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l.- RESUMEN

El objetivo del presente trabajo fue determinar si la aplicacion de la transferencia de
embriones en ganado de productores comerciales del estado de Tabasco es econémica y
biolégicamente viable, ya que diversos estudios han demostrado que existen factores que
pueden afectar la respuesta en la produccion de embriones en ganado Bos taurus y Bos
indicus, asi como el porcentaje de gestacion se puede ver afectado por las condiciones
gue imperan en regiones tropicales. Se utilizaron 26 donadoras Bos taurus y 26
donadoras Bos indicus, las cuales fueron sometidas a un tratamiento de sincronizacion y
ovulacion multiple para la produccion de embriones. Se colectaron 81 y 80 embriones
transferibles de cada raza respectivamente, los cuales fueron evaluados y clasificados de
acuerdo a los criterios establecidos por la IETS (Sociedad Internacional de Transferencia
de Embriones, por sus siglas en inglés). Para realizar la transferencia de los embriones
fueron seleccionadas 9 explotaciones ganaderas en el municipio de Macuspana, Tabasco,
en las cuales fueron seleccionadas 10 receptoras para transferirle un embrién a cada una.
Las hembras fueron preparadas y sincronizadas mediante un protocolo de transferencia
de embriones a tiempo fijo con la finalidad de evitar llevar a cabo una deteccién de calores
continua. Los embriones fueron transferidos a receptoras que presentaron un cuerpo liteo
el dia indicado para la transferencia (dia 7 post ovulacién), colocando un embrion en el
cuerno uterino ipsilateral al ovario con la estructura litea, el diagndstico de gestacion se
llevo a cabo 28 dias posteriores a la transferencia mediante ultrasonografia con un equipo
ALOKA SSD 500, con un transductor de 5 Mhz. La estimacion de los costos se determiné
de acuerdo al método de preparacion de las donadoras y recoleccién de embriones, el
cual fué de $6,343.63 y $5898.63 para Bos taurus y Bos indicus, respectivamente. De
acuerdo a la respuesta obtenida en cada biotipo se determiné el costo por embrién; el
costo por gestacion se calcul6 de acuerdo al porcentaje de gestacion y a los costos por
preparacion de receptoras y transferencia del embridn, asi como el costo del embrion. El

costo total por gestacion fue de $14,495.36 con un 27% de fertilidad.

Palabras clave: Transferencia de embriones, costos, ovulacién multiple, Bos taurus, Bos

indicus, donadoras, receptoras.
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[l.- Abstract

The objective of this study was to determine if the technique of Embryo
Transfer in cattle can be commercially feasible in the region of Tabasco as there
are studies that have proved to affect the production of embryos in Bos taurus and
Bos indicus cattle. Moreover, the pregnancy percent can be affected in tropical
regions due to the harsh environmental conditions. Twenty-six Bos taurus and Bos
indicus female cows were synchronized and superovulated to obtain an average of
eighty embryos of both sub-species. Embryos were classified by stereoscopic
microscopy based on the quality criteria established by the IETS. Nine commercial
farms from Macuspana Tabasco were chosen to provide ten recipient cows each to
transfer one embryo per cow. The females were synchronized using a fix-time
bovine embryo transfer protocol to avoid estrus detection. The recipients that had a
corpus luteum on day7th were transferred an embryo placed in the ipsilateral horn
to the corpus luteum. Pregnancy diagnosis was estimated twenty-eight days after
embryo transfer by ultrasonography (ALOKA SSD 500, transducer 5 Mhz). The
estimation of the cost was determined calculating the cost of preparation of the
donor and embryo recovery which was $650 USD and $600 USD, Bos taurus and
Bos indicus, respectively. The cost of each embryo was determined by the
response to embryo recovery. The cost of gestation was calculated by the
percentage of animals pregnant (27%), the cost for preparing the donor, the
technique of embryo transfer and the cost of the embryo. The overall cost per
gestation was $1450 USD.

Key words: Embryo Transfer, cost, superovulation, Bos taurus, Bos indicus,

donors, recipients.
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l1l.- INTRODUCCION

Con el paso de los afios los productores del pais principalmente del trépico
mexicano han querido mejorar su ganado para aumentar la calidad de su
produccion, implementando programas como la transferencia de embriones (TE)
gue en su mayoria ha sido iniciada como investigacién experimental, con apoyo de
instituciones de gobierno y en pequefia proporcion por asesores eventuales en los

ranchos ganaderos.

A pesar de que la transferencia de embriones no es una herramienta reproductiva
nueva, ya que desde hace mas de un siglo se llevo a cabo con éxito la primera
transferencia embrionaria en conejos, fue hasta 1951 para que se llevara a cabo
con éxito esta técnica en bovinos (Betteridge, 1981) y hasta los afios 70°s cuando
surge de manera comercial principalmente para razas europeas como la Holstein
(Hasler, 2006). Sin embargo, debido al bajo impulso y el alto costo de estos
programas como respuesta a la demanda de incrementar la produccion pecuaria
de las zonas tropicales, los gobiernos han impulsado proyectos locales con altos
subsidios para promover el interés de los productores en la mejora de sus hatos
lecheros a través de la TE. El impacto de estos programas ha generado gran
controversia debido a que los productores que han sido incluidos o han participado
en los programas no han quedado satisfechos. Debido a lo anterior los
productores progresistas han recurrido a la introduccion de bovinos especializados
en la produccion de leche, provenientes de zonas templadas (Hernandez et al.,
1982) cuyo resultado ha sido una alta mortalidad tanto en adultos como en
terneros y una mala eficiencia reproductiva, con beneficios muy bajos para ser
rentables (Wilkings et al., 1979; Morales et al., 1981; Morales et al., 1983).

Por lo tanto, uno de los principales problemas que afronta la ganaderia en
productores del trépico, es la falta de estrategias para obtener hembras de
reemplazo que tengan un desempefio zootécnico que pueda elevar los parametros

productivos y reproductivos de la ganaderia. La TE podria ser implementada como
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una estrategia para proveer a los productores del tropico de los animales mas
adecuados para este fin con la ventaja de ser criados por las propias hembras
receptoras de embriones de los ganaderos sin hacer un gasto extra por la compra
de reemplazos. Es por esto que la transferencia de embriones F1 Holstein/Cebu
constituye una alternativa de primera eleccion, por ser el genotipo que mejor se

comporta (Cunningham, 1989).

En cruzamientos de Bos taurus y Bos indicus para leche el desempeiio de las F1
ha sido muy superior a los otros cruzamientos. La utilizacion de estas permite
aprovechar la heterosis al maximo, pero requiere la manutencion de las razas
puras y la compra de hembras de reemplazo. En Brasil y en otros paises existe un
mercado incipiente para vaquillas y terneras F1 Holandés/Cebu y se ha sugerido
un sistema simple de reemplazo continuo con F1 (Madalena, 1997), asi mismo en
estos cruzamientos la epistasis ha sido importante para peso al destete, para

produccién de leche y mortalidad de terneras (Madalena, 2001).

Molina (2003), previamente ha evaluado esta técnica sobre todo en el impacto que
ha tenido entre los productores. Los resultados demuestran que se ha tenido
buena aceptacion por estos programas pero una gran desilusion debido a la falta
de continuidad, ya que los programas subsidiados tienen gran aceptacion por
productores pero cuando ellos tienen que cubrir todos los gastos, el entusiasmo

disminuye.

Con base a lo anterior el objetivo del presente trabajo fue evaluar la viabilidad de
implementar un programa econdmicamente rentable de transferencia de

embriones con productores del estado de Tabasco



IV.- REVISION DE LITERATURA
4.1 Transferencia de embriones

Existen herramientas reproductivas como la inseminacion artificial (I1A) y la
transferencia de embriones (TE) que se implementan con la finalidad de mejorar
genética y productivamente los hatos ganaderos (Butler y Biggers 1989), sin
embargo, existen grandes diferencias entre cada una de estas técnicas, ya que
con el uso de la IA tendrian que pasar varios afios para obtener resultados en
cuestién de progreso genético del hato (Seidel, 1981), al contrario de la TE en la
gue se obtienen resultados en un intervalo de tiempo relativamente corto
(Christensen, 1991), por lo que ésta seria la mejor opcion después de la IA (Lohuis
1995). El principal uso de la TE es ampliar los porcentajes reproductivos de
animales con alto valor, su uso es principalmente en ganado, ya que en estos
animales los porcentajes reproductivos son bajos y el intervalo generacional es
largo (Seidel, 1991).

La TE a través del cérvix en bovinos comenzd a ser utilizada en trabajos
experimentales a finales de los afios 40. Dificultades de distinta indole que se
presentaron en el desarrollo del método hicieron que la técnica tuviera éxito con el
nacimiento del primer becerro hasta el aflo 1964 (Mutter et al., 1964). En las
Ultimas décadas los porcentajes de prefiez se han incrementado de manera
significativa posibilitando actualmente obtener porcentajes de hasta 60%, aun con
la TE congelados (Cutini et al., 1999).

La transferencia embrionaria se desarroll6 en sus inicios con la finalidad de
optimizar los recursos genéticos y econdmicos de los hatos, en la actualidad existe
la tendencia a llevar a cabo producciones masivas de embriones, de esta manera
las vacas de alto valor genético, productivo y comercial pueden producir en
promedio de 10 a 15 crias por afio, lo cual impulsa el mejoramiento genético de
los hatos ganadero. Sin embargo, a pesar de los avances para mejorar la
efectividad de la técnica y aumentar con esta el porcentaje de gestacion, esta

técnica no ha dado los mismos resultados en regiones tropicales como en zonas
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templadas, ya que las caracteristicas del trépico como lo son las variaciones en la
temperatura, humedad, alimentacion y manejo de los sistemas productivos son
muy diferentes entre si, lo que conlleva a una variacion muy amplia en la
respuesta superovulatoria de las donadoras, lo que resulta en un alto porcentaje
de embriones con caracteristicas indeseables y un mal desarrollo (Kafi y
McGowan, 1997)

4.2 Ovulacion maltiple

La transferencia de embriones cobra cada dia mayor importancia en el area de
reproduccion. En los ultimos afios se han conseguido superar muchas barreras en
determinados aspectos relacionados con el éxito en la utilizacion de esta técnica,
como son los métodos de coleccion, evaluacién y transferencia de los embriones,
sin embargo uno de los campos en que no se ha avanzado mucho ha sido el del
momento 6éptimo para iniciar el tratamiento de ovulacién mdltiple, con el fin de
conseguir gue un numero mayor de animales tengan una respuesta mas uniforme
a esta. Respecto al momento de inicio del tratamiento, se ha comprobado la
determinante influencia que tiene la presencia de un foliculo dominante en la
respuesta a la ovulacién multiple, ya que es mayor cuando el foliculo no tiene
capacidad de dominancia funcional sobre el resto de los foliculos susceptibles a
responder a hormonas exdgenas al momento de iniciar el proceso de ovulaciéon
multiple. (Bungartz y Nieman, 1994; Fricke et al., 1994). EI comportamiento entre
las oleadas foliculares dentro de un ciclo estral es muy diferente entre todas las
hembras, al igual que lo que ocurre en una misma vaca. Sin embargo, en la
mayoria de los casos la atresia del primer foliculo dominante y el inicio del
crecimiento del segundo se produce entre el dia 8 y 12 después de la ovulacion en
los ciclos estrales con dos oleadas foliculares, ademas se puede tomar como un
promedio un dia antes de los mencionados para animales con tres oleadas
(Ginther et al., 1989).

