser ampliamente -
utilizadas, a fin de incrementar los indices productivos y por lo tanto ser mas

eficientes para producir.

En México, y particularmente en la ganaderia tropical, tanto la IA como la TE han

tenido serias limifaciones; sin embargo, con su aplicacion se podria obtener

grandes beneficios ya que permiten el mejoramiento genético al optimizar el

potencial reproductivo de los animales, incluso antes de su incorporacion al

manejo reproductivo convencional.

De tal manera, que por estos procedimientos podriamos intentar superovular y

obtener embriones de vaquillas que todavia no estén en la linea de produccion, en

cualquier época y acortar este periodo improductivo para animales genéticamente

superiores obteniendo algunas ventajas, como son:

a) Tener un mayor nimero de crias por animal.

b) Obtener descendencia antes de que el animal llegue al peso adecuado para

incorporarse al hato productor.

c) Evitar distocias y aprovechar en el menor tiempo posible el potencial genético

de las vaquillas de alta calidad.

d) Permitir un adecuado desarrollo de las hembras de raza (B. indicus) en las

cuales se necesita hacer una evaluacion fenotipica para obtener un registro de
pureza.

e) Poder estimar | fenotipicamente su descendencia para determinar si hay
problemas genéticos que puedan ser expresados de esta manera.

f) Poder producir un mayor nimero de animales puros o F1, para producir pie de
cria o animales cruzados y aprovechar el vigor hibrido para aumentar la
productividad de los hatos en el tropico.

La superovulacion (SO) y Transferencia de embriones (TE) ha sido ampliamente
estudiada (Saumande y Chupin, 1986; Elsden y Kessler, 1983; Guilbault et al.,
1991, Siddiqui ef al.,, 1999). Sin embargo, son pocos los trabajos en ganade B.
Indicus, que demuestren si hay o no un efecto de época sobre la respuesta al
tratamiento. En ganado B. indicus Bastidas y Randel, (1987) y Molina (2000)



trabajaron en vacas y han encontrado que el nimero de embriones transferibles
sigue un patron estacional. De aqui que el objetivo del presente trabajo fuese
estudiar la factibilidad superovular y producir embriones en vaquillas cebi con dos
tratamientos hormonales en dos épocas en el trépico himedo, teniendo como
meta la incorporacion de las vaquillas jovenes al proceso de produccion antes de

tener su primera prefiez.

CAPITULO 2
REVISION DE LITERATURA

2.1 DINAMICA FOLICULAR

E! desarrollo folicular ovarico en los bovinos es una secuencia de eventos
organizados que han sido descritos como oleadas. La dinamica folicular es un
proceso continuc de crecimiento y regresion de foliculos antrales durante el
desarrollo de un foliculo preovulatorio. Durante el desarrollo de cada oleada
folicular (OF), los foliculos atraviesan por diferentes etapas QUe se describen
como:
Reclutamiento.- Es un proceso por el cual una cohorte de foliculos comienza su
crecimiento.
Seleccién.- Esta fase comienza cuando un foliculo emerge de los foliculos
anterioomente reclutados y contina su crecimiento; mientras que los demas
foliculos disminuyen su tamafio.
Dominancia.- Es cuando el foliculo seleccionado ejerce un efecto negativo sobre
el reclutamiento de una nueva cohorte de foliculos (Ginther et al., 1989; Sirois et
al., 1990).
Estas tres etapas, se llevan a cabo mediante el estimulo coordinado de hormonas
gonadotropicas, esteroideas, factores de crecimiento y otros mecanismos de
regulacion, durante todas y cada una de las OF de un ciclo estral normal (Hodgen,
1982). El inicio de una OF en un ciclo estral, es el resultado del estimuio producido
por la FSH (Adams et al., 1992a). |
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Se ha determinado que los bovinos presentan un nt’:me_ro distinto de OF a través
del ciclo estral, y se han descrito de dos (Ginther et al., 1989) a tres (Savio et al,,
1988; Sirois y Fortune, 1988; Pierson y Ginther, 1987} OF por ciclo.

En el ganado B. Indicus la mayoria experimenta tres OF durante un ciclo estral
normal. Zeitoun, (1996) encontré en vacas Brahman, que el 53% de los animales
presentaron tres OF, 38% tuvieron dos y solo el 9% presentaron cuatro. Rhodes,
(1995) en vaquillas de la misma raza, obtuvo un 66.7% con tres OF, el 26.5% de
dos y 6.8% de los animales tuvieron cuatro OF. Para un ciclo de dos oleadas, el
reclutamiento de la primera oleada comienza el dia de la ovulacion (dia 0), y
alrededor del dia 3 se presenta un foliculo dominante que alcanza su maximo
diametro (foliculo preovulatorio) al dia 6, esta dominancia se mantiene hasta el dia
10, para posteriormente sufrir la atresia. Alrededor de este dia comienza la
segunda OF, posteriormente el foliculo seleccionado de esta segunda onda
alcanzara la dominancia y llegara al tamaio adecuado para experimentar la
ovulacidon cuando el CL comience su degeneracion. Un ciclo de tres OF es
caracterizadb por una fase de dominancia folicular de menor duracién para el
foliculo de la primera oleada que llega hasta esta etapa. Posteriormente el foliculo
de la segunda oleada dura menos tiempo y es de menor tamanio, la tercera OF es
la que proporciona el foliculo que experimentara la ovulacion. Por lo tanto puede
ser por esto que la duracion de la fase litea sea mas larga en ciclos de cuatro que
en ciclos de dos oleadas (Zeitoun et al., 1996).

Para efecto de los tratamientos de superovulacién es de vital importancia conocer
la dinamica folicular y los mecanismos que intervienen en ella, asi se podra saber
cuando aplicar un tratamiento hormonal y de esta manera obtener los mayores

beneficios mediante un adecuado crecimiento folicular.



2.2 TRATAMIENTOS DE SUPEROVULACION
2.2.1 GONADOTROPINAS.

Las gonadotropinas son hormonas glicoprotéicas que se encuentran
estructuradas por dos cadenas de aminoacidos denominadas o y B, ambas son
necesarias para la actividad bioldgica. La funcion més imporiante de estas
hormonas es la de ejercer un efecto estimulatorio sobre las gonadas: ovario y
testiculo, para producir el crecimiento folicular en hembras y la espermatogenesis
en los machos. En hembras se utilizan algunas de estas hormonas para estimular
el crecimiento folicular ovarico y posterior a la ovulacion de estos llevar a cabo una
fertilizacion en un proceso denominado superovulacion. Denfro de las
gonadotropinas mas utilizadas para llevar a cabo una sobre estimulacién en el
ovario se utiliza la Gonadotropina Coridnica Equina (eCG), Gonadotropina
Corionica Humana (HCG) y la Hormona Foliculo Estimulante (FSH) junto con la
Hormona Luteinizante (LH).

FSH y LH.- Estas dos hormonas glicoproteicas son utilizadas en combinacion para
la superovulacion. Las preparaciones comerciales son extraidas y purificadas de
la pituitaria de ovinos y porcinos al sacrificio (Armstrong, 1993); y por lo tanto
tienen actividad de FSH y LH. Folltropin —~ V es una gonadotropina utilizada
ampliamente para los tratamientos superovulatorios en vacas, la cual es extraida
de la pituitaria de porcinos y que se le ha removido mas del 80% de su contenido
de LH.

eCG.- La gonadotropina coriénica equina es secretada por las copas
endometriales de la yegua gestante y se obtiene del suero de yeguas gestantes
entre los dias 40 y 130 de la gestacién (Dieleman et al., 1987).

hCG.- La gonadotropina menopausica humana 6 gonadotropina corionica humana
es producida por las céiulas binucleadas que se desprenden del corion fetal y se



entierran en el endometrio pasando a la circulacién materna de la mujer durante la
gestacion

Durante los Gltimos afios se han hecho enormes esfuerzos para mejorar la
respuesta superovulatoria mediante el mejoramiento de las técnicas, asi como de
la aplicacion de los diferentes tratamientos para mejorar la manipulacion de las
OF. El éxito de los protocolos de SO en vacas y vaquillas es influenciado por el
numero de foliculos que son estimulados a crecer y que Ilegan a la etapa final, la
ovulacion. Actualmente hay una gran caniidad de fratamientos superovulatorios
con diferentes preparaciones gonadotrépicas, todos encaminados al mejoramiento
de la respuesta sUperovuIatoria y por consiguiente la obtencidn de un mayor
nimero de embriones por animal tratado. Las hormonas gonadotrépicas tales
como la FSH, eCG, y HCG, son las mas utilizadas para llevar a cabo los
tratamientos superovulatorios. En el mercado hay una gran cantidad de productos
que son hechos con base en estos tres tipos de gonadotropinas siendo en mayor
nimero los fabricados con FSH; (Folltropin-V, Pluset, Ovagen, Super-Ov,
Pergovet) que con la eCG (Folligon) vy HCG (Chorulon). Los trabajos de
investigacion con estas gonadotropinas estan encaminados a encontrar el
producto con el cuat podamos obtener una mejor respuesta. Por lo tanto, se han
llevado a cabo algunos trabajos de investigacion utilizando tratamientos donde se
utiliza Gnicamente una de estas hormonas (Huhtinen et al., 1992) y algunos otros
donde se hacen comparaciones entre dos hormonas (Goulding et al., 1991).

El método de administracion de un mismo tipo de hormona aunque con diferentes
proporcicnes de LH en su estructura también ha sido objeto de investigacion (Kelly
et al., 1997), asi como el uso de estos productos de diferentes formas, va sea
solos o combinados con otras hormonas como la bst (Cushman et al., 2001). Es
bien sabido que la presencia de un foliculo dominante afecta la respuesta
superovulatoria tal como se mencion6 anteriormente, por lo tanto se ha tratado de
encontrar el dia mas adecuado para llevar a cabo el tratamiento, con relacion en
los dias del ciclo y el inicio de la OF y de esta manera evitar la presencia de un
foliculo dominante que nos afecte la respuesta (Goulding et al., 1990; Guilbault et
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al., 1991). Algunos tratamientos se han apoyado en la utilizacion de hormonas
esteroideas como estrégenos y progesterona antes de iniciar el tratamiento
superovulatorio para evitar q'ue un foliculo dominante se encuentre presente
cuando se inicie el tratamiento (Bo et al., 1998; Caccia et al., 1999). Esto debido a
los reportes del efecto supresivo de la progesterona sobre el crecimiento folicular
(Adams et al., 1992b) y el efecto del estradiol para inducir la atresia folicular, y
permitir el reinicio de una OF 5.3 dias después al utilizar benzoato de estradiol y 5
dias al utilizar valerato de estradiol (Diershke et al., 1994; Bo et al., 1996).

La aplicaciéon conjunta de hormonas esteroideas P4 y E> ha sido utilizada en gran
parte en tratamientos de sincronizacién, en donde se forma generalmente un
foliculo dominante persistente, cuya fertilidad es menor a un foliculo con un
periodo de crecimiento normal. Debido a ello, los tratamientos con esteroides
inducen el recambio folicular (Atresia del FDP y el surgimiento de una nueva
oleada Rajamahendran y Manikkam, 1994). Se piensa que el contenido de acido
sialico en la estructura de las gonadotropinas determina la vida media de las
mismas. La eCG contiene una mayor cantidad de &cido sialico en su estructura en
comparacioén con la FSH y LH lo que refleja su larga actividad bioldgica. La eCG
debido a su larga vida media que varia entre 50 y 120 horas en la circulacion
(Dieleman et al., 1987). Esta ventaja biologica ha sido ampliamente utilizada en la
S0, debido a su disponibilidad, su costo relativamente bajo y facil administracién.
Asi mismo solo se necesita una sola aplicacion para llevar acabo el efecto
deseado sobre el ovario. La FSH por otro lado tiene una vida media de alrededor
de 2 horas y requiere dos inyecciones por dia por un periodo de 4 dias, para
mantener concentraciones circulantes adecuadas para producir el efecto
superestimulatorio sobre el ovario (Boland et al.,, 1991). Sin embargo, algunos
investigadores han realizado trabajos en donde se compara el tratamiento
convencional de 4 aplicaciones cada 12 h de FSH o aplicando el total en una sola
inyeccion, y esta dltima en diferentes sitios, detras de la escapula o en la parte
posterior de la nuca (Bo et al., 1994). Debido a la larga vida media de la eCG en la

circulacion, ésta induce de 3 a 6 foliculos >10 mm pos ovulacion y antes de la



coleccion embrionaria. Esto resulta en un ambiente uterino alto en estrdgenos que
tiene un efecto negativo sobre el desarrolio embrionario (Saumande, 1980). En el
caso de la FSH su corta vida media produce generalmente un menor nimero de
foliculos a la hora de la coleccidn embrionaria, por esto el aplicar grandes
cantidades de eCG tiene efectos contraproducentes sobre los picos de LH y por
consiguiente, la ovulacion. Saumande y Chupin, (19868) mencionan que la falla en
la ovulacion de los foliculos puede ser debida a una des sensibilizacion de
receptores de LH en el ovario por la actividad de la hormona, esto aunado a una
disminucion de los pulsos de LH en los tratamientos de SO (Gosselin et al., 2000)
pueden ser junto con otros la causa de este trastorno.

En cada tratamiento superovulatorio hay foliculos que fallan en alcanzar el
proceso de ovulacién y se ha argumentado que la falla de estos foliculos a ovular
puede ser debida a su tamafio y no a una causa intrinseca como se menciond
anteriormente, esto es que sean muy pequefios cuando el tratamiento con FSH
sea aplicado y consecuentemente estos foliculos no tienen la oportunidad de
alcanzar la maduracién dentro del tiempo de un protocolo convencional de
superestimulacion. D'Occhio et al., {1997, 1999) con base en esto propusieron
que retardar el surgimiento de la LH daria la oportunidad para que los foliculos
alcanzaran la maduracion resultando en un incremento en las ovulaciones y por lo
tanto un mayor nimero de embriones viables. Debido a la gran variabilidad en las
respuestas de los animales a los tratamientos, Braileanu et al., (1998) realizaron
un ftrabajo para determinar si habia variabilidad en la bioactividad e
inmunoactividad de preparaciones comerciales de FSH. Al examinar estas
preparaciones descubrieron que habia variabilidad entre productos e inclusive
entre las preparaciohes comerciales de un mismo producto.

La industria de la TE va creciendo conforme avanza la Ciencia y la Tecnologia. La
variacion que se presenta en estos tratamientos de SO ha causado que se hagan
investigaciones sobre que esta pasando a nivel endocrino en los tratamientos y
plantear protocolos que nos ayuden a mejorar la respuesta. Simpson et al., (1994)

trabajaron administrando insulina exdgena a animales para ver sus efectos sobre



IGF-1, IGFBP, Estradiol y Progesferona folicular los cuales tienen un efecto directo
sobre el crecimientoude los foliculos en animales superovulados con FSH. Otros
trabajos se han enfocado a determinar el efecto de la SO sobre proteinas
reguladoras de la esteroidogénesis, sdbre los receptores de lipoproteinas de baja
densidad y ARNm de las enzimas P450scc (Soumano y Price, 1997). Un ano mas
tarde se estudid el efecto de la SO sobre los niveles de RNAm que codifica para
los receptores de las hormonas FSH y LH durante el tratamiento con eCG versus
FSH (Soumano et al., 1998). Como podemos ver hay una gran variedad de
tratamientos y todos encaminados a mejorar la respuesta y a la obtencion de un
mayor namero de embriones, por lo tanto el encontrar el tratamiento mediante el
cual se pueda obtener la mayor cantidad de embriones sigue ocupando gran parte
de la investigacion.

2.3 TRANSFERENCIA DE EMBRIONES

La TE es una de las técnicas que se ha utilizado desde algunas décadas
atras siendo el primer reporte en 1951, Numerosos esfuerzos han sido
encaminados a estudiar y mejorar {as técnicas de coleccion y TE. La produccion
de embriones para su transferencia a hembras receptoras, puede ser realizada de
dos maneras diferentes, in vivo o in vitro. La produccion in vivo se lleva a cabo
después de un fratamiento superovulatorio, el cual permite el crecimiento de
foliculos que experimentaran la ovulacion, seran fertilizados y posteriormente
colectados para congelarlos o transferiflos a receptoras. La produccion de
embriones in vitro se lleva a cabo mediante la aspiracion de ovocitos de animales
vivos por via transvaginal guiada por ultrasonografia 6 de animales muertos
mediante la coleccion de ovocitos en ovarios de animales sacrificados para
posteriormente poder realizar la fertilizacion en el laboratorio.
Anteriormente en la década de los 70s, tanto la coleccion como la TE, se
realizaban de manera qui'rﬂrgica por la parte media ventral del animal o por los
flancos, siendo igualmente efectivas en los porcentajes de prefiez. Sin embargo, el

metodo de acercamiento por los flancos, gand popularidad debido a que se
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necesitaba menos equipo y a la facilidad (Shelton et al., 1980). La industria de la
TE estaba ganando popularidad y se necesitaba investigar mas sobre algunos
temas involucrados en la técnica que eran de vital importancia, tales como: crio-
preservadores, velocidad de congelacion y descongelacion, concentracion de las
diluciones y sobre las técnicas de TE, asi como el desarrollo y la viabilidad de
embriones congelados (Tervit y Elsden, 1981). La técnica no quirargica para
colectar y transfetir embriones ya era utilizada por algunos investigadores en los
80s, aunque los porcentajes de prefiez eran inconsistentes en los diferentes
trabajos y se necesitaba perfeccionar la técnica antes de ser utilizada de manera
rutinaria (Tervit et al, 1980). De esta manera algunos experimentos fueron
llevados a cabo para mejorar la recuperacion de estructuras en la técnica no
quirargica (Rowe et al., 1980). Tervit et al., (1980) utilizaron el método no
quirargico para transferir embriones congelados, obteniendo un 74.3% de prefiez,
ademas encontraron que el estadio de desarrollo embrionario antes de la
congelacidn tenia una correlaciéon con la calidad del mismo al descongelarlo. El
gran numero de vacas receptoras que tenian que ser operadas el mismo dia, el
esfrés po'st operatorio y adhesiones en {a cavidad abdominal eran dificultades que
se presentaban en la técnica quirtrgica de transferencia embrionaria y que
desalentaban a algunos investigadores. Esto provocé que se buscaran otros
métodos de aplicacién, Jillella et al., (1977) realizaron exitosamente la
transferencia embrionaria mediante la canulacion de la trompa de Falopio de una
vaca Jersey, esto aunque de manera experimental daba otra opcién a los
investigadores.

Una de las limitantes para el uso generalizado de la técnica de TE, es tal vez su
costo elevado. Madalené, (1993) reportd que el costo para producir un embrién en
Estados Unidos es de 50 dblares aproximadamente, aunque los beneficios que se
pueden obtener con esta técnica son las de incrementar la produccién de
animales genéticamente superiores, incrementar el nimero de progenie por
donadora y por lo tanto, tener una mayor ganancia genética. Esto debido a un

aumento en la intensidad de seleccién de hembras comparado con hatos que
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utilizan la monta natural y donde la presion de seleccién es menor. Gandhi et al.,
(1998) encontraron que la ganancia genética por TE fue mayor que con los
meétodos convencionales en donde tuvieron mejores resultados en hatos

moderadamente grandes (n= 200) que para hatos grandes {(n= 400).