Cabe suponer, que es mas facil que se encuentre presente un foliculo

funcionalmente dominante cuando se inicia el tratamiento de ovulacion multiple en
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el dia 8 del ciclo que en el dia 12. Si bien muchos autores no hacen referencia a
diferencias en la respuesta entre los distintos dias de inicio del tratamiento (en el
intervalo de los dias 8 a 14 del ciclo estral), parece que si existe una cierta
tendencia a que aumente la tasa de ovulacion cuanto mas tarde se empiece el
tratamiento (Staigmiller et al., 1992) y a que los resultados sean superiores en el
dia 12 en términos de numero de embriones transferibles recolectados (De Ruigh
et al., 2003). Lindsell et al., (1986), ha situado la mejor respuesta al iniciar el
tratamiento en el dia 9, sin embargo, la mayoria ha observado un incremento en
los resultados a partir del dia 10 (Lerner et al., 1986; Goulding et al., 1990;
Staigmiller et al., 1992).

La necesidad de incrementar el nimero de hijos por donadora, ha forzado anular
los mecanismos bioldgicos en la reproduccién implementado la técnica de MOET
(Ovulacion multiple y transferencia de embriones); el objetivo de esta en vacas es
obtener un maximo nimero de embriones fertilizados y transferibles con una alta
probabilidad de producir una gestacion (Armstrong, 1993). Sin embargo, existen
grandes diferencias en cuanto al tratamiento no solo entre especies bovinas sino
entre animales de la misma especie y entre un mismo individuo, es por esto que la
respuesta al tratamiento es muy variable, el mayor problema que existe en la
variabilidad a la respuesta superovulatoria se da dependiendo el desarrollo de los
foliculos al momento de iniciar el programa, ya que es muy dificil predecir el inicio

de la oleada folicular.

Esta técnica puede afectar la calidad embrionaria, ya que estos embriones
provienen de una esteroidogénesis folicular anormal, provocando maduracién

prematura y ovocitos no competentes para su desarrollo (Foote y Ellington, 1998).
En un ciclo natural después de la fertilizacion, aproximadamente el 80% de los

ovocitos ovulados llegan a estados de embrion; y después de la ovulacion maltiple
el 60% de ellos se desarrollan hasta blastocisto (Merton, 2003).
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La diferencia de calidad entre los embriones, se puede deber a una respuesta de
ovulaciéon mdultiple alta, incrementando la produccién de embriones de mala
calidad (Greve et al., 1995), mostrando los Bos indicus una gran sensibilidad a las
gonadotropinas, reclutando mas foliculos en una onda folicular que los Bos taurus,

obteniendo una mayor respuesta a la ovulacion maltiple (Baruselli et al., 2006).

Una dosis elevada de gonadotropinas produce una sobre estimulacién ovérica
donde muchos foliculos comienzan a desarrollar pero pocos son capaces de
ovular y la mayoria sufre luteinizacibn o se atresian. Ademas Baruselli et al.
(2006), observaron que al aumentar la edad de la donante disminuyeron el nGmero
de ovulaciones, la tasa de fecundacién y la calidad embrionaria. La disminucién en
el nimero de ovulaciones se deberia a una menor disponibilidad de foliculos
capaces de responder a gonadotropinas exégenas. Al existir menos foliculos en
crecimiento, los niveles de inhibina bajan y aumenta la FSH enddgena que haria
gue en estos animales, en cualquier momento del ciclo estral los foliculos en
crecimiento estuvieran en un estado de desarrollo mas avanzado que aquellos
foliculos en los animales mas jovenes. Al comenzar el tratamiento con
gonadotropinas, los foliculos mas maduros serian los primeros en producir
grandes cantidades de estrégenos. Por lo tanto, los ovocitos dentro de estos
foliculos, estarian expuestos a altas concentraciones de estrdgenos por largos
periodos antes de la ovulacion; comparandolos con los ovocitos dentro de los
foliculos menos desarrollados. Esta exposicion a una alta concentracién de
estradiol podria ser la causa de la disminucion en la tasa de fertilizacion y en la
calidad embrionaria (Lerner et al.; 1986).

4.3 Métodos de recoleccion de embriones

4.3.1 Métodos quirargicos

La TE en bovinos, aproximadamente hace dos décadas, se realizaba mediante
técnicas quirdrgicas, la cual requeria de anestesia general, inducida por medio de
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barbitaricos y mantenida por medio de inhalacion, ésta se realizaba mediante una
incision de 15 centimetros de longitud en la linea media, por delante de la glandula
mamaria, se extraian los cuernos uterinos con los ovarios, la infusion de los
cuernos y los oviductos se realizaba entre los dias 5 y 7 del ciclo estral,
introduciendo catéteres de goma a través de la pared dorsal del cuerno uterino y
en la ampolla del oviducto, sin embargo, con el afan de hacer mas funcional y
practica la técnica, Surgie et al., (1972), realizaron la recoleccién de los embriones
por via transcervical, evitando con esto, posibles adherencias del Gtero, debido al
procedimiento quirdrgico que se utilizaba.

4.3.2 Métodos no quirargicos

La posibilidad de realizar la recoleccién de los embriones por via transcervical,
abrié una nueva ventaja a la técnica, simplificando con esto su procedimiento y asi
disminuir el trauma uterino, para ello, se probo con diferentes tipos de catéteres,
entre los cuales se utilizaron los rigidos (Surgie et al.,, 1972), semirigidos
(Rasbech, 1976) y flexibles (Drost, 1976; Newcomb et al., 1978; Hahn, 1978). Asi
mismo, estos pueden tener dos vias, las cuales una es para inflar un globo para
inmovilizar el catéter dentro del Utero y la otra para introducir y recolectar el medio
de coleccidn del utero con los embriones. Rasbech (1976), desarroll6 un sistema
semirigido para recoleccion de los embriones, con el cual a partir de una sonda
Folley de dos vias, en el cual introducia entre 12 y 15 ml de aire en el globo e
introducia el medio con la ayuda de una jeringa de 60 ml, se obtuvo una relacion
entre el nimero de cuerpos lUteos encontrados en cada ovario con el nimero de
embriones recolectados por cuerno uterino que oscilaba entre el 57 y 100%.
Ademas una relacion entre el medio introducido y recolectado del 86-100%. Con
estos resultados se indica el éxito de la técnica propuesta, la cual constituyé el
punto de partida de los catéteres flexibles de dos vias, empleados actualmente.
Sin embargo al mismo tiempo de utilizar este tipo de catéter, algunos
investigadores han tratado de facilitar la recoleccién de los embriones llegando a

utilizar catéteres de tres vias, los cuales tienen la ventaja que una via permite
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inyectar el medio hacia el interior del Utero mientras que la otra conduce el liquido
hacia fuera de este y una Ultima via sirve para fijar el catéter al Utero. En la
actualidad se emplean catéteres rigidos y flexibles de 2 y 3 vias, ademas de existir
3 métodos de recuperaciéon de los embriones (Palma et al., 1991): 12 : Circuito
cerrado con flujo continuo: con este método (Elsden, 1976; Greve et al., 1977) se
emplearon catéteres de 3 vias, rigidos (Cassou, 1984) o flexibles (Brand et al.,
1978), una via destinada a la inyeccion del medio de recoleccion, se conecta al
deposito del medio. La solucion puede entrar al Utero por gravedad colocando el
frasco con el medio a aproximadamente un metro sobre el filtro de los embriones o
bien se puede introducir con una jeringa, por la segunda via del catéter, se inyecta
medio o aire para inflar el globo del mismo y de este modo fijarlo al Gtero, por
altimo por la tercera via se recolecta la solucién introducida al Gtero con la
finalidad de extraer los embriones, la cual debe estar conectada a un filtro de
recoleccién. 2% circuito cerrado con flujo discontinuo: con este método se utiliza un
catéter de 2 vias, una jeringa de 50-60ml o un contenedor del medio, una
manguera bifurcada con valvulas de control de entrada y salida de medio y un filtro
recolector de embriones. El catéter es introducido hasta el Utero de la vaca, una
vez colocado en la entrada de un cuerno o en el cuerpo del utero se infla el globo
del catéter para fijarlo y proceder al llenado de los cuernos con el medio de lavado
el cual entra por gravedad, una vez llenados semejando una gestacion de 45 dias
se cierra la valvula de llenado y se procede a dar un suave masaje a los cuernos
para desprender los embriones que pudieran estar pegados a la pared uterina,
posteriormente se abre la valvula de salida del medio con los embriones los cuales
caen al filtro recolector; este procedimiento se puede repetir 10 veces
aproximadamente, aunque en los primeros 3 lavados salen el 80% de los
embriones y 3% circuito abierto con flujo discontinuo: esta técnica se emplea con
los catéteres flexibles de dos vias u no se requiere de mangueras o conexiones
extras, el medio se inyecta y recolecta por la misma via con la misma jeringa, con
ésta se descarga un volumen el cual se determina palpando los cuernos uterinos
al momento de llenarlos con medio, para evitar desgarrar la pared uterina al

excederse de medio introducido. Algunos autores recomiendan fijar y dar un suave
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masaje al Utero durante la inyeccion del medio, esta operacion es particularmente
importante cuando el animal no esta fijado con una elevacion del tren anterior,

para facilitar el retorno del medio de lavado (Palma, 1998).

Cuando la donadora es fijada con una elevacion anterior algunos operadores no
manipulan los cuernos uterinos, solo verifican el llenado por primera vez y
posteriormente retiran el brazo del recto y contindan con la inyeccion de medio
hasta completar el volumen establecido de medio. La recoleccion de los
embriones en esta posicion, facilita la infusién y coleccion en vacas con multiples
pariciones, aun cuando se empleé el masaje del Utero. Este método es aplicado
en centros de transferencia de embriones donde ya se cuenta con la
infraestructura necesaria, presenta la ventaja que la manipulacion no irrita al
animal y facilita la operacion, mientras se descarga el medio recuperado del Utero
en una caja de petri cuadriculada el catéter debe ser cerrado con una pinza

hemostética o un clamp.

4.4 Transferencia de los embriones

El desarrollo de la TE fue paralelo al de la recoleccién, es decir, cuando los
embriones eran recolectados 5-7 dias después del estro por medio de cirugia y
bajo anestesia general, las receptoras eran preparadas para la transferencia bajo

las mismas condiciones que las donadoras.

En un esfuerzo por eliminar los problemas asociados con la anestesia general, sin
alterar la eficacia de la recoleccion quirdrgica, algunos grupos cambiaron hacia el
uso de la anestesia local. Esta variante fué aplicada inmediatamente a las
receptoras y su empleo exitoso permitié6 que se siga utilizando en la practica, ya

sea mediante métodos quirdrgicos y no quirdrgicos.

4.4.1 Transferencia Quirurgica
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La primera transferencia quirdrgica con éxito en bovinos fue lograda por Willet et
al., (1951), quienes practicaron la cirugia bajo anestesia general, con el animal en
posicion decubito dorsal y por la linea media. El cuerno ipsilateral al ovario con
cuerpo luteo era expuesto sobre el campo operatorio para ser punzado, una pipeta
de vidrio (conteniendo el embridn) era introducida a través del punto de puncion y
el embrion depositado en el lumen uterino, en un volumen minimo de medio
(0.2ml). Avery et al., (1962), simplificaron la técnica quirargica transfiriendo los
embriones a la receptora en pie y por el flanco, a fin de determinar a priori que
cuerno era ipsilateral a la ovulacion, se procedié a la palpacién diagndstica de las
receptoras, la eleccion del flanco a incidir lo determinaba el ovario ovulado; esta
laparotomia lateral en la actualidad dejo de usarse, la anestesia local fue
complementada con una paravertebral, la transferencia era practicada a través del
borde dorsal en el tercio anterior del cuerno, el embrion era transferido con una
pipeta Pasteur o pajilla plastica (0.25 — 0.50 ml); la sutura se practicaba segun los
métodos de rutina. Las prefieces con esta técnica variaban entre 70 y 80%, con
embriones frescos (Baker et al.,, 1984; Takeda et al., 1986) y aproximadamente
10% menos con embriones congelados, siempre en condiciones Optimas. Una
variante menos quirdrgica ensayada fue la extraccién del cuerno uterino por el
fondo de la vagina, se practico una incision con un bisturi oculto en la pared dorsal
del fondo de la vagina entre su pared dorsal y el cérvix, se empujaba este hacia
abajo antes de punzar para evitar lesionar el recto, a través de la incision se
extraia el cuerno uterino, llevandose a cabo la deposicion del embrion. Los
problemas de esta técnica fueron: la buena experiencia previa necesaria, la
dificultad de exteriorizar el cuerno uterino sin causar traumas en el tracto genital,
especialmente en vaquillonas, vacas muy grandes y gordas (Elsden y Seidel,
1990) y la aparicion de una nueva técnica, solo unos centimetros de diferencia con

la técnica de inseminacion artificial, es decir, transferencia no quirargica.

4.4.2 Transferencia no quirargica
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Es la técnica de eleccién en la actualidad, la primera transferencia de embriones
no quirargica con éxito en bovinos fue lograda por Mutter et al. (1964),
atravesando el cérvix con una pipeta de inseminacion. El éxito fué precedido, sin
embargo, de muchos fracasos como consecuencia, aparentemente de infecciones
y contracciones uterinas provocadas en el intento, debido a la inexperiencia en la
manipulacion del Utero. Los recipientes para los embriones y los instrumentos
empleados en la transferencia son de diverso material y tamafio. En la actualidad
los catéteres de transferencia estan adaptados a pajillas de 0.25 ml y 13 cm de
largo, que sirven como envases para los embriones, estos pueden ser metalicos o
de plastico, los catéteres metélicos son de acero inoxidable, su punta atraumatica
posee un orificio lateral, por donde es expulsado el embrién. El tubo del catéter
esta dividido en dos partes unidas a rosca, a fin de introducir la pajilla en su
interior. La rigidez de este catéter permite introducirlo mas facilmente a través del
cérvix de vaquillas que los de plastico, porque actia simultdneamente como
dilatador. Los de plastico son mas finos que los metalicos, debido a su flexibilidad
y son de eleccién para la transferencia de embriones en vacas multiparas, vienen

envasados en forma individual, estériles y desechables.

Al comienzo del los 80°s se establecié como el lugar éptimo para la transferencia
quirargica del embridn el tercio anterior del cuerno uterino (Newcomb y Rowson,
1980) basado en que los embriones del dia 7-8 se localizan en el utero a 5-6 cm.
de la unidon utero-tubarica (Strawberger, 1982). Esto no es posible en la
transferencia no quirdrgica con un catéter rigido, como consecuencia de la
curvatura uterina (Newcomb, 1982). Estudios posteriores no encontraron
diferencias en el éxito de la transferencia comparando el tercio anterior con el
medio y estimaron que el intento de transferir los embriones por delante del tercio
medio con un catéter rigido podia conducir a traumatismos de la mucosa uterina
con muerte embrionaria (Sreenan y Diskin, 1987), es por esto que el lugar de
eleccion para obtener resultados aceptables es por delante del ligamento
interconual (West y Donaldson, 1984).
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4.5 Métodos de preservaciéon

4.5.1 Refrigeracion

Debido a la problematica que se tiene en la variabilidad a la respuesta ovulacion
multiple, al obtener en ocasiones, una cantidad de embriones transferibles
superior al nimero de receptoras preparadas al momento de la recoleccién, surgio
el interés por tratar de conservar viables embriones de buena calidad, que al
momento de la transferencia no pudieron ser transferidos por falta de receptoras,
asincronia donadora-receptora o distancias muy largas entre donadora y
receptora, debido a esto Leibo y Winninger (1986) y Refsdal et a., (1988),
evaluaron la preservacion de los embriones mantenidos en refrigeracion, con la
cual se mantienen a temperaturas entre 0 y 4°C durante 24 a 72 h, sin que se
afecte con esto su viabilidad y ayudando a alcanzar la sincronia necesaria para
realizar la transferencia. Esta técnica se encuentra en un paso intermedio entre la
transferencia de embriones en fresco (recién recolectados) y conservados a -196°
C., es una técnica que permite detener el desarrollo embrionario y mantener la
viabilidad embrionaria mediante un simple refrigerador con hielo y agua para

regular el descenso de la temperatura.

Diversos investigadores han mantenido en distintas duraciones de
almacenamiento en refrigeracion a los embriones en las cuales Refsdal et al.,
(1988) obtuvieron porcentajes de preiiez del 47%, Bezugly et al., (1988)
encontraron un 50% de prefiez y Linder y Ellis, (1985) obtuvieron porcentajes de
prefiez del 44%, en un periodo de 24, 48 y 72 horas, respectivamente.

No obstante, a pesar de los buenos resultados obtenidos y su sencillez, en la
actualidad ha caido en desuso debido a que la congelacion convencional se ha
convertido en una técnica que si bien es mas costosa, permite mantener la
viabilidad embrionaria por tiempo ilimitado, con las ventajas practicas que ello trae

COmo consecuencia.
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4.5.2 Métodos de congelamiento

La criopreservacion posibilita almacenar embriones de una amplia variedad de
especies mamiferas sin que pierdan su capacidad de desarrollar y nacer vivos. En
el caso particular de los bovinos, cuyos embriones son recolectados mediante
métodos no quirdrgicos, las ventajas que brinda la criopreservacion se ven
reflejadas en la realizacion de un programa de transferencia de embriones y con
mayor auge en el comercio nacional e internacional de animales. En el desarrollo
de programas de transferencia de embriones, la criopreservaciéon permite utilizar
eficientemente donadoras y receptoras de embriones, ayudando con esto a tener
una mayor disponibilidad de las dltimas. Con esto también se posibilita transferir
algunos embriones y conservar el resto en bancos de germoplasma. Con respecto
a la comercializacion, la criopreservacion permite a los ganaderos progresar
genéticamente ademas de hacer posible controlar enfermedades, reemplazando la
importacion de animales en pie por la de embriones criopreservados libre de ellas.

La conservacion a menos 196° C permite mantener embriones por periodos
extensos. Leibo, (1989), identifica cuatro etapas comunes a las diferentes
técnicas: 1) exposicion de los embriones a concentraciones molares de agentes
crioprotectores, 2) enfriamiento desde temperaturas fisiolégicas hasta
temperaturas lo suficientemente bajas como para causar un virtual cese de todas
las reacciones quimicas inducidas térmicamente, 3) calentamiento desde la
temperatura de conservacidbn a temperaturas fisiolégicas y por dltimo, 4)
extraccion del crioprotector. En la congelacion convencional, los embriones
alcanzan su equilibrio osmético antes de comenzar el descenso de la temperatura,
y lo mantienen durante el enfriamiento. Este, se lleva a cabo lentamente
permitiéndole a los embriones contraerse y ceder agua, en respuesta al
incremento gradual de la concentracion extracelular. Se han desarrollado otras
técnicas en las que se efectla una deshidratacion parcial de los embriones sin que

estos alcancen su equilibrio osmético.
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4.5.3 Congelacion convencional

Esta técnica, es un proceso fisico-quimico complejo, en el cual se lleva a cabo un
intercambio de calor y agua entre las células y el medio externo que resulta en un
cambio de fase liquida a sélida (Aller et al., 1995). Los embriones son congelados
y descongelados de manera rapida. Esto hace necesario deshidratarlos
parcialmente antes de la congelacion con el fin de evitar la formacion de cristales
gue lesionan los blastomeros (Mazur, 1977). La deshidratacién parcial de los
embriones se logra incorporando una sustancia crioprotectora al medio de

congelacién (Schneider y Mazur, 1986).