2.4 SUPEROVULACION EN VAQUILLAS PREPUBERES

Los ovarios de vaquillas responden a los tratamientos de gonadotropinas
mucho antes de la pubertad. Sin embargo Marion y Geir, {1971) sugieren que la
respuesta ovarica a las gonadotropinas se incrementa con al edad, debido a que
se puede inducir la ovulacién en animales de 1 mes de nacidos aungue el nimero
de ovulaciones inducidas es mayor en becerras de 5 meses de edad.
Diez anos después Jillela y Baker, (1981) intentaron superovular becerras
prepuberes mediante la administracion de eCG e inducir la ovulacion al
administrar GnRH y obtener 3, 0 y 2 ovulaciones para cada becerra, y en los
animales tratados con HCG se obtuvieron 5, 15 y 16 ovulaciones por animal.
Ya para estos afios se utilizaban diferentes hormonas mediante las cuales se
podia llevar a cabo un tratamiento de SO, asi Longo et al., (1981} aplicaron una
preparacion de FSH-p a becerras de 2-6 meses de edad usando un nimero de
aplicaciones y dosis diferentes, de esta manera concluyé que animales menores a
75 dias responden de igual manera que animales de 75 a 165 dias de edad.
Boland et al., (1981) superovularon novillonas con eCG o extracto pituitario equino
(HAP), con resultados parecidos a los obtenidos en becerras mas jovenes. Lo
anteriormente mencionado nos demuestra que se puede llevar a cabo con éxito la
estimulacion folicular mediante la aplicacién de hormonas exdgenas en animales
- prepuberes. Esto seria de gran utilidad al poder aprovechar estas tecnicas en
animales de alto valor genético y econdmico, asi de esta manera aumentar su
productividad a una corta edad mediante 1a superovulacion y obtencion de

embriones.
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2.5 FACTORES QUE AFECTAN LA RESPUESTA SUPEROVULATORIA

Se han identifibado varios factores que tienen influencia sobre la respuesta
superovulatoria. Estos incluyen factores propios del animal, factores relacionados
con el estado fisioldgico del animal y algunos otros como la nutricién,
preparaciones hormonales y época del afo entre otros. Estos factores podrian ser
considerados como externos. Tales factores pueden influir de alguna manera en la

respuesta a los tratamientos de SO

2.5.1 Edad.- En diferentes trabajos la respuesta superovulatoria con respecto a la
edad ha tenido gran variabilidad en los resultados, de esta manera Lemer et al.,
(1986) mencionaron que el decremento en la respuesta superovulatoria podria ser
debido a una reduccién en el nimero de foliculos capaces de responder al
tratamiento gonadotrOpico en vacas viejas. Haslér, (1992) considero que la edad
es un factor negativo determinante en la respuesta superovulatoria y en la
fertilidad de vacas holstein. A pesar de que no hay muchos estudios sobre el
efecto de la edad sobre la SO, los técnicos que actualmente realizan trabajos de
superovulacion recomiendan utilizar animales maduros, debido a que en animales

viejos el nimero de ovulaciones en respuesta al tratamiento es menor.

2.5.2 Raza.- Algunos datos muestran que la raza por si misma es una fuente
importante de variacién en la produccion de embriones. Los efectos de la raza
sobre la respuesta superovulatoria, han sido demostrados también entre
diferentes razas de ratones (Spearow, 1988). De esta manera, animales con una
tendencia genética hacia un mayor nimero de ovulaciones tienen una mejor
respuesta a los tratamientos de SO (Bindon et al., 1986). Existe evidencia de que
~hay diferencia entre raza con respecto al estimulo hormonal producido por las
preparaciones de gonadotropinas sobre las células de la granulosa. Asi, Kuran et
al., (1996) encontraron que las células de la granulosa de vaquillas Hereford
cruzadas, fueron mas sensibles al estimulo con FSH o eCG en términos de

produccion de progesterona que vaquillas Charolais cruzadas.
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2.5.3 Presencia de‘ un foliculo dominante.- Desde 1980 se sugiri6 que la
presencia de un foliculo dominante al comienzo del tratamiento superovulatorio
era un factor determinante en la respuesta (Monniaux et al., 1983). El uso de la
ultrasonografia transrectal en afos énteriores (Qurik et al., 1986; Pierson y
Ginther, 1984; Savio et al., 1988; Sirois y Fortune, 1988; Kastelic et al., 1990) para
monitorear el desarrolio. del foliculo dominante, proporciond una excelente
informacion para describir el efecto del dia del ciclo estral al comienzo del
tratamiento y su influencia sobre la respuesta superovulatoria. A partir de esos
hallazgos se ha tratado de evitar la presencia de un foliculo dominante al iniciar
los tratamientos superovulatorios por diferentes maneras, ya sea, aplicando el
tratamiento cuando comienza el reclutamiento folicular, provocando la ovulacién o
atresia del foliculo por administracion de hormonas de manera exégena, puncion o
cauterizacién.-Asi Kohram et al., (1995) reportaron un aumento en la respuesta
superovulatoria después de inducir la ovulacién del folicule dominante con GnRH,
sin embargo, este tratamiento redujo el nimero de embriones viables. Goulding et
al., (1990) superovularon vaquillas con FSH al dia 2 o al dia 10 del ciclo estral, y
obtuvieron mejor respuesta en las superovuladas al dia 10. Guilbault et al., (1992)
trabajaron con vacas con y sin un foliculo dominante entre el dia @ y 12 del ciclo, y
obtuvieron un mayor nimero de embriones recuperados en las vacas que no
tenfan un foliculo dominante al inicio del tratamiento. Por lo que en la mayoria de
los trabajos se SO han utilizado hormonas (E, y P} asi como una pre
sincronizacioén para poder iniciar el tratamiento el dia 10 del ciclo y poder descartar |
la presencia de un foliculo dominante y obtener buenos resultados (Bo et al.,
1998; Siddiqui et al., 1999; Gosselin ef al., 2000).

2.5.4 Epoca del ano.- En los estudios encaminados a determinar el efecto de la
época del afio sobre la respuesta superovulatoria en vacas, se han obtenido
diferentes resultados. Las vacas son animales policiclicos regulares y no tienen
‘una época reproductiva definida; sin embargo, la eficiencia reproductiva varia a

través del ano (Mezzadra et al., 1993). Algunos trabajos se han encaminado a
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determinar el. efecto de la época sobre la calidad de ciertas estructuras. Por
ejemplo, en un estudio donde aspiraron ovocitos en dos épocas del afio Rocha et
al., (1998) encontraron menor numero de estos clasificados morfolégicamente
coma normales y su fertilizacion in vitro fue menor en los obtenidos en verano
comparados con los obtenidos en invierno. De esta manera podemos decir que la
época afecta la morfologia del ovocito y de igual manera se esperaria un efecto
similar en la calidad de los embriones. Siddiqui et al., (1999) en vacas Holstein en
clima tropical, obtuvieron mayor nimero de embriones viables en invierno, seguido
por verano. Probablements los bovinos no sean estacionales, aunque Stahringer
et al., (1990) encontraron que la incidencia de anestro en vaquillas Brahman fue
mayor en meses con fotoperiodos cortos. Harrison et al., (1982) reportaron que
vacas Brahman tuvieron mayores concentraciones de LH y progesterona durante
la primavera que durante el invierno. Badinga et al., (1994) encontraron efecto de
temporada en cuanto la velocidad de crecimiento del foliculo preovulatorio,
tamafno del mismo, concentraciones de progesterona y tamano del CL,
relacionado con el tamano del foliculo dominante del ciclo, esto indica que la
época afecta de alguna manera el crecimiento y desarrollo de los foliculos, lo que
repercute posteriormente en el nimero de CL. Zeron et al., (2001) demostraron
gue en vacas y vaquillas Holstein, el nimero de foliculos de 3-8 mm fue mayor en
invierno comparado con verano, y que en invierno el porcentaje de vacas que
tuvieron menos de 10 foliculos por ovario fue de 16% y en verano 50%, esto
quiere decir que en animales Holstein hay un mayor nimero de foliculos que
inician su crecimiento en los meses frios. Asi mismo, Molina, (2000) enconird en
vacas Brahman una mejor respuesta al tratamiento de SO en el grupo no tratado
con bst en época de luvias. Todo lo anterior sugiere que la época del afio juega

un papel importante en la respuesta de los animales a los tratamientos.
2.5.5 Ambiente.- La habilidad de los animales de remover eficientemente el calor

metabdlico, es extremadamente importante para el mantenimiento de una

temperatura corporal constante y no entrar a un estrés calorico (EC). Durante el
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dia el aumento de temperatura por la radiacion solar y metabolismo usualmente
excede la capacidad de pérdida de calor de los animales por mecanismos de
radiacion, conveccion y evapo'racic')n, en consecuencia el calor se almacena y la
temperatura corporal aumenta. Wolfenson et al., (1995) indicaron que el EC puede
alterar el desarrollo y la dominancia folicular en vacas Holstein ciclando.

Los mecanismos por los cuales el EC reduce la expresion del estro son tal vez
debido a una reduccion en las concentraciones circulantes de 17p-Estradiol,
causado .por el aumento de las concentraciones de Adrenocorticotropina, la cual
ejerce un efecto negativo sobre la liberacion de Estrégenos, y éstos a su vez
tienen un efecto directo sobre la conducta estral (Hansen y Arechiga, 1999). Lew
et al., (1993) reportaron que el EC alteré [a cascada de esteroidogénesis en las
células de la teca del foliculo dominante. Badinga et al., (1993) observaron que el
primer foliculo ovulatorio del posparto en vacas expuestas a EC fue menor en
tamafio y el CL produjo menos progesterona comparado con el de vacas
normales. El EC sobre la esteroidogénesis, sin duda tiene un efecto directo sobre
la dindmica folicular de las vacas, tal como lo mencionan Wolfenson et al., (1995)
quienes encontraron un efecto del EC sobre el foliculo dominante de la primera
OF del ciclo, causando un incremento en el nimero de foliculos > 10 mm en
didmetro y un temprano surgimiento del foliculo dominante de la segunda OF.
Wiison et al., (1998) sometieron a EC vaquillas Holstein en el dia 11 del ciclo
estral y observaron un efecto negativo sobre el tamafio del foliculo dominante de
la segunda OF.

Los mecanismos por los cuales el EC reduce el desarrollo embrionario parecen
ser multifactoriales, no obstante la exposicion de embriones a las temperaturas
normales del recto en vacas lactando en Florida durante el verano, pueden afectar
el desarrollo embrionario (Rivera y Hansen, 2000 citado por Hansen et al., 2001).
Sin embargo, el embridon también puede desarrollarse en animales expuestos a
EC. Una de las caracteristicas del desarrollo embrionario es que el embrién se
vuelve mas resistente al EC materno conforme avanza la prefiez, por ello, la

moérula es menos susceptible al dafio y a interrumpir su desarrollo que un embridn
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de dos células, ambos expuestos a elevadas temperaturas (Ealy et al., 1995;
Edwards y Hansen, ‘1997). Aunque el crecimiento del embrién le confiere clerta
resistencia, la exposicion a altas temperaturas entre los dias 8-16 de la prefiez,
reduce el tamafio embrionario al dia 17 de desarrollo (Biggers et al., 1999).

Hay claras diferencias entre razas en cuanto a la resistencia al EC (Finch, 1986;
Hammond et al., 1996, 1998). La capacidad para disipar el calor y de esta manera
mantener una temperatura corporal adecuada varia entre razas. Hammond et al.,
(1998) encontraron diferencias en la temperatura rectal de diferentes razas. en
condiciones tropicales, donde la raza Angus tuvo la mayor elevacién de
temperatura comparado con Brahman y sus cruzas. Recientemente, fue
demostrado que la disminucién en el crecimiento embrionario causado por el
cultivo y exposicion de estos a 41° C por 6 h fue menor para embriones de vacas
Brahman que para embriones de vacas Holstein o Angus (Paula-Lopez et al.,
2001). Algunos investigadores han puesto cierto interés en encontrar métodos
farmacoldgicos para regular la temperatura corporal durante ef EC, por ejemplo
hay reportes en donde la alimentacion con extractos de cultivo de hongos
(Aspergillus oryzae Huber et al., 1994) y el suplemento con niacina (Spain y
Spiers, 1997) pueden disminuir la temperatura corporal en animales expuestos a
EC.

2.5.6 Nutricion.- Los efectos adversos de una defectuosa alimentacion sobre el
desarrollo reproductivo del ganado pueden ser debido a disturbios hormonales a
nivel del ovario, pituitaria anterior y/o hipotalamo (Schiflo, 1992). Henricks et al.,
(1986) encontraron que !a desnutricion en vaquillas de carne en e! posparto
resultd en un decremento en la concentracion de estradiol y retardo en el
crecimiento folicular. Actualmente la teoria del lipostato propone que en ciertas
especies se requiere de cierta cantidad de tejido adiposo para el inicio y
mantenimiento de la actividad reproductiva (Jolly et al., 1995). Murphy et al.,
(1991) demostraron que un bajo consumo de energia en la dieta redujo el

diametro maximo del foliculo dominante y acorté la persistencia del mismo en el
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ovario. Nolan et al., (1998) encontraron evidencia que el consumo de la dieta de
vacas superovuladaé puede influenciar el desarrollo de embriones; el consumo
desmedido de alimento, la falta de consumo como en la compaosicion del mismo,
pueden afectar la respuesta de los animales a los tratamientos de SO. El consumo
de concentrado ad fibitum tuvo un efecto adverso en el nimero de embriones
recuperados y congelables, en compéracién con animales que consumieron solo 3
kg de concentrado, al mismo tiempo animales que consumieron concentrado
elaborado con pulpa de citrico, respondieron mejor que las vaquillas. que
solamente se les ofrecidé avena (Yaakub et al., 1999). Humblot et al., (1998)
encontraron que altos niveles de energia afectan la respuesta ovarica y la calidad
de embriones.

Saumande et al., (12998) recomendaron para la producciéon de embriones viables
con vaquillas, un plan de nutricién con ganancias de peso vivo de 1 kg como
dptimo. En la Universidad de Kentucky, Gong et al., {1999) encontraron que un
incremento en un 200% de los requerimientos de mantenimiento en el consumo
de la dieta pbr tres semanas antes de la SO, aumento el reclutamiento de foliculos
en vaquillas Hereford x Holstein y tuvieron mas CL que en el grupo control (18.1y
10.6). Por lo que someter a los animales a un buen programa de alimentacién
previo al tratamiento de SO es muy importante para que se pueda tener éxito en la
respuesta, ya que como se menciond anteriormente tanto los excesos como la

falta de los nutrimentos adecuados, puede ocasionar una mala respuesta.

2.5.7 Infecciones subclinicas.- Las infecciones uterinas también tienen un efecto
negativo sobre la viabilidad del embridn. {.a deficiencia de minerales ocasiona una
colonizacidon en el endometrio de ciertas especies de bacterias tales como:
Staphylococcus aureus, Corynebacteium bovis, Estreptococcus haemolyticus y
Bacillus spp las cuales causan problemas de fertilidad (Dutia et al., 1991). El
papel de estos agentes en las infecciones uterinas y en la alteracion de la funcion
ovarica ya habia sido demostrado previamente eh ganado de leche (Bosu y Peter,
1987). Peter et al., (1989} hicieron infusiones intrauterinas de endotoxina de E. coff
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en el periodo preovulatorio, lo cual resulté en un incremento en las
concentraciones de cortisol plasmatico, y provocd una supresion de la LH con una
subsecuente falla en la ovulacién y la formacién de un foliculo quistico. Las
infecciones intrauterinas con Leptospira spp. también influyen en la viabilidad y

desarrollo de los embriones (Bielanski et al., 1998). -

2.5.8 Lactancia.- La diferencia entre la energia de consumo y los requerimientos
energéticos para la produccién de leche resultan en un balance energético
negativo dias posteriores al parto. Lucy et al., (1991) encontraron que vacas
lactando en un balance energético negative tuvieron pocos foliculos con un
diametro > 10 mm durante el posparto temprano. Esta condicién metabélica es
similar a fa desnutricion, debido a gue se necesitan grandes cantidades de energia
para producir leche, mas de la que se consume. Por lo tanto Britt, (1992} ha
especulado que la calidad de los foliculos destinados a ovular puede depender del
nivel nutricional y el ambiente bajo los cuales se desarrollaron estos foliculos
muchas semanas antes de la ovulacion, ya que los foliculos ovaricos comienzan

su crecimiento 40-60 dias antes de que alcancen su tamafio maduro y ovulen.

259 \Variacion causada por impurezas de las preparaciones
gonadotropicas.- La cantidad de la hormona luteinizante (LH) junto con la foliculo
estimulante (FSH) en las preparaciones gonadotrépicas usadas afecta en gran
manera la respuesta a los tratamientos, esto debido a que las preparaciones
gonadrotropicas con un alto contenido de LH generalmente resulta en una baja
respuesta superovulatoria (Gonzalez et al., 1890). Por lo tanto si las preparaciones
de FSH y eCG contienen grandes cantidades de LH, puede ocurrir una ovulacion
o luteinizacion prematura de los foliculos (Callesen et al., 1986). Braileanu et al.,
(1998) compararon la bio actividad en preparaciones comerciales de
gonadotropinas y concluyeron que hay diferencias en cuanto a la inmunoactividad
y bioactividad entre y dentro de las preparaciones comerciales de FSH.
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2.6 ESTADIOS DE DESARROLLO DEL EMBRION _

2.6.1 Mérula tempfana.- Se refiere a una agrupacién o masa de células que
tienden a ser esféricas, en la cual se pueden observar individualmente los
blastémeros, la cuenta celutar es dificil. La masa celular ocupa el 80% del espacio
perivitelino.

2.6.2 Morula madura.- La principal caracteristica de este estadio es la
compactacion de la masa celular y con blastomeros de forma poligonal. En la
periferia de la masa celular las células son esféricas. La observacion individual de
los blastomeros es imposible, la masa celular ocupa el 60% 6 el 70% del espacio

perivitelino.

2.6.3 Blastocisto temprano.- Es un embridn en fase de mérula compacta en la
que se empieza a formar una cavidad interna ocupada por fluido conocido como
blastocele. El blastocisto tiene una apariencia de anillo y ocupa del 70% al 80%
del espacio perivitelino. La diferencia visual entre el trofoblasto y la masa celular
es apreciable. El blastocele abarca menos del 50% de la masa celular del
embrién.

2.6.4 Blastocisto maduro.- Se caracteriza por una pronunciada diferenciacién
entre las céifulas del trofoblasto que se alarga y extiende en toda la periferia del
embrion y el disco embrionario que es una masa muy pequefia de color muy
oscuro ¥ mas compacto. El blastocele abarca mas del 50% de la totalidad del

embridn y el embrién ocupa el 90% del espacio perivitelino.

2.6.5 Blastocisto expandido.- La principal caracteristica de este estadio es el
aumento considerable del diametro del embridn, asi como el adelgazamiento de la
zona pellcida hasta un tercio de su grosor normal y la ocupacion del 100% del

embrion en el espacio perivitelino. En algunos casos se pueden colectar
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blastocistos expandidos que se colapsan con pérdida total o parcial del blastocele;

sin embargo, su zona pellcida queda sin modificarse.

2.6.6 Blastocisto en eclosiéon.- En esta fase de desarrollo, el embrién tiene
fisurada la zona pellcida por donde eclosiona paulatinamente hasta salir
fotalmente de ella. El embridon puede tener la forma esférica de un blastocisto

expandido o bien estar colapsado (Noriega et al., 1995).