Los crioprotectores son sustancias de bajo peso molecular que pueden o no
penetrar la membrana plasmética. Si bien cada crioprotector tiene mecanismos
propios de accion, sus efectos generales son estabilizar las membranas celulares,
producir la salida de agua intracelular y reducir la concentracién de electrolitos del

medio extracelular.

La respuesta celular a temperaturas debajo de 0°C depende de la tasa de
enfriamiento a la que son sometidas las células. Cuando se utilizan tasas de
enfriamiento muy lentas, se produce lo que se conoce como efecto de solucion, ya
gue al iniciarse el descenso de la temperatura, comienza a formarse hielo en la
solucién extracelular, con la consecuente concentracion de sales. Los blastomeros
ceden agua produciéndose una deshidratacion excesiva de los mismos que
ocasiona la disminucion del volumen celular y la destruccion de la membrana
plasmatica. Por el contrario, si la tasa de enfriamiento es excesivamente rapida, el
agua no alcanza a salir del interior de las células, produciéndose cristales de hielo
intracelulares. Si la descongelacion posterior es lenta, estos cristales sufren un
crecimiento adicional, provocando un dafio mecanico que compromete la vida

celular.
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Las soluciones de congelacién pueden enfriarse por debajo de su punto de
congelaciéon. Al llegar a -10 o -15° C se forma hielo de manera espontanea,
produciéndose un aumento brusco de temperatura denominado calor latente de
fusion. Para evitar que esto suceda, se realiza entre -4 y -7° C, una induccion a la
formacion de hielo en el medio extracelular, el descenso controlado de la
temperatura continua hasta alcanzar temperaturas de entre -30 y -40° C momento
en el cual ya no se producen mas cambios de volumen y asi poderlos sumergir en

nitrégeno liquido a -196° C (Lehen-Jensen y Greve, 1982).

La temperatura a la que se detiene la congelacién y se sumergen en nitrdgeno
liquido determina la velocidad de descongelacién, inmediatamente posterior a la
descongelacion, el crioprotector debe ser retirado del embrion para evitar un shock
osmotico. El resultado de la congelacion esta condicionado por la calidad del
embrion, por el tiempo que transcurre desde la recoleccion hasta que comienza la

congelacion y por el estado de desarrollo embrionario.

Los porcentajes de prefiez que se obtienen luego de transferir embriones de
calidad excelente pueden diferir de los de buena calidad, con ambas calidades se
obtienen mejores resultados que con aquellos de calidad regular (Leibo, 1986;
Arreseigor et al., 1998; Munar et al., 1998). Con respecto a esto, estos autores han
realizado estudios en los cuales han encontrado porcentajes de prefiez que
oscilan entre 24 a 39%, 44 a 53% y 48 a 61% para embriones de regular, buena y

excelente calidad, respectivamente.

Por su parte, los porcentajes de prefiez resultantes de la transferencia de
embriones congelados son inversamente proporcionales al tiempo transcurrido
desde la recoleccion hasta el comienzo de la congelacion (Wright, 1985). La
viabilidad embrionaria disminuye significativamente cuando dicho periodo es
mayor de 3 h (Pettit, 1985).
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Con relacién al estado de desarrollo, algunos autores han obtenido mayores
resultados con mérulas compactas y blastocistos tempranos que con blastocistos
medios y/o expandidos. (Dochi et al., 1998; Munar et al., 1998). Segun estos
autores, los estadios mas avanzados serian mas sensibles a la congelacion por
tener un grado mayor de diferenciacion celular y presencia de liquido en el
blastocele. A su vez se observé un mayor efecto del estadio cuando se utilizé
etilenglicol con respecto al glicerol (Palma et al., 1998). Contrario a esto, Prather et
al., (1987) sostienen que los estadios de desarrollo mas avanzados son los que
presentan mejor viabilidad post-descongelacién, ya que en el desarrollo avanzado
implica un grado inherente de viabilidad lo que les ayuda a estos embriones a
sufrir una menor degeneracién celular. Por Ultimo es importante sefalar, que en un
namero importante de trabajos no se han observado diferencias con la
congelaciéon de los estadios comprendidos entre morula compacta y blastocisto
expandido (Leibo, 1982; Pettit, 1985; Wright 1985; Nibart, 1986).

4.5.4 Método Estandar

Wilmut y Rowson (1973), llevaron a cabo la produccion del primer becerro nacido
por transferencia de un embrién congelado. Debido a la complejidad del proceso a
partir de esta fecha se le han hecho modificaciones con la finalidad de simplificarlo
(Cabodevila et al., 1991). Crioprotectores, velocidades de enfriamiento,
congelacién, descongelacion y técnicas de extraccion del crioprotector han sido

los aspectos sobre los que se estan desarrollando estudios.

Con respecto a los crioprotectores, luego de utilizar 1,2 propanodiol (Renard et al.,
1981), etilenglicol y mezclas de DMSO vy glicerol (Elsden et al., 1982)
generalmente se eligid al glicerol como crioprotector, especialmente luego de que
Bouyssou y Chupin (1982) obtuvieron mejores resultados con 1,4 M de glicerol
que con 1,5 M de DMSO. La utilizacion de glicerol simplifico la técnica y a partir de
ese momento se comenzo a realizar la congelacion en una sola etapa (Bui-Xuan-

Ngoyen et al., 1984; Chupin y Procureur, 1984; Niemann, 1985).
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Martinez et al., (2002) compararon la adicién del glicerol en una sola etapa de 5
minutos de duracién con dos etapas de 5 minutos cada una. Los porcentajes de
prefiez resultaron similares: 39.1 y 40.4% respectivamente. No obstante la adicién
en dos etapas afectd significativamente la prefiez obtenida con blastocistos
respecto a morulas, 20 y 59%, respectivamente. Teniendo en cuenta el menor
tamafo y relacion superficie / volumen de las células de los blastocistos, se
especuld que el periodo de exposicion al glicerol de 10 minutos resulto excesivo.

De acuerdo a los cambios efectuados en las velocidades de enfriamiento,
congelacién y descongelacién, una de las primeras modificaciones fue hecha por
Willadsen (1977) en la cual en su estudio demostrd que los embriones sobrevivian
cuando la congelacion lenta se detenia a -30° C o -40° C, se depositaban en
nitrégeno liquido y se descongelaban de manera rapida en agua a 25° C durante
20 segundos. Con esto se logro reducir el tiempo de congelacion a la mitad. Una
mayor simplificaciéon se logré cuando Bouyssou y Chupin, (1982) y Schneider y
Mazur, (1984) demostraron que los embriones podian ser colocados en el equipo
de congelacion directamente a la temperatura a la que se induce la cristalizacion,

sin importar la velocidad de enfriamiento.

El momento de detencion de la congelacién lenta debe estar en funcion de la
concentracion del crioprotector (Takeda et al., 1985; Massip et al.,, 1987).
Generalmente entre -20 y -30°C, no se registran diferencias importantes en la
viabilidad post-descongelacion (Lehn-Jensen et al., 1981). Algunos autores
recomiendan un segundo periodo de congelaciéon mas lento aun, -0.1°C/min entre
-35 y -38°C (Lindner et al., 1982; Pettit, 1985), mientras que otros prefieren un
periodo de estabilizacion de aproximadamente 15 minutos antes de pasar a la
congelacion rapida hasta -196°C (Wright, 1985).

Con respecto a la técnica de extraccion del crioprotector una vez retirados los
embriones de la pajilla, Leibo y Mazur (1978), sugirieron un procedimiento alterno
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a la técnica de extraccion escalonada para retirar el crioprotector de los
embriones, utilizaron una concentracion isoosmolar de sucrosa. Este carbohidrato
no penetra en los blastbmeros y como consecuencia, el glicerol sale del embrién

mas rapido que cuando se realiza de manera escalonada.

Algunos investigadores han realizado la extraccion del crioprotector con sucrosa
con distintas molaridades, sin que esto afecte la viabilidad embrionaria (Tervit y
Elsden, 1981; Renard et al., 1983; Tekada et al., 1985; Prather et al., 1987). A su
vez Niemann et al., (1982); Niemann, (1985) y Munar et al., (1988), expusieron a
los embriones inmediatamente después de la descongelacién a una mezcla de
glicerol y sucrosa y luego a una solucidon Unicamente de sucrosa sin encontrar
diferencias en la viabilidad de los embriones. Sin embargo, aunque con estos
trabajos los porcentajes de prefiez oscilan entre un 47% encontrado por Dochi et
al., (1998) hasta un 62% encontrado por Munar et al., (1998), desde el momento
en que se demostrd que la sucrosa se puede utilizar para retirar el crioprotector de
los embriones (Leibo y Mazur, 1978), surgi6 la posibilidad de disefiar una técnica
de extraccién del glicerol que se adaptara al trabajo en condiciones de campo, es
por esto que Leibo (1982) y Renard et al., (1982), estandarizaron un método

llamado “one step”.

4.5.5 Método “one step”

Con este método se evita que los embriones estén en contacto con el medio
externo al momento de la extraccion del crioprotector, ademas de realizar la
transferencia embrionaria a nivel de campo sin requerir de equipos ni de un
laboratorio; no obstante, al prescindir de la evaluacién morfoldgica después de la
descongelacion es de esperarse que los resultados de prefieces sean inferiores a
otros métodos de congelamiento. Para llevar a cabo el congelamiento mediante
este método, el embrion es ubicado en la parte media de la pajilla utilizando

etilenglicol como crioprotector, separado de los extremos que contienen sucrosa
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en concentracién isoosmolar por burbujas de aire (Leibo, 1982) o sucrosa en el
segmento inferior y medio B2 de Menezo en el superior (Renard et al., 1982).

Al efectuar la descongelacion, las soluciones se mezclan agitando la pajilla para
desplazar el aire hacia los extremos y permitir que las soluciones se mezclen. La
solucién de sucrosa isoosmolar con el medio de congelacién provoca que el
etilenglicol salga del embrion, de esta manera se extrae el crioprotector dentro del
envase de congelacién. Chupin et al., (1984) compararon los resultados de
prefieces obtenidos con las metodologias de Leibo (1982) y Renard et al., (1982),
sin encontrar diferencias significativas; sin embargo hubo una tendencia a mayor
porcentaje de prefiez 44.7% para la técnica de Renard et al., (1982) contra 38.5%
de la propuesta por Leibo (1982).