2.7 CRITERIOS PARA LA EVALUACION DE EMBRIONES

2.7.1 Estado de desarrollo de acuerdo a la edad.- Los embriones colectados
deben tener un estadio de desarrollo relacionado con el dia en que se realice la
coleccidn embrionaria, es decir, si se colecta en el 7° dia, habra mérulas
compactas, blastocistos jévenes y blastocistos maduros. Cualquier embrién que
se encuentre en un estadio de desarrollo mas joven sera un embrion retrasado de
1 a 1.5 dias y esto disminuye los porcentajes de gestacién. También se pueden
colectar embriones con una edad de 7.5 a 8 dias, corriendo el riesgo de encontrar
embriones eclosionados, pues al momento de congelarse bajan los porcentajes de

viabilidad por la pérdida de la zona pelticida.

2.7.2 Ndmero de células (blastomeros).- Es muy importante la cuenta de los
blastomeros; cuando un embrién tiene menos de 30 células, al colectarse en el 7°
dia es un embridén no transferible, sélo cuando el nimero de blastomeros sea
dificil de contar (sin tomar en cuenta otras caracteristicas morfologicas) sera un

embridn apto para la transferencia.

2.7.3 Compactacién de células.- Cuando los blastémeros del embrion estan
compactos y presentan una forma poligonal es porque se encuentran apretados
entre ellos, dando al embridn una apariencia de mora. Los blastémeros que se
encuentran en la periferia de la masa celular tienen una forma redondeada pues

no se ejerce ninguna presion sobre ellos, a diferencia de los embriones no
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compactados en los que se observa gran parte de cada blastdmero que indicando
la separacion entre ellos. Una buena compactacion permite la nutricion entre los
blastdmeros y contribuye a la formacién de la cavidad del blastocele. Los
blastémeros tienen una forma poligonal, cuando estan bien compactados y

presentan un tamano muy uniforme y simétrico.

2.7.4 Color.- Los embriones con una excelente calidad deben tener un color
ambar caracteristico. Los embriones con una calidad buena presentan un color
mas oscuro pero uniforme. La presencia de manchas claras y oscuras o cuando el
embrion es muy claro indican la existencia de vesiculas, que se asocian con
problemas metabdlicos. La presencia de vesiculas es normal siempre y cuando no
sean muy grandes y se localicen en embriones de estadios como blastocistos

tempranos y blastocistos maduros.

2.7.5 Blastomeros extruidos.- Los blastémeros extruidos son células que se
quedaron en una etapa temprana de desarrollo y se observan como células
grandes fuera de lo que es la masa celular del embridn, entre la masa y la zona
pelicida (espacio periviteling), mientras mas blastémeros extruidos tenga un

embfrion menor sera su calidad. -

2.7.6 Irregularidades en la zona pelicida.- Esto no causa ningin problema
siempre y cuando esta irregularidad no sea la ruptura de la zona pellicida, ya que
un embrion que tiene la zona pellcida rota no es aconsejable congelarlo, debido a
que sufren dano las células del embrion. Esta condicidén en el embridn no le dara
una menor calificacién; sin embargo, la primera opcion para este tipo de

embriones seria transferirlos en fresco.

2.7.7 Presencia de restos celulares en el espacio perivitelino.- La presencia de

restos celulares nos indica el rompimiento de membranas o la degeneracion de las
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células, dependiendo de la cantidad de este material, serd el grado de
degeneracion del embrion (Noriega et al., 1995).

2.8 CLASIFICACION DE EMBRIONES CON RESPECTO A SU CALIDAD
2.8.1 Excelente o calidad 1.- Es un embrion compacto, esférico, desarrollo
adecuado a su edad, pocas vesiculas, sin desechos celulares, sin blastdmeros

extruidos y color ambar uniforme

2.8.2 Bueno o calidad 2.- Embrion compactado o con leve descompactacion,
poco irregular, desarrollo adecuado a su edad, presencia de vesiculas pero no
‘abundantes, con algunos blastémeros extruidos, con pocos desechos celulares,
color uniforme, tal vez un poco oscuro o zonas claras y oscuras, pero no muy

marcadas.

2.8.3 Regular o calidad 3.- Descompactacion marcada, desechos celulares,
blastémeros.extruidos, color obscuro o con zonas claras y oscuras (presencia de
vesiculas), masa pequefia pero no menor al 50% de lo normal. Estos embriones
de preferencia se transferiran en fresco, ya que no soportan satisfactoriamente la

congelacion.

2.8.4 No transferibles o calidad 4.- Son los embriones no transferibles con
marcada degeneracién, masa pequefia menor al 50% de lo nomal,
descompactacion, retraso en el desarrollo (mas de dos dias), color oscuro, zonas

claras y oscuras e irregularidades en los blastémeros (Noriega et al., 1995).
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CAPITULO 3
HIPOTESIS Y OBJETIVOS X

HIPOTESIS

Las vagquillas responderan a los tratamientos de superovulacion y el nimero

de embriones transferibles sera igual para cada época.

OBJETIVOS

¢ Determinar con cual tratamiento superovulatorio se obtienen mayor nimero
de embriones transferibles.

o Determinar el ndmero de embriones que se pueden cobtener por donadora
en las dos épocas.

o Establecer la calidad de los embriones en las dos épocas de tratamiento.
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CAPITULO 4
MATERIAL Y METODOS

LOCALIZACION

El trabajo se realizé en el Centro de Ensefianza, Investigaciéon y Extension
en Ganaderia Tropical (C.E.L.E.G.T.) perteneciente a la Facultad de Medicina
Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Nacional Autonoma de Mexico
(U.N.A.M.). Este centro esta ubicado en el municipio de Tlapacoyan, estado de
Veracruz. Posee una temperatura media de 21.8° C con un maximo de 40° C y un
minimo de 13° C. Cuenta con un régimen pluvial de 1780 mm anuales. El clima de
la regién esta clasificado como caliente, hiimedo sin temporada seca definida
(Garcia et al., 1981). Sin embargo, en la region las condiciones climaticas dividen
el afio en tres épocas: La época de nortes que se caracteriza por baja temperatura
ambiental y elevada humedad relativa (Noviembre — Febrero), la época de secas,
se diferencia por alta temperatura ambiente y baja precipitacion pluvial (Marzo —
Junio) y la época de lluvias que esta caracterizada por alta temperatura ambiente
y elevada precipitacion pluvial (Julio — Octubre) (Basurto, 1992)

UNIDADES EXPERIMENTALES

Se utilizaron 20 vaquillas cebl con edades entre 18 y 24 meses, las cuales
fueron seleccionadas en funcién de las siguientes caracteristicas: a) Libres de
brucelosis y tuberculosis, b) carecer de anormalidades anatdémicas y fisioldgicas
del aparato reproductor a la palpacién rectal y ultrasonografia. Posteriormente los
animales fueron distribuidos aleatoriamente en dos grupos de 10 animales cada

uno.

ALIMENTACION Y COMPLEMENTACION ALIMENTICIA

Todas las vaquillas, desde el inicio del trabajo fueron mantenidas en
pastoreo en préderas de Estrella de Africa (Cynodon plectostachyus) y gramas
nativas (Axonopus spp y Paspalum spp); manteniendo una carga animal promedio
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de 1.5 UA/ha, para asegurar una disponibilidad de 20 kg de materia seca (MS) por
animal por dia. Adicidnalmente, durante 45 dias previos los animales recibieron
diariamente un complemento alimenticio de concentrado comercial con 14 % PCy
un minimo de 1.4 Mcal de energia digestible por kg de MS a razén de 1% de peso
corporal por dia segin lo recomendado como éptimo (Saumande et al., 1898) en

las dos etapas del trabajo, secas y lluvias.

TRATAMIENTO HORMONAL
Sincronizacion. _

El trabajo se llevo a cabo en dos épocas del afio: Epoca de secas (Marzo —
Junio) y fluvias (Julio — Octubre).
En las dos épocas se realizé una ultrasonografia a los animales antes de la
sincronizacion para determinar su estado reproductivo. La sincronizacion se llevd
a cabo sin importar el dia del ciclo en el que se enconiraban y se realizd con un
dia de diferencia entre grupos para no tener dificuitades a la hora de la coleccion
embrionaria. El fratamiento de sincronizacion consistié en la aplicacion de un
dispositivo de liberacién controlada de progesterona (CIDR - B) el cual contiene
1.9 g de progesterona natural impregnada en un dispositivo de silicona inerte,
ademas se aplico 2.5 mg de Benzoato de Estradiol iM y 50 mg de progesteroha
liquida (Syntex), este dia se tomé como dia cero (d 0), posteriormente las vaquillas
fueron distribuidas en 2 grupos de manera aleatoria para realizar los tratamientos

correspondientes.

Tratamientos de superovulacion.

Grupe 1 (n=10). Las vaquillas recibieron 2000 Ul de gonadotropina
corionica equina (eCG) (Folligon - Intervet, México) el dia 6 después de la
aplicacion det CIDR - B y se les administré anticuerpos monoclonales (ANT!-eCG)
el dia de la primera inseminacion (Mapletoft et al., 1990) para contrarrestar los
efectos negativos de la eCG.
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E! grupo 2 (n=10). Recibieron un tratamiento con 270 mg de FSH (Folitropin - V
Litton, México) divididos en 8 aplicaciones -en dosis decrecientes con 12 hrs de
diferencia (AM — PM) los dias 6,7,8 y 9 a partir de la aplicacién del CIDR - B.
Ademas, se les aplicé 300 Ul de eCG (Folligon - Intervet, México) dos dias antes
del inicio del tratamiento de SO (Caccia et al., 1999).