Este método representa una gran ventaja practica debido a que posibilita transferir
embriones congelados a campo de manera similar a lo que ocurre con la
inseminacién artificial. No obstante, cuando el glicerol es extraido dentro de la
pajilla, la viabilidad embrionaria puede ser afectada si no se logra una mezcla
homogénea de las diferentes soluciones.

Los porcentajes de prefiez que se logran con el método one step oscilan entre
25% y 40% encontrandose en esta una gran variabilidad. Considerando los
inconvenientes de este método, surgid la necesidad de encontrar nuevas
alternativas para la transferencia a nivel de campo, con lo que surge la llamada

transferencia directa.

4.5.6 Transferencia directa

Este método permite descongelar el embrion y transferirlo prescindiendo de la
extraccion del crioprotector. Con este método el embrion es expuesto a una

solucion de glicerol y sucrosa previo a la congelacién, con esto se provoca una

deshidratacion extrema del mismo con una reducciéon en su volumen de alrededor
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del 40% al final del periodo de estabilizacion, lo que evita el shock osmético post-
descongelacion (Massip et al., 1987). En consecuencia, en estos embriones la
congelacion lenta puede ser detenida antes (a -25°C) dado que no hay riesgos de
formacion de cristales durante la congelacion rapida. La sucrosa esta involucrada
en el transporte activo de iones, mecanismo que es controlado por el sistema
Na+K+ATPasa, el que es inhibido por el glicerol. Por lo tanto, se considera que la
presencia de sucrosa en el medio de congelacion permitiria a los embriones,
reestablecer el potencial de equilibrio quimico durante la descongelacién. Ademas,
la sucrosa, al igual que otros carbohidratos, preserva la integridad estructural y
funcional de las membranas. Otra variante importante en este método es el que se
reemplaza el glicerol por etilenglicol, crioprotector que tiene menor peso molecular
gue el glicerol y por lo tanto, resulta mas permeable con lo que provoca pequefios
cambios de volumen celular. Al momento de envasar el embridn, se incluyen dos
columnas de solucién buffer fosfato suplementada con suero o albumina sérica
(PBSS) en la pajilla para facilitar la remocion del etilenglicol desde el embrion y
disminuir la cantidad de crioprotector transferida al Utero de la receptora,
permitiendo reducir efectos locales en el ambiente uterino (Voelkel y Hu, 1992).

El método de transferencia directa en el que se utiliza etilenglicol ha dado
resultados muy satisfactorios con porcentajes de prefiez similares a los obtenidos
con el método estandar (Beal et al., 1998; Palma et al., 1998; Martinez et al.,
2002), se obtuvieron mejores resultados con mérulas compactas y blastocistos
tempranos que con blastocistos y blastocistos expandidos (Dochi et al., 1998;
Munar et al., 1998). Suponiendo que ello se deba a que los embriones de mayor
namero de células tenian mayor permeabilidad relativa, se redujo el periodo de
estabilizacidon y se incorporé sucrosa a la solucion de etilenglicol. Con ello mejoré
el porcentaje obtenido con los estadios avanzados (Munar et al., 1998). Martinez
et al., (2002) compararon la utilizacion de etilenglicol y propilengligol, ambos a una
concentracion 1.5M suplementados con sucrosa (0; 0.1 6 0.3 M). Concluyeron que
el etilenglicol continla siendo el crioprotector de eleccion para el método de

transferencia directa y que su suplementacion con una concentracion 0.1 M de
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sucrosa resulta benéfica. Sin embargo, aunque los porcentajes de prefiez siguen
siendo similares, cada dia se estudia la posibilidad de dafiar lo menos posible al
embrién al momento de la congelacién, debido a esto surgié la técnica de
vitrificacién, que aunque desde hace varios afios se emplea en la conservacion de
células tejidos y érganos en el empleo de conservacién de embriones y ovocitos
es un poco mas reciente (Rall y Fahy, 1985; Nakagata, 1989).

4 5.7 Vitrificacion

La vitrificacion es un proceso termodindmico mediante el cual un fluido incrementa
su viscosidad durante el enfriamiento, adquiriendo propiedades de un solido
(Bautista y Kanagawa, 1998). A diferencia de lo que ocurre durante la congelacion,
en la vitrificacion no se forman cristales sino que el fluido pasa a un estado sélido
no estructurado similar al vidrio de donde la técnica toma su denominacién. En
condiciones practicas, la vitrificacibn se logra mediante la inmersion directa en
nitrogeno liquido. Esto representa una velocidad de enfriamiento de
aproximadamente 2500 °C/minuto, resultando necesario el empleo de soluciones
altamente concentradas de uno o mas crioprotectores permeables que pueden ser

toxicas para las células (Palasz y Mapletoft, 1996).

Massip et al., (1987), lograron el nacimiento del primer becerro producto de la
transferencia de un embriéon vitrificado. El protocolo original resultd apto para
vitrificar morulas compactas y blastocistos tempranos pero no blastocistos.
Prueba de ello es que se obtuvieron 16 prefeces luego de la transferencia de 42
mérulas compactas y blastocistos tempranos (38.1%) y ninguna después de la
transferencia de 13 blastocistos (Massip et al., 1998). EI mismo grupo de
investigadores logré poco tiempo después, vitrificar con éxito blastocistos,
modificando el protocolo original. El periodo de exposicién de los embriones al
medio de Vvitrificacién intracelular fue duplicado y los embriones expuestos a
soluciones de glicerol, glicerol y sucrosa en PBSS antes de tomar contacto con el

medio de vitrificacién extracelular enfriado a 4 °C. De esta manera, se redujo la
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entrada de 1-2 propanodiol a los blastocistos y con ello, la toxicidad del medio de
vitrificacién. Con este trabajo quedd demostrada una interaccién entre el estadio
de desarrollo y protocolo utilizado dado que, la variante introducida resultd
adecuada para vitrificar blastocistos pero no estadios mas tempranos (Van der
Zwalmen et al., 1989). Una nueva técnica de vitrificacion es la OPS (Open Pulled
Straw), la cual es capaz de descender la temperatura a una velocidad de
20,000°C/minuto lo cual evita que los embriones tengan un minimo contacto con el
crioprotector utilizado, menos de 30 seg. para descender hasta -180 °C, con lo
cual se evitaria un dafio al embrién durante su congelamiento, es por esto que la
vitrificacibn OPS ofrece una nueva alternativa con la cual se podrian solucionar
algunos problemas simples de criopreservacion de embriones lo que tendria un
impacto practico en las biotecnologias reproductivas tanto de animales como en la

reproduccion asistida en humanos (Vajta et al., 1998).

4.6 Factores que determinan el resultado de la transferencia de embriones

4.6.1 Embriéon

A partir del desarrollo de la técnica de transferencia se observé que tanto la
calidad de los embriones como el estadio de desarrollo y su edad podian afectar el
resultado de la aplicacion de la misma. Ademas de los factores propios del
embrion, con el surgimiento de técnicas tales como la criopreservacion,
micromanipulacion y mas recientemente produccion in Vitro de embriones, otros

factores se fueron sumando a aquellos que modificaban los resultados de prefiez.
Ademas, estd demostrado que los resultados de prefiez dependen no soélo de
cada factor embrionario, sino de la interaccién que pueda existir entre dos 0 mas

de ellos (Takeda et al., 1986; Hasler et al., 1995; Bredbacka, 1998).

La realizacion de una minuciosa evaluaciéon de la calidad embrionaria es de

fundamental importancia para el éxito de la transferencia. Es asi que embriones
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clasificados como excelentes o buenos tienen una alta probabilidad de alcanzar la
prefiez. No obstante, debe considerarse que embriones calificados excelentes
luego de ser transferidos normalmente, no terminan en prefiez, mientras que
embriones transferidos con algin tipo de problema, resultan en prefieces y
nacimientos normales (Elsden et al., 1987). Este hecho nos indica que si bien la
calidad embrionaria puede determinar los resultados obtenidos, otros factores
relacionados con la receptora o con la transferencia podrian modificar dichos
resultados.

Resulta dificil comparar la informacién publicada por distintos autores dado que se
utilizan diferentes escalas para evaluar la calidad embrionaria. Hasta mediados de
la década del 90, se utilizé principalmente una escala de 5 puntos, considerando a
los embriones como excelentes, buenos, regulares, malos o degenerados.
Actualmente muchos autores optan por la escala propuesta por la Sociedad
Internacional de Transferencia Embrionaria (IETS por sus siglas en inglés) que
agrupa los embriones segun su calidad en 4 grados: excelentes y buenos,
regulares, malos o degenerados.

Se ha reportado una mayor incidencia de muerte embrionaria cuando se
transfieren embriones de mala calidad, que cuando los mismos son
morfolégicamente buenos (Markette et al., 1985.). Por su parte, los resultados de
prefiez luego de transferir embriones congelados de calidad excelente pueden
diferir de los de calidad buena. Con ambas calidades se obtienen mejores
resultados que con aquellos de calidad regular (Leibo, 1986; Arreseigor et al.,
1998; Munar et al., 1998).

El efecto que puede llegar a tener el estadio de desarrollo embrionario sobre los
porcentajes de prefiez es un factor que ha sido estudiado por diversos
investigadores con resultados variables. En algunos casos, blastocistos tempranos
blastocistos resultaron en mayores porcentajes de prefiez que mobrulas,

blastocistos expandidos y blastocistos eclosionados (Hasler et al.,, 1987). Otros
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autores, obtuvieron mejores resultados con blastocistos que con morulas (Wright,
1981; Looney et al., 1984; Donaldson, 1985); Dochi et al., (1998), observaron que
moérulas y blastocistos tempranos resultaron en porcentajes de prefiez mas
elevados que blastocistos o0 blastocistos expandidos. Contrariamente, otros
autores no han encontrado efecto del estadio de desarrollo (Lindner y Wright,
1983; Munar et al., 1988).

Los porcentajes de prefiez para embriones frescos producidos in vivo y
transferidos en estado de morula han sido muy variados oscilando entre 48 y 70%.
Cuando los que se transfirieron han sido blastocistos, los porcentajes de prefiez
fueron del 65-70% (Wright, 1981; Hasler et al., 1987; Munar et al, 1988; Ellington,
1998). Para embriones producidos in vivo y congelados, los porcentajes de prefiez
fueron del 40% para morulas y blastocistos tempranos, disminuyendo a un 27%
para blastocistos y blastocistos expandidos (Dochi et al., 1998). Para blastocistos
eclosionados, se han obtenido resultados de prefiez comparables a blastocistos
tempranos y blastocistos (Donaldson, 1985; Munar et al., 1988). Otros autores han
obtenido menores porcentajes de prefiez con este estadio y lo atribuyen a dafios
mecanicos durante la recoleccién, inadecuados sistemas de cultivo 0 a que sean
menos viables por permanecer mayor tiempo en el utero de las donadoras
inducidas a ovulacion multiple (Hasler et al., 1987). Para embriones producidos in
vitro, los mayores porcentajes de prefiez (60%) resultaron con blastocistos
tempranos, blastocistos y blastocistos eclosionados de 7 dias de edad que a su
vez fueron significativamente mayores que para los mismos estadios pero para
una edad de 8 dias, lo cual estaria indicando que la edad embrionaria seria lo
determinante del éxito de la transferencia y no el estadio en si (Hasler, 1995).
Coincidentemente, Ling et al., (1995), comunicaron mejores resultados de prefiez
cuando se transfirieron moérulas de dia 5 a 6 y blastocistos de dia 7 que
blastocistos de dia 6 y blastocistos expandidos de dias 7 a 8 corroborando una
interacciéon entre estos dos factores embrionarios. A su vez, resultados de prefiez
del 80% fueron comunicados por Takeda et al.,, (1986), cuando se utilizaron
embriones de alta calidad, independiente de que fueran moérulas, blastocistos
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tempranos, blastocistos o blastocistos expandidos, confirmando la interaccion del
estadio de desarrollo con otro factor embrionario como es la calidad.

Muchos de los datos publicados sobre el efecto de la edad embrionaria y/o del
estadio del desarrollo al momento de la transferencia sobre la tasa de
supervivencia, derivan del andlisis retrospectivo de transferencias, donde el factor
edad se confunde con el grado de sincronia y el método de transferencia, entre
otros. La mayoria de los embriones bovinos son recolectados y transferidos con
una edad de 6 a 8 dias y no queda claro si realmente hay un efecto de la edad en
dias o del estadio de desarrollo (Donaldson, 1986). A su vez, distintos estudios
han mostrado que no hubo diferencias en los porcentajes de prefiez luego de la
transferencia de embriones de estas edades (Newcomb y Rowson, 1980; Shea,
1981; Wright, 1981). Por otro lado, la transferencia de embriones de 9 dias o0 mas,
practicamente no se realiza, pues es dificil encontrar los embriones en el medio
de lavado luego que los mismos han perdido la zona pellucida. No obstante
cuando se realizaban transferencias con dichos embriones, los resultados fueron
contradictorios y mientras algunos autores no encontraron disminucion en los
porcentajes de preiilez (Newcomb y Rowson, 1980), otros observaron menores

valores que cuando utilizaron aquellos de dias 6 - 8 (Hasler et al., 1987).

Los resultados de prefiez luego de transferir embriones frescos producidos in vitro,
de dia 6 6 7 no mostraron diferencias significativas, con valores de prefiez al dia
40 de gestacion de 78 y 68% respectivamente (Agca et al., 1998). Por su parte,
Hasler et al., (1995), habian comunicado resultados de prefiez del 56% para
embriones de dia 7 y de 43 y 41% para aquellos de dia 8 y 9 respectivamente, no
obstante, la transferencia de embriones clasificados como excelentes y buenos ya
sean de dia 7 u 8 resultaron en mayores porcentajes de prefiez que aquellos de
calidad regular. Ling et al., (1995) obtuvieron mayores porcentajes de prefiez con
moérulas de dia 6 6 7 y blastocistos de dia 7 que con blastocistos de dia 6 6
blastocistos expandidos de dia 7 u 8 quedando demostrado una vez mas la

interaccidon entre factores embrionarios.
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El efecto de la criopreservacion de los embriones sobre los resultados de prefiez
es muy variado y ello se debe a que se producen interacciones con otros factores
tales como la edad embrionaria, la calidad embrionaria y el estado de desarrollo y
a su vez si los mismos han sido producidos in vivo o in vitro. Es importante
considerar ademas que los porcentajes de prefiez resultantes de la transferencia
de embriones congelados son inversamente proporcionales al tiempo transcurrido
desde la recoleccion hasta el comienzo de la congelaciéon (Wright, 1985), dado
gue la viabilidad embrionaria disminuye significativamente cuando dicho periodo
es mayor de 3 h (Pettit, 1985). A su vez, la calidad embrionaria pos
descongelacion también afecta los porcentajes de prefiez, con valores que oscilan
entre 30 y 68% para embriones de calidad regular y excelente, respectivamente
(Munar y Hasler, 1989).

Cuando los embriones no van a ser transferidos en fresco sino almacenados, hay
gue tener en cuenta el método de criopreservacion utilizado, es decir, cuando los
embriones son congelados convencionalmente, las tasas de prefiez oscilan entre
50 y 60% resultando levemente inferiores a las obtenidas con embriones frescos
(Hill; 1996; Dochi et al., 1998; Beal et al., 1998; Cutini et al., 1999;); cuando se
utiliza la vitrificacion como método de conservacion, los porcentajes de prefiez
oscilan entre 0 y 60% (De Leeuw et al., 1992; Rall, 1992; Tachikawa, et al., 1993;
Agca et al., 1994). Las bajas temperaturas a las que son sometidos los embriones
asi como las altas concentraciones de crioprotectores utilizadas serian la causa de
la disminucion en la viabilidad de estos embriones (Dobrinsky, 1996; Overstrom, et
al., 1993; Pollard y Leibo, 1994).

4.7 Receptoras

Si la manipulacion de los embriones y su evaluacion morfolégica han sido

realizadas correctamente, se considera que todos los embriones seleccionados se
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encuentran con posibilidades de establecer una prefiez, por lo tanto a partir de alli
todo dependera de la receptora y de la transferencia (Broadbent et al., 1991).

Las receptoras deben ser reproductivamente sanas para recibir un embrion y
llevar la gestacién a término, poseer un tamafo que les permita parir sin grandes
dificultades y deben ser de buena capacidad lechera para alimentar al ternero de
manera que le permita expresar su potencial genético (Alberio, 1993). La
disponibilidad, el costo y la adaptacion al medio, en términos de alimentacion,
enfermedades y cambios climéaticos, son probablemente los factores mas
importantes que gobiernan la eleccion de la receptora (Broadbent et al., 1991). La
situacion ideal es aquella donde las receptoras son del propio establecimiento
dado que su historia reproductiva es conocida y al haber sido criadas en el lugar,
el estrés sufrido sera menor. Utilizando estas receptoras, se suele obtener un 10%
a un 15% mas de prefiez que con el empleo de animales recientemente

incorporados al rancho (Alberio, 1993).

Los trabajos de investigacion de los dUltimos afios han sido orientados
principalmente a los embriones, tendiendo a mejorar su viabilidad después de la
transferencia. En contraste, son menores los esfuerzos que se han hecho para
incrementar el potencial de las receptoras para prefarse y llevar la gestacién a
término (Macmillan y Donninson, 1999).

Los aspectos mas relevantes relacionados con las receptoras que pueden afectar
el resultado final en un programa de transferencia embrionaria son: raza,
categoria, estado nutricional, empleo reiterado, calidad del cuerpo lateo y nivel de
progesterona, sincronizacion con respecto a la donadora y al embrion.

4.7.1 Raza

Las evidencias en la literatura sobre el efecto de la raza de la receptora sobre el

resultado de la transferencia son escasas. Generalmente se prefiere razas
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cruzadas antes que a las puras, posiblemente porque las primeras sean mas
fértiles (Broadbent et al., 1991). Segun la opinion de estos autores, las cruzas
entre las razas britanicas y la Holstein son preferibles a las cruzas continentales
porque ellas son baratas, de tamafio medio y de buen potencial lechero, ademéas
algunas cruzas continentales son consideradas temperamentales. Por otra parte,
prefieren animales de origen lechero, particularmente si se trata de vaquillas o
vacas jovenes, antes que animales para carne con cria al pie. Argumentan su
eleccion en que dichos animales son mas ddéciles y probablemente mas fértiles.
Ademas, generalmente ofrecen menos dificultades para llevar a cabo la
transferencia. No obstante, otros autores, si bien transfirieron embriones
congelados y vitrificados, no hallaron diferencias de prefiez entre receptoras de
razas lecheras (46,0%), de produccion de carne (43,2%) y doble propdésito (43,9%)
(Van Wagtendonk-de Leeuw et al., 1997).

4.7.2 Edad

Este es un aspecto importante, pero con criterios encontrados respecto a si es
mejor utilizar vaquillas o vacas. Los investigadores que proponen el uso de vacas
lo hacen argumentando que las mismas ya han parido alguna vez. Por otro lado,
las vaquillas son seleccionadas principalmente como receptoras por razones
econdmicas, logisticas y técnicas, entre ellas podemos mencionar que es menos
probable que se encuentren bajo estrés nutricional o que tengan una historia de
problemas sanitarios, ademas el Gtero virgen es mas apropiado para recibir un
embrién transferido. Se considera que, asi como en la inseminacion artificial, en la
transferencia embrionaria se obtiene mayor porcentaje de prefiez en vaquillas que
en vacas (Alberio, 1993). Sin embargo, muchos autores no hallaron diferencias
(Wright, 1981; Munar y Nigro, 1985; Broadbent et al., 1991; Callesen et al., 1994;
Schonmuth y Neumann, 1995).

El porcentaje de receptoras que abortan después de que ha sido confirmada la
prefiez oscila entre el 5% (Callesen, et al., 1995; King et al.,, 1985), resultando
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similar al reportado en hembras inseminadas. Munar et al., (1990), observaron
mayor porcentaje de abortos cuando se utilizaron como receptoras vaquillas. Tales
diferencias no fueron corroboradas por otros autores (Callesen et al.,, 1994;
Callesen et al., 1996).

Wright (1981), observé que el estrés lactacional no tuvo efecto sobre la tasa de
prefiez, no encontrando diferencias entre las vacas con cria al pié y las vacas
secas. Por otro lado, Van Wagtendonk-de Leeuw et al., (1997), no hallaron
diferencias de prefiez entre receptoras que tenian de 1 a 7 pariciones. Si bien las
vacas pueden, en general, tener un porcentaje de prefiez ligeramente inferior a las
vaquillas, cuando también se tienen en cuenta la supervivencia y la viabilidad de
sus crias, la tasa de éxito final es de la misma magnitud que cuando se emplean
novillas (Alberio, 1993; Callesen, 1996). Ademas el cérvix de las vaquillas es
estrecho y durante la fase luteal se encuentra cerrado, lo cual dificulta en algunas
ocasiones la insercion del instrumental de transferencia, requiriendo un tiempo

adicional que actua negativamente sobre el resultado final ( Kanawaga, 1993).