El retiro del CIDR - B se realiz6 al dia 8 de la aplicacion junto con la aplicacion de
25 mg de Prostaglandina F2, (Lutalyse - Upjohn, México) para los dos grupos. Ese
mismo dia se hizo un examen ultrasonografico (Aloka 500 con transductor lineal
de 7.5 Mhz) para determinar el nimero de foliculos 210 mm. La deteccién de
celos se llevd a cébo después de la aplicacion de la PGF2, mediante una
observacion continua durante las siguientes 72 h. La [A se realizd con semen
congelado a las 12 y 24 h de haberse detectado los animales en celo. Las novillas
que no presentaron conducta estral se les realizd un examen ginecolégico para
determinar turgencia del Utero, presencia de moco cervico-vaginal y también
fueron inseminadas. |

En la época de lluvias se invirtieron los grupos en funcion al tratamiento, de
manera que; el grupo que recibid el fratamiento con eCG en la época de secas,
recibid el de FSH en época de lluvias.

 INSEMINACION Y COLECCION DE EMBRIONES

En las dos épocas la coleccion embrionaria se realizé 7 dias después de la
primera A, mediante la técnica no quirlrgica recomendada por Halley et al.,
(1979). En cada novillona se utilizé un dilatador para poder ampliar el canal del
ceérvix y posteriormente se utilizé para cada novillona un catéter del nimero 14
confirmando su colocacion mediante la palpacion del globo en dtero,
posteriormente se conecté al catéter una sonda de dos vias junto con un
recipiente que contenia un litro de agua tridestilada, adicionado con Suero Bovino
Buferado Fosfatado (D-PBS Dulbeco) y Albumina Bovina; el lavado se realizé de
manera bi cornual y el liquido colectado se pasé a través de un filtro concentrador
de embriones, con poros de 80 micras de diametro (De la Torre et al., 1992).
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Posteriormente los embriones fueron flevados al laboratorio para ser evaluados al
MiCcroscopio estereoécépiCo y congelar los embriones clasificados como viables.
Cinco dias después de la coleccion embrionaria se hizo una evaluacion
ulirasonografica debido a que las condiciones climaticas no lo permitieron hacer el
dia de Ia coleccion, para determinar las estructuras liteas y foliculares presentes,
ademas de la aplicacion de 25 mg de PGF2,,

Los embriones fueron clasificados segun el grado de desarrollo con respecto al
dia del lavado de las novillas en: Ovulos, no fecundados, Mérula inmadura, Mérula
joven, Mérula compacta, Blastocisto inmaduro, Blastocisto maduro, Blastocisto
expandido, Blastocisto en eclosién, siguiendo las descripciones hechas por (Lidner
y Wright, 1983).

Segun su calidad se clasificaron como: Excelente, bueno, regular y malo.

Los embriones clasificados como Excelentes y buenos (Transferibles) se
congelaron por el método de un solo paso descrito por Leibo et al., {1984).

VARIABLES DEPENDIENTES
¢ NOmero de cuerpos l(teos.
o Numero de foliculos > 10 mm.

» Nuamero de embriones {Excelentes, Buenos, Regulares, Malos).

ANALISIS ESTADISTICO _ _

Los resultados fueron analizados utilizando la prueba de Kruskall-Wallis
(Estadistica no paramétrica) y correlacion de Spearman, usando el paquete
estadistico PRIMER. Las variables independientes fueron época del afio y
tratamiento, y como variable de respuesta el nimero de foliculos, nimero de CL's

y nimero de embriones totales, congelables y degenerados.
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TRATAMIENTOS DE SUPEROVULACION

PROTOCOLO DE SUPEROVULACION FOLLIGON
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PROTOCOLO DE SUPEROVULACION FOLLTROPIN
(FSH)

Figura 2
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CAPITULO 5
RESULTADOS
Después de hacer el andlisis estadistico, no hubo diferencia significativa en
el nimero de animales gue presentaron celo en las diferentes épocas (p>0.06) ya
que en época de secas 14/20 animales mostraron celo y en época de lluvias
18/20. El tratamiento no tuvo efecto sobre el ndmero de animales que presentaron

celo.

Como se muestra en los cuadros 1 y 2 solo dos animales del grupo 1
produjeron embriones en respuesta al tratamiento de SO en las dos épocas, los
demas solo produjeron en época de lluvias. De igual manera en el grupo 2, solo
dos animales produjeron embriones en ambas épocas, los demas solo
respondieron en época de lluvias. Esto nos muestra la variabilidad de respuesta
que hay en los animales a los tratamientos de SO. Cabe hacer notar que no se
tuvo dificultad en introducir y colocar el catéter en ninguna de las dos épocas, para

realizar los lavados uterinos de las novillonas.

No existid diferencia significativa (p>0.06) al comparar el nimero de
foliculos que llegaron hasta un didmetro de 10 mm o mas entre las dos épocas al
flevarse a cabo el tratamiento superovulatorio (Cuadro 3). En contraparte los
resultados nos muestran una diferencia estadisticamente significativa (p<0.06) en
el numero de foliculos que respondieron a los tratamientos que se aplicaron, por lo
que tuvimos un mayor crecimiento folicular a favor del tratamiento donde se utilizd
FSH en combinacién con una dosis baja de eCG en comparacion a los animales
tratados con eCG sola (Cuadro 4).

De igual forma se analizaron los datos para determinar el efecto de época
sobre la respuesta al tratamiento superovulatorio para la variable nimero de CL.
Los resultados indican que de igual manera, el nimero de estructuras liteas fue

afectado por la época del afo, al haber una diferencia estadisticamente
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significativa (p<0.06) favorable para la época de lluvias (Cuadro 3). El tratamiento

no mostrd diferencia significativa (p>0.06) sobre la misma variable (Cuadro 4).

Al evaluar el efecto del tratamiento de SO sobre el nimero de embriones
totales, embriones degenerados y embriones congelables obtuvimos un efecto de
época en cuanto al nimero de embriones totales y congelados (p<0.06) mas no
hubo efecto de época en cuanto a nimero de embriones degenerados (p>0.06)
| (Cuadro 5). Al realizar el analisis para las mismas variables embriones totales,
degenerados y congelados entre tratamientos, no obtuvimos diferencia

significativa (p>0.06) para las mismas (Cuadro 6).

Los resultados obtenidos al analizar los datos indican que hubo diferencia
estadisticamente significativa (p<0.06) y un menor nl}mrero de foliculos después de
la coleccidn en época de secas vs luvias (Cuadro 7)

Al analizar los datos para determinar si el tratamiento tenia alguna
influencia sobre el nimero de foliculos 5 dias después de la coleccion, no hubo

diferencia estadisticamente significativa (p>0.06) (Cuadro 7).

Al hacer la correlacion para el nimero de cuerpos lGteos y el numero de
embriones totales, no obtuvimos una relacion entre estas variables rs= 527 en la

época de secas, al igual que en la época de fluvias rs= .677
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Respuesta al tratamiento de superovulacion en época de secas y lluvias

Cuadro 1
Grupo 1

Superovulacion eCG Secas , Superovulacion FSH+eCG Lluvias -

Identificacién || Foliculos> | CL's | Emb.Tot | Foliculos 2| CL's & . Bmb. Tot
i 10mm o 0mm
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Cuadro 2
Grupo 2

ISuperovulaién FSH + eCG Secas " ISuperovulacién eCG Lluvias

" Tdentificacién Foliculos Cl's Emb. Tot. Foliculos CL's Emb. Tot. o
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CUADRO 3

EFECTO DE LA EPOCA SOBRE EL NUMERO DE FOLICULOS 210 mm Y
CUERPOS LUTEOS

SECAS LLUVIAS
Total Media+ DE Total Media+ DE

FOLICULOS 340 17.0+49° 354 17.7+£7.7°
CUERPOS LUTEOS 105 52+68° 233 11.6499°

Distinta literal indica diferencia estadisticamente significativa (p< 0.06)

CUADRO 4

EFECTO DEL TRATAMIENTO SOBRE EL NUMERO DE FOL{CULOS =10
mm Y CUERPOS LUTEOS

FSH + ¢CG ECG
Total Media=+ DE - Total Media+ DE

FOLICULOS 412 224+6.0° 282  14.1+5.0°
CUERPOS LUTEOS 130 6.5+7.4° 208 10.4+10.1°

Distinta literal indica diferencia estadisticamente significativa (p< 0.06)
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CUADRO S

EFECTO DE LA EPOCA SOBRE EL NUMERO DE EMBRIONES
TOTALES, DEGENERADOS Y CONGELADOS

EMBRIONES EMBRIONES EMBRIONES
TOTALES DEGENERADOS  CONGELADOS

Total Media+ DE Total Media+DE Total Media+ DE

SECAS 11 0.6+13° 8 04+1.1" 3 0.2+0.5°

LLUVIAS 44  22+28"° 10 05+08°% 34 1.7424°

Distinta literal indica diferencia estadisticamente significativa (p< 0.06)

CUADRO 6

EFECTO DEL TRATAMIENTO SOBRE EL NUMERO DE EMBRIONES
TOTALES, DEGENERADOS Y CONGELADOS

EMBRIONES EMBRIONES EMBRIONES
TOTALES DEGENERADOS CONGELADOS

Total Media+ DE Total Media+DE Total Media+ DE

FSH +eCG 26 1.3+22° 10 0.5+1.1° 16 08+17°

ECG 29 1.4+24° 8 0.4+0.8° 21 1.0+£21°

Distinta literal indica diferencia estadisticamente significativa (p< (1.06)
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CUADRO 7

EFECTO DE LA EPOCA Y TRATAMIENTO SOBRE
EL NUMERO DE FOLICULOS > 8 mm DIAS

DESPUES DE LA COLECCION

FOLICULOS
EPOCA Total Media+ DE
SECAS 84  42+£24°
LLUVIAS 51 2.5+3.7°
TRATAMIENTO
FSH + ¢CG 67 3.3+3.0°
eCG 68  34+33°

Distinta literal indica diferencia estadisticamente significativa (p< 0.06)

36



CAPITULO 6
DISCUSION

CONDUCTA DE CELO

lLa conducta de celo en respuesta al tratamiento de sincronizacion fue
variable entre épocas, al observar que de los dos grupos en época de secas 6
animales fallaron en mostrar 1a conducta de celo y de estos 6 animales, 5
pertenecieron al grupo 2, por lo tanto solo 1 animal falld en mostrar conducta del
grupo 1. Cabe mencionar que el grupo 2 tenia un dia de diferencia en el
tratamiento de sincronizacion, por lo que poco tiempo después de que este grupo
comenzd a mostrar celo, las condiciones climaticas cambiaron y comenzo a llover
y a bajar la temperatura. Segin Landaeta-Hermmandez et al., (2002) el
medioambiente es uno de los factores que afecta la expresién del estro en los
animales y se ha demostrado que unos de estos factores tales como Ia lluvia,
vientos fuertes y un aumento en la humedad, tienden a suprimir la actividad de
monta en la conducta de estro (Allrich, 1993). Por lo tanto es posible que el
cambio en la temperatura y la presencia de lluvia hayan afectado, inhibiendo el
comportamiento estral de algunas vaquillas del grupo 2, ya que la primera etapa
se llevd a cabo a principios de la época de secas, asi que aunque esta época se
caracteriza por una baja precipitacion pluvial y una alta temperatura ambiental, es
posible que los vientos frios y algunas lluvias de la época de nortes se hayan
prolongado un poco a la época de secas.

En la época de lluvias solo 1 animal de cada grupo falld en mostrar la
conducta de celo, aunque en los tratamientos de SO, no todos los animales
responden al tratamiento de sincronizacidon mostrando conducta, ya que en
muchos trabajos de investigacidbn con diferentes tratamientos, siempre hay
animales que no responden a la sincronizacion (Saumande y Chupin, 1986; Bo et
al., 1994; Wherman et al., 1996). Una de las hipotesis que estos investigadores
han dado para los animales que no expresan el celo, es debido a que la LH

circulante de las hormonas gonadotropicas utilizadas para el tratamiento SO,

37



hacen al CL mas resistente a la accion de la prostaglandina, por lo tanto el CL no

es destruido y se inhibe la conducta de celo.

CRECIMIENTO FOLICULAR

Como lo indican los resultados, no hubo efecto de época sobre el nimero
de foliculos =10 mm (p>0.08). Esto no concuerda con lo reportado por Zeron et al.,
(2001) quienes encontraron en vacas Holstein, un mayor nimero de foliculos por
ovario en invierno que en verano. Asi mismo Zeitoun et al., (1996) estudiaron el
efecto de temporada sobre la dinamica folicular de un ciclo estral en vacas
Brahman y encontraron que el diametro del foliculo dominante fue menor en la

época de invierno que en la primavera.

Después de observar los resultados del tratamiento sobre el nimero de
foliculos pudimos constatar el crecimiento de un mayor nimero de foliculos con el
tratamiento de FSH combinada con eCG versus eCG sola (p<0.06). De manera
contraria Schalienberger et al., (1988) al comparar eCG versus FSH-p obtuvieron
un mayor numero de foliculos en respuesta al tratamiento de SO con eCG.

Los resultados de este estudio muestran que la combinacién de estas dos
hormonas tiene un mejor efecto sobre el crecimiento folicular que si se aplica eCG

Unicamente.

NUMERO DE CUERPOS LUTEOS

Los resultados obtenidos sobre el niamero de CL por ultrasonografia,
indicaron que la época tuvo un efecto significativo sobre esta variable, al obtener
fa mejor respuesta en le época de Huvias vs época de secas (Cuadro 3). Lo que
concuerda con lo encontrado por Tribulo et al., (1991) al superovular vaquillas B.
indicus, obteniendo la mejor respuesta en época de verano que en invierno.
A pesar de que los bovinos son considerados como no estacionales debido a que
ovulan durante todo el afo, la estacionalidad en los cebuinos ya ha sido objeto de

investigacion, de esta manera Stahringer et al.,, (1990) encontraron un mayaor
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namero de animales en anestro en época de invierno. Mezzadra et al., (1993)
reportaron en animales B. Indicus un incremento en la incidencia de vacas en
anestro cuando los dias eran mas cortos. Zeitoun et al., (1996) al trabajar con
animales Brahman encontraron que en un ciclo estral normal los niveles de P4
fueron mayores en época de primavera que en época de Invierno. Morrow, (1986)
menciona que en zonas tropicales mas del 60 % de las prefieces se llevan a cabo
de junio a agosto, que es cuando las pasturas estan generalmente a su maximo.
Por lo que ciertos factores como la temperatura, humedad y nutricién a través del
afo en las diferentes épocas, influye directamente sobre la actividad reproductiva
de animales en ciclos estrales normales (Tucker, 1982; Hemandez et al., 1986)

asi como en animales sometidos a tratamientos de SO (Siddiqui et al., 1999).

El efecto del tratamiento sobre esta misma variable no tuvo efecto
significativo {p>0.06). Esto no concuerda con lo obtenido por otros investigadores
en trabajos donde han comparado estas dos hormonas. Goulding et al., (1991)
encontraron una diferencia favorable al tratamiento con FSH-p en un estudio |
comparativo con eCG. Estos resultados tampoco concuerdan con lo encontrado
por Mapletoft et al., (1990) al realizar un estudio comparativo entre Folltropin,
FSH-p, eCG y eCG plus anti-eCG, donde este ultimo tratamiento obtuvo la mejor
respuesta. A pesar de que no hubo diferencia en la respuesta, el numero de CL
encontrados a la ultrasonografia fue similar al de algunos trabajos (Mapletoft et at.,
1988, 1990).

Al analizar y tratar de correlacionar el numero de CL con el numero de
embriones totales, no hubo relacién entre las mismas. Una de las explicaciones
que podemos dar a lo sucedido es que los foliculos se pudieron haber luteinizado
y que los cuerpos {uteos que se observaron en la ultrasonografia realmente eran
foliculos luteinizados, ya que la diferenciacion entre una estructura y otra, solo se
puede realizar con técnicas histolégicas (Monniaux et al., 1983).

Segun Mojtaba y McGowan, (1997) la luteinizacion folicular es una de las

anomalidades que se presentan durante la SO e inclusive en la sincronizacion
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con GnRH en borregos. Hay algunos estudios en los cuales se ha encontrado una
correlacion de las concentraciones de estradiol y la presencia de esta anormalidad
(Bartlewski et al., 2001; Saumande, 1980). Ahora si tomamos en cuenta que el
estradiol aumenta en grandes cantidades su concentracion durante la SO
alcanzando en algunos estudios hasta 100 pg/ml (Guilbault et al., 1992)
podriamos pensar que la luteinizacion folicular ocurrié en este trabajo. Tribulo et
al., (1991) encontraron diferentes porcentajes de foliculos luteinizados (36, 5 y
14%), al aplicar FSH-p con diferentes cantidades de LH. Reforzando nuestro
argumento Monniaux et al., (1983) correlacionaron el nimero de foliculos
luteinizados con el nimero de foliculos atresicos, ya que los foliculos atresicos
pueden ser rescatados de este proceso por estimulacion gonadotropica y reiniciar
su crecimiento, por lo que estos foliculos no tienen la maduracion adecuada
cuando se da el pico de LH, no ovulan y se luteinizan. Algunos otros foliculos que
no estaban en el proceso de atresia también pueden experimentar. este proceso.
Si tomamos en cuenta que uno de los efectos del BE aplicado al inicio de la
sincronizacion, es el de atresiar los foliculos presentes, y que en el grupo 1 el
tratamiento gonadotropico se aplicd 6 dias después del inicio de la sincronizacion '
y en el grupo 2 a los 4 dias, podriamos suponer que el tratamiento de SO reinicid
el crecimiento de los foliculos sobre los cuales actud el BE y de esta manera se
presentara la luteinizacion folicular.

Otro factor que pudo haber afectado los resultados es la progesterona, si
tomamos en cuenta que esta puede aumentar su concentracion después de 24 h
de comenzado el tratamiento de superovulacion con eCG (Saumande y Lopez-
Sebastian, 1982) y FSH (Bames et al., 1982) y que ésta inhibe la frecuencia
pulsatil de LH, asi como el estradiol modifica la amplitud de los pulsos de LH
(Goodman y Karsch, 1980; Martin, 1984), podriamos pensar que la disminucion en
la frecuencia de los pulsos de LH en los tratamientos de SO también pudo haber
influido en la respuesta. De acuerdo con esto, Gosselin et al., (2000) encontraron
una disminucidn en ia frecuencia y amplitud de los pulsos de LH y al mismo

tiempo un aumento en las concentraciones de estrégenos y progesterona. De
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igual forma hay otros trabajos que confirman lo anterior, Bevers et al., {1989)
registraron en un trabajo, que la frecuencia pulsatil de LH en el grupc control fue
de 9.5 pulsos cada 8 h y en el grupo tratado disminuyé a 3.2 pulsos cada 8 h.
Price et al., (1999) encontraron resultados similares de 6.4 pulsos en el grupo
testigo y 2.4 en el tratado con Folltropin y eCG respectivamente. Debido a todo lo
anteriormente comentado podemos pensar que todo esto estuvo involucrado con

la pobre respuesta que se obtuvo en este trabajo.