En las condiciones de manejo semiintensivo o extensivo, Alberio (1993)
recomienda la utilizacion de vacas jovenes de primera y segunda paricién, las que
al tener menos problemas al parto permitirAn obtener resultados superiores que
con vaquillas. En sintesis, si bien existen razones biolégicas, practicas y técnicas
gue justifican la eleccién de vaquillas o vacas, tanto unas como otras pueden
resultar muy buenas receptoras después de una adecuada seleccién. La eleccion
de la categoria dependera de las condiciones bajo las cuales se desarrolle el
programa de transferencia (Callesen et al., 1994).

4.7.3 Estado nutricional
La nutricién es un factor importante en el manejo de las receptoras y afecta todos

los aspectos de la reproduccion. Por lo tanto, las receptoras prefiadas no deben

ser tratadas como cualquier otra vaca, ya que gestardn y amamantaran a los
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becerros de mayor valor del establecimiento, resultando vital la alimentacion de las

mismas para el éxito final de la transferencia (Alberio, 1993).

La condicién corporal de las receptoras y el contenido energético de la
alimentacién que éstas reciben son los factores mas importantes. El cambio que
se produce en la condicién corporal entre el parto y la transferencia, guarda
estrecha relacion con el contenido energético de la alimentacién que la receptora
recibe en dicho periodo. Si se produce una disminucién marcada de la condicién
corporal se afectan el intervalo parto-celo y los porcentajes de prefiez y paricion.
Tomando como referencia la escala 1-5, es necesario lograr una condicion
corporal 2,5 al parto para que ésta no resulte inferior a 2 en el momento de la
transferencia. Luego, el nivel energético debe seqguir siendo correcto, sin llegar al
exceso, y debe continuar hasta que la implantacion del embrion haya finalizado,
resultando determinante entre los dias 21 y 45 de gestacion (Sreenan y Diskin,
1987; Pampillo, 1988).

Mapletoft et al., (1986), obtuvieron mayor porcentaje de prefiez con receptoras de
condicion corporal entre 2 'y 3, que con aquellas de <1 o > 4.

4.7.4 Reutilizacién de receptoras

Cuando se establece un programa de transferencia embrionaria surge el
interrogante sobre cuantas veces puede repetirse la transferencia a una misma
receptora. Se ha observado que la tasa de prefiez no es afectada hasta la tercera
transferencia y que luego tiende a disminuir progresivamente (Donaldson, 1985;
Hasler et al., 1987; Callesen et al., 1996). Esto ocurre con vaquillas y vacas
(Callesen et al., 1996) y con embriones producidos in vivo e in vitro. Con base en
esta informacién se ha establecido un criterio donde se sefiala que cada receptora
podra tener tres oportunidades de quedar prefiada, luego de haber sido transferida
correctamente con un embridn de buena calidad (Alberio, 1993).
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4.7.5 Tamafio del cuerpo luteo y nivel de progesterona de la receptora

Considerar la calidad del cuerpo luteo a partir de su tamafio y consistencia, como
un factor asociado al éxito en la seleccion de las receptoras parece razonable; sin
embargo, no es posible establecer una relacion entre la calidad del cuerpo Iateo y
la prefiez (Looney et al 1984; Donaldson, 1985; Palma, 1993; B6 et al, 1999).

Actualmente, es aceptado que existen factores mas importantes a tener en cuenta
para descartar o seleccionar una receptora. Entre ellos, haber observado el celoy
comprobado la presencia de un cuerpo lateo funcional, cualquiera fuese su calidad
(Hasler et al.,, 1987; Callesen et al.,, 1994). Probablemente, el empleo de la
ecografia y el analisis computarizado de imagenes aportaran en un futuro proximo
nuevas herramientas para mejorar la clasificacion del cuerpo luteo (Lagomarsino
et al., 1999).

La progesterona es indispensable para el establecimiento y el mantenimiento de la
prefiez. No obstante, fueron infructuosos los intentos de seleccionar a las
receptoras en base al nivel de dicha hormona al momento de la transferencia dado
gue éste, no se correlaciond con el porcentaje de prefiez (Sreenan y Diskin, 1987;
Payas, 1989; Ellington et al., 1991; Palma, 1993). Ademas, se ha observado en las
receptoras que la repetibilidad de los niveles de progesterona en el dia 7 del ciclo
estral es baja (Reed et al., 1985).

4.8 Relacién diade ladonadora — dia de la receptora

La sincronia que se establece entre la donadora y la receptora condiciona el éxito
de la transferencia, pues para la nutricion del embridn resulta necesario que el
ambiente uterino de ambas sea similar (Kanawaga, 1993). Debido a la diversidad
de criterios existente en la bibliografia, en cuanto al sincronismo entre la donadora
y la receptora, se asume como asincronia positiva (+) a aquella en donde la

receptora se presenta en celo antes que la donante. Por el contrario, se considera
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una asincronia negativa (-) cuando la receptora presenta celo después que la
donadora. Se ha llegado a tolerar hasta una asincronia de +48 hrs. (Lindner y
Wright, 1983; Mapletoft et al., 1988), y se ha observado que no se producen
grandes diferencias de prefiez con asincronias de hasta £36 hrs., no obstante, se
considera que para la obtencién de buenos resultados no se debe superar las +24
hrs. de asincronia (Mapletoft, 1989; Palma, 1993).

Cuando la donadora y las receptoras presentaron celo simultaneamente se
obtienen mejores tasas de prefiez (Donaldson, 1985), sin embargo, generalmente
se considera que es mas probable obtener mejores resultados transfiriendo a
receptoras con asincronia positiva (Coleman et al., 1987; De Armas et al., 1986;
Hasler et al., 1987; Breuel et al.,, 1991; Kanawaga, 1993). Si bien la causa es
desconocida, es probable que los embriones de vacas con ovulacién multiple
estén levemente mas avanzados en el desarrollo que aquellos provenientes de un
animal no superovulado, de ahi que tengan mayor posibilidad de implantarse en

una receptora con un ciclo estral mas avanzado.

La sincronia donadora -receptora no debe ser analizado como un factor que en
forma aislada pueda afectar el porcentaje de prefiez. Hasler et al.,, (1987),
transfirieron embriones de distintos grados de calidad a receptoras con sincronia y
con asincronia (+) y (-), obtuvieron buenos porcentajes de prefiez con embriones
de calidad buena y receptoras con y sin sincronia. Por el contrario, cuando los
embriones transferidos fueron de calidad pobre, los mayores porcentajes de
prefiez se obtuvieron en receptoras con asincronia negativa. Esto puede estar
relacionado con el hecho que en los embriones de calidad pobre, el desarrollo
embrionario retardado es frecuente, resultando un mejor ambiente uterino para

este tipo de embridn, el proporcionado por una receptora con asincronia negativa.

39



4.9 Relaciéon desarrollo del embrién — dia de la receptora

Si tenemos en cuenta que en un animal superovulado los foliculos pueden ovular
en un periodo largo y que ademas el desarrollo del embriébn se acelera, el
sincronismo entre la donadora y la receptora puede no ser el mejor indicador a
tener en cuenta en el momento de decidir qué embrion transferir en una
determinada receptora. Es por ello que, en el momento de efectuar la

transferencia, debe ser considerada también la sincronia embrion-receptora.

Por ejemplo, si la recoleccion se lleva a cabo en el dia 7 y contamos con
receptoras disponibles entre los dias 6-8 del ciclo estral, las mérulas deben ser
transferidas a las de dia 6, las mérulas compactas y blastocistos tempranos a las
de dia 7 y los blastocistos expandidos a las de dia 8 (Saito, 1994). Esta
recomendaciéon se basa en trabajos en los que se observé que la transferencias
de embriones en estadios mas avanzados (blastocistos expandidos vy
eclosionados) a receptoras con asincronia negativa, resulté en una disminucién
del porcentaje de prefiez (Hasler, 1987; Breuel et al., 1991). Cuando se transfieren
embriones congelados, las receptoras deben estar en sincronia con el estadio de
desarrollo del embrién al momento de la congelacion (Mapletoft et al., 1988). No
obstante, seguin Wright (1981), la tasa de prefiez depende de la capacidad de los
distintos estados de desarrollo embrionario para implantarse y no de la sincronia
donadora-receptora, cuando ésta no supera las + 36 hrs. Por su parte, Donaldson
(1985), observé que las moérulas tempranas toleran mejor la asincronia que
cualquier otro estadio y que los embriones de calidad regular y mala, toleraron

mejor la asincronia que los de calidad excelente o buena.

Cuando se emplean embriones producidos in vitro puede generarse confusién con
respecto a la sincronia embrion-receptora dado que, en los sistemas de
produccién in vitro, se considera como dia 0 al de la fecundacién y en las
receptoras el dia O corresponde al estro. Hasler et al., (1995), encontraron que la

tasa de prefiez no se vio afectada cuando se transfirieron embriones producidos in
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vitro frescos en receptoras que se encontraban en el dia 7 u 8 del ciclo estral y
gue presentaban una asincronia de + 36 hrs.

4.10 Transferenciade los embriones

Los factores mas importantes relacionados con la transferencia propiamente dicha
gue pueden influir en el resultado del programa son: ubicacion del embrién en el
Utero, experiencia del operador, proteccion del aplicador de transferencia y la
utilizacion de sedantes, relajantes uterinos y/o anestesia epidural.