ESTRUCTURAS RECUPERADAS

Los resultados nos muestran una diferencia significativa (p<0.06) en cuanto
a numero de embriones totales en las dos épocas en las que se aplicd el
tratamiento. Estos resultados concuerdan con lo encontrado por Tribulo et al.,
(1991) al superovular vacas cebtl en época de verano e invierno, administrando
FSH con diferentes cantidades de LH en la preparacién y donde obtuvo una mejor
respuesta en época de verano con 9.6 embriones, que en inviernc con 1.6. Lo
| encontrado por este autor en verano es muy superior al resultado que se obtuvo
en este trabajo, pero los resultados obtenidos en invierno coinciden con los de
nuestro estudio. De igual manera, Hasler et al., (1983) encontraron un efecto de
época al evaluar la respuesta de vacas Holstein clasificadas como fértiles e
infértiles y encontrar diferencias significativas en cuanto a niGmero de huevos
fertilizados en las cuatro épocas del ano; invierno, primavera, verano y otofio.

Si es cierto que con estos tratamientos de superovulacion hubo un nimero
muy bajo de embriones, debido a lo anteriormente comentado, la época del afio
también jugd un papel muy importante en la respuesta de los animales a los
tratamientos, ya que hay estudios que confirman que los factores climaticos;
humedad, temperatura y fotoperiodo afectan de diferente manera la dinamica
folicular de animales B. faurus y B. indicus (Rocha et al., 1998).

Aunque en cebuinos, la calidad de los ovocitos no es afectada por Ia época del
ano, a diferencia de animales Holstein en los cuales la calidad de los ovocitos es

mejor en invierno que en verano (Rocha et al., 1998). Rhodes et al., (1995)
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demostraron que la duraciéon del intervalo interovulatorio, persistencia del CL,
maximo diametro del primer foliculo dominante, maximo diametro del foliculo
ovuiatorid, y diametro del CL, se relacionaron con el fotopericdo. Si es asi, tal vez
fa disminucion en la respuesta de animales cebuinos a los tratamientos en época
de invierno, sea un problema en los mecanismos endocrinos que desencadenan la

ovulacion, aunque esta hipotesis seria parte de otro estudio.

El tratamiento no tuvo efecto significativo sobre el nimero de estructuras
recuperadas.. Estos resultados no concuerdan con lo obtenide por Goulding et al.,
(1991) en un trabajo comparativo entre eCG versus FSH-p donde encontraron un
efecto de tratamiento sobre el nUmero de embriones recuperados. Boland et al.,
(1991} también reportaron un mayor nimero de estructuras recuperadas despues
de utilizar Folltropin-V comparado con eCG sola. Caccia et al., (1999) obtuvieron
un mayor nimero de estructuras recuperadas (6.5 + 1.3) comparando con lo
obtenido en este trabajo al utilizar un tratamiento parecido al nuestro, combinando
FSH con una dosis baja de eCG. En muchos trabajos se ha establecido la
superioridad en la respuesta al tratamiento gonadotrépico al utilizar Folltropin-V
comparado con ofras preparaciones, en el presente trabajo no fue el caso, al

obtener resultados muy similares con los diferentes tratamientos.

NUMERO DE EMBRIONES CONGELABLES Y DEGENERADOS

Como pudimos observar en el presente trabajo, los resultados nos
muestran un efecto de época en el nimero de embriones fransferibles, lo que
concuerda con los resultados obtenidos por Molina, (2000) en el iote testigo al
presentarse en su trabajo un efecto de epoca. De igual manera Bastidas y Randel, -
(1987) al trabajar con 813 vacas Brahman y 1841 colecciones durante 7 afios
encontraron que la época afecta la cantidad de embriones por animal clasificados
como transferibles, al obtener la menor respuesta durante el invierno vs
primavera, verano y otofio. De igual manera que el presente estudio, Tegegne et

al., (1999) también encontraron un efecto de época en animales cruzados, al
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presentarse una mejor respuesta en época de lluvias que en secas. Contrario a lo
que se encontrd en nuestro trabajo, Siddiqui et al., (1999) también presentaron un
efecto de época al colectar un mayor nimero de embriones viables en invierno,
aunque los animales utilizados fueron de la raza Holstein, para los cuales es la

época de confort.

El tratamiento no tuvo efecto sobre el nimero de embriones congelables en
este trabajo. Mapletoft et al., (1990) al trabajar con cuatro diferentes tratamientos
no obtuvieron diferencia en los tratamientos donde aplicaron Folitropin-V y eCG —
Anti eCG, aunque estos si tuvieron diferencia con los tratamientos donde se aplico
eCG sola sin Anti — eCG y FSH-p. Nuestros resultados concuerdan con lo
encontrado por Caccia et al., (1999) al no haber diferencias en su trabajo donde
aplicaron tratamientos semejantes a los del presente estudio, aunque el ndmero
de embriones congelables fue mucho mayor a los de nuestro trabajo. De manera
contraria a los resultados obtenidos Goulding et al., (1991) encontraron diferencias

entre animales tratados con FSH-p y eCG.

Los embriones degenerados no se vieron afectados por la época del afio en
la cual se aplico el tratamiento, estos resultados concuerdan con lo encontrado por
Siddiqui et al., {1999) al no encontrar diferencia (p <0.01) en el nimero de

embriones degenerados en diferentes épocas del ano.

El tratamiento de igual manera no fuvo efecto sobre el numero de
embriones degenerados. Lo que contrasta con lo encontrado por Goulding et al.,
(1991) al comparar FSH-p y eCG y reportar un mayor nimero de embriones
degenerados con FSH-p que con eCG. Cabe mencionar que el nimero de
embriones obtenidos en este estudio fue un poco bajo si tomamos en cuenta otros
trabajos (Mapletoft et al., 1990; Caccia et al., 1999) Esto tal vez pudo influir al

analizar los resultados de esta variable.
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NUMERO DE FOLICULOS DESPUES DE LA COLECCION

Es importante mencionar que esta variable no estaba contemplada en este

estudio, aunque al realizar el examen ultrasonografico para la evaluacién de los
CL se observd la presencia de foliculos en el ovario, por lo que consideramos
importante registrar esa informaciéon y analizarla. Aunque otros trabajos han
registrado estos foliculos pero al momento de la coleccion embrionaria es posible
que al haber nosotros registrado los foliculos cinco dias después de la coleccién,
algunos foliculos ya se hubieran atresiado por accion de la progesterona.
Como indican los 'resultados, el ultrasonido que se realizé en este trabajo cinco
dias despues de la coleccion nos muesfra la apariciéon de foliculos que no
ovularon y que son estrogenicamente activos varios dias después, esto quiere
decir que las hormonas que utilizamos en nuestro tratamiento no se eliminan tan
rapido y por lo tanto continlia su actividad estimulatoria varios dias después de su
aplicacion.

Los resultados muestran que la época del afio también tuvo un efecto sobre
el namero de foliculos presentes en los ovarios dias después de la coleccién. Con
respecto a esto Tegegne et al., (1999) no encontraron diferencia entre el nimero
de foliculos presentes a la coleccion en épocas diferentes. Actualmente hay muy
pocos estudios que nos muestren el efecto de la época.

Si observamos los resultados de ésta variable (Cuadro 7} crecimiento folicular y
CL (Cuadro 3), podemos cbservar cosas interesantes si notamos que no se
presentd un efecto de época sobre el crecimiento folicular al promediar 17+4.93 y
17.7+7.72 foliculos =10 mm en secas y lluvias respectivamente, pero este efecto si
se presentd en la variable numero de CL al registrarse 5.25+6.86 y 11.65+9.88
para las mismas épocas, aunque en el nimero de foliculos =8 mm después de la
coleccion tambien se presentd un efecto de época, este fue de manera inversa, es
decir, en época de secas hubo un mayor ndmero de estos foliculos y un menor
numero de CL, en época de lluvias se presentd un menor nimero de foliculos >8
mm pero un mayor numero de cuerpos lUteos, con esto podemos ver que ovularon

un mayor numero de foliculos en época de lluvias. Estas observaciones tal vez se
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expliquen si tomamos en cuenta lo anteriormente comentado sobre el papel que

pueden jugar los factores ambientales sobre la respuesta a los tratamientos.

Con respecto al tratamiento, los resultados no muestran un efecto
significativo (p>0.06) sobre el namero de foliculos presentes en los ovarios dias
después de la coleccidn. Estos resultados concuerdan con lo encontrado por Bo et
al.,, (1994} donde reportan un promedio de 1.9 y 3.3 foliculos a la hora de la
coleccion embrionaria, utilizando 200 y 400 mg de FSH-p. De igual forma
Saumande, (1980) obtuvo resultados semejantes a los obtenidos en este trabajo
al trabajar con eCG en diferentes dias dei ciclo estral. Sin embargo Goulding et al.,
(1991) encontraron un mayor ndmero de foliculos en el grupo con eCG en un
trabajo comparativo eCG vs FSH-p el dia de la coleccién embrionaria. Este efecto
no se presentd en nuestro trabajo, aunque cabe mencionar que el tratamiento con
FSH se combind con una dosis baja de eCG. La aparicién de estos foliculos
resulta en un ambiente uterino elevado en estrogenos que tiene un efecto negativo
sobre el desarrollo embrionaric vy el cual nos puede producir embriones
degenerados, aunque en este trabajo no hubo un gran nimero de embriones

recuperados por lo que tal vez este efecto negativo no se hizo evidente.
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CAPITULO 7
CONCLUSIONES

1.- La respuesta al tratamiento de superovulacion de vaquillas brahman de 24
meses de edad no fue buena al obtener una cantidad muy pobre de embriones en
respuesta a los tratamientos

2.- La epoca del afio afecté de manera mas importante la respuesta de los
animales a los tratamientos de superovulacion que el tratamiento.

3.- El mayor numero posible de embriones se puede obtener en época de lluvias y
por lo tanto, la respuesta al tratamiento es mas efectiva cuando se aplica en ésta
€poca que en secas.

4- l.a calidad de los embriones no fue afectada ni por la época del afio, ni por el

tratamiento utilizado en este estudio.
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