4.10.1 Ubicacién del embrién en Gtero y tiempo de transferencia

Estos factores son analizados en conjunto, dado que existe estrecha relacién entre
ambos. Rowe et al., (1980), demostraron que el tiempo que invierte atravesar el
cérvix y colocar el embrion en el cuerno uterino se correlaciona negativamente con
el porcentaje de prefiez. La velocidad con la que el operador realiza dicha
maniobra depende principalmente del grado de dificultad que encuentra para
atravesar el cérvix. En esas circunstancias, la experiencia resulta de vital
importancia; observandose que cuando el pasaje a través del cérvix se realiza sin
dificultad, los porcentajes de prefiez son mayores (Boland et al., 1976; Bowen et
al., 1978). Del mismo modo, operadores con experiencia pueden lograr buenos
porcentajes de prefiez (50%) aun cuando deben transferir los embriones a
receptoras que presentan un cuello uterino tortuoso, dificil de pasar (Wright, 1981).
Munar et al., (1990), reportaron que el grado de dificultad al atravesar el cérvix con
el aplicador y la dificultad para depositar el embrién en el sitio deseado del atero,

afectaban significativamente la tasa de abortos.
En la mayoria de estos trabajos, realizados hace mas de 20 afios se observaron

diferencias entre operadores pese a que los porcentajes de prefiez que se

registraban en ese momento eran relativamente bajos. Por entonces, el método no
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quirdrgico estaba siendo puesto a punto y era comun que, a causa de la maniobra,

se produjera lutedlisis y por consiguiente mortalidad embrionaria.

En diferentes trabajos quedé claramente demostrado que el embrion debe ser
transferido al cuerno uterino ipsilateral al ovario con cuerpo luteo (Christie y
Rowson, 1978). Teniendo en cuenta que la migracion transuterina rara vez ocurre
en bovinos (Sreenan, 1976.; Tervit et al., 1977), dicha ubicacion favorece el
reconocimiento materno de gestacion (Kanawaga, 1993). En cambio, no resulta
tan claro el lugar preciso donde el embrion debe ser depositado dentro del cuerno
uterino. En un principio, basado en la experiencia con la transferencia quirargica,
se indicaba que el embrién debia ser colocado en el tercio anterior del cuerno
uterino. Rowe et al., (1980), no encontraron diferencias en el porcentaje de prefiez
entre los tercios anterior y medio, sin embargo, Sreenan y Diskin (1987) sostienen
que el intento de transferir embriones por delante del tercio medio con un catéter
rigido puede lesionar el endometrio y en consecuencia, causar mortalidad
embrionaria, mientras que Callesen et al., (1994), en un estudio que involucré mas
de 2000 transferencias, observaron mejores resultados transfiriendo en el tercio

anterior, con respecto al medio y especialmente al posterior.

4.10.2 Alternativas de mejoramiento de fertilidad en transferencia de embriones

La transferencia del embridn se efectia cuando la receptora se encuentra en fase
[Utea. Esto es cuando su Utero es susceptible a las infecciones. Sobre este
aspecto hay que prestar especial atencion, evitando que las bacterias presentes

en los genitales externos y la vagina puedan ingresar al Gtero.

Takahashi et al., (1982), citado por Kanagawa (1993), observaron que la
proteccion de la pistola de transferencia con una camisa sanitaria estéril durante
Su paso por la vagina, incrementa de manera significativa el porcentaje de prefiez.

Mapletoft et al., (1986), en cambio no corroboraron tales diferencias.
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Por otra parte, Broadbent et al., 1991, sostienen que pese a que la utilizacion de
sedantes y anestesia epidural no es imprescindible, resulta conveniente para que
el animal esté tranquilo y el operador pueda trabajar con comodidad. El costo de
administrar estas drogas es bajo con relacion a los beneficios potenciales,
especialmente cuando la transferencia es efectuada por operadores sin
demasiada experiencia. Con respecto a los relajantes uterinos, la administracion
de 300 mg de clorhidrato de clembuterol, 15-180 minutos antes de la
transferencia, no produjo mejoras en el porcentaje de prefiez (Wenkoff, 1986;
Almeida, 1989).

Las alternativas utilizadas para incrementar los porcentajes de prefiez han sido
muy variadas. Una de ellas es el empleo de vesiculas trofoblasticas, las cuales se
transfieren conjuntamente con el embrion, con la finalidad de contribuir al
mantenimiento de la fase IUtea en la receptora, y mejorar la intensidad y la calidad
de las sefiales embrionarias. Heyman et al., (1987) transfirieron un embrién
congelado y dos vesiculas trofobldsticas congeladas simultdneamente. A los 45
dias de gestacion, la tasa de prefiez de estas receptoras (73%) fue mayor que la
del grupo control (43%). Las diferencias entre ambos grupos dejaron de ser
significativas al dia 90, siendo de 57% y 40%, respectivamente. En el primer
grupo, las pérdidas se produjeron principalmente entre los dias 45 y 60 de
gestacion, en cambio en el grupo control ocurrieron entre los dias 21 y 45. Por otra
parte se ha intentado modificar el estado fisiolégico del uUtero por medio de una
terapia suplementaria con progesterona. Crhistie et al., (1979), emplearon 100 mg
de progesterona entre los dias 13 y 35 del ciclo de receptoras que habian recibido
un embrion en el dia 7, sin encontrar efecto alguno sobre el porcentaje de prefiez.
También se ha empleado en receptoras luego de ser transferidas, gonadotropina
coriénica humana (HCG) por su efecto luteotropico. Se llevaron a cabo distintos
estudios donde las dosis empleadas variaron entre 1000 y 5000 Ul, administradas
en un solo momento o en un periodo comprendido entre el dia 7 (momento de la

transferencia) y el dia 35. En estos estudios no se lograron mejorar los porcentajes
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de prefiez (Greve. y Lehn-Jensen, 1982; Massey et al., 1983; Looney et al., 1984;
Sreenan y Diskin, 1987; Palma, 1993;).

Con la misma finalidad se ha empleado la hormona liberadora de gonadotropinas
(GnRH) o alguno de sus analogos. Ellington et al., (1991), administraron 8 mg de
buserelina al momento de la transferencia o entre los dias 4 y 7 pos transferencia.
Los porcentajes de prefiez logrados 72% y 66%, respectivamente no difirieron del
grupo control, 68%.
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V.- OBJETIVOS

5.1 OBJETIVO GENERAL

Evaluar la viabilidad de implementar un programa de transferencia de

embriones con productores del estado de Tabasco.

5.2 OBJETIVOS PARTICULARES

Evaluar el sistema de preparacion de hembras seleccionadas como
receptoras bajo condiciones de productores comerciales en el estado de

Tabasco.

Estimar el costo y la viabilidad de la produccion de embriones.

Estimar la factibilidad de implementar un programa de transferencia de

embriones en un sistema de cooperativa ganadera.

5.3 HIPOTESIS

La viabilidad de implementar un programa de transferencia de embriones
por parte de productores comerciales depende de las condiciones
fisiologicas del ganado las cuales influyen en el costo de produccion de los
embriones y el costo de produccién por gestacion en condiciones del

estado de Tabasco.
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VI.- MATERIAL Y METODOS

6.1 Produccién de embriones F1

La produccién de embriones se llevé a cabo en el rancho “El Clarin” perteneciente
al CEIEGT-FMVZ-UNAM localizado en Tlapacoyan Veracruz, esta ubicado en la
parte centro del Estado de Veracruz a una altura de 151m.s.n.m. El clima de esta
zona es calido hiumedo con una temperatura y precipitacibon media anual de
23.4°C y 1840 mm, respectivamente, en el cual se utilizaron como donadoras
vacas de tipo Bos indicus. Otra fuente de embriones F1 se realizd en establos
lecheros ubicados en la Cuenca Lechera de Tizayuca Hidalgo, la cual se localiza
al Sur del Estado y se ubica entre los paralelos 19° 48'y 19° 55' de latitud Norte y
90° 00"y 99° 00' de longitud Oeste, a una altura de 2,270 metros sobre el nivel del
mar, el clima que prevalece es templado frio, con una temperatura media anual
de 14.9° C y una precipitaciéon pluvial anual de 60 mm. La ultima fuente fue en el
rancho particular “La Escondida” localizado en el estado de Aguascalientes
situado entre las coordenadas 102°16' longitud oeste y 22°05' de latitud norte, con
una altura de 1,880 metros sobre el nivel del mar y en el estado de Querétaro en
el Rancho Loma Linda ubicado en el municipio de el Marqués, localizado entre las
coordenadas 20°36’ y 20°37’ de Latitud Norte y a los 100°19’ y 100°21’ de
Longitud Oeste, el clima predominante es el subtropical de altura, templado-
semiseco. La temperatura media anual esta comprendida entre los 18 y los 24°C,
la precipitacion pluvial registra de 400 a 500 milimetros cubicos, siendo los vientos
dominantes de Noreste a Suroeste. Las hembras utilizadas en estas dos ultimas
localidades fueron establos lecheros especializados utilizando vacas Holstein.
(Bos taurus).

En total se utilizaron 26 vacas Bos indicus y 26 animales de tipo Bos taurus, los
criterios para seleccionarlas como donadoras fueron que tuvieran un intervalo
posparto de por lo menos 90 dias (Wenkoff, 1983), menos de 5 partos, que no
presentaran alteraciones o patologias en el tracto genital, que se encontraran
ciclando y que presentaran una condicion corporal de 2.5 a 3.5 en la escala de 1 al
5 (Mapletoft et al., 1986).
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Una vez seleccionadas las donadoras fueron sincronizadas mediante la
administracién de dos dosis de 100 ug de GnRH (Ovalyse, Pfizer México) via
intramuscular con un intervalo de 7 dias entre cada dosis, 7 dias después de la
segunda aplicacion de GnRH se administraron 25 mg de PGF2a (Lutalyse, Pfizer
México) via intramuscular, 24 horas después se comenzd con la deteccion
continua de celos durante 72 horas. Diez dias después de mostrar conducta de
celo se realizd palpacién rectal con la finalidad de detectar la presencia de un
cuerpo luteo, al dia siguiente se inicié el programa de superovulacion, el cual
consistio en la administracion cada 12 horas (am-pm) de FSH-P1 (Folltropin -V®
BIONICHE) a dosis decrecientes durante cuatro dias. Al tercer dia de
superovulacion (72 horas) se les administré 25 mg de PGF2a cada 12 horas (am-
pm) via intramuscular con la finalidad de lisar el cuerpo luteo presente e inducir
nuevamente el celo. Una vez detectado éste, se sirvieron mediante inseminacion
artificial a las 0,12 y 24 horas de iniciado el calor. La dosis total de FSH-P1 para
vacas cebuinas y vaquillas Holstein fue de 280 mg y para vacas adultas Holstein
de 400mg. Las donadoras Bos taurus fueron inseminadas con semen de tipo Bos
indicus y las hembras Bos indicus con semen Bos taurus con la finalidad de que
los embriones fueran de tipo F1. Al séptimo dia después de la primera
inseminacién, se realiz6 una evaluacién de los ovarios por palpacion rectal para
estimar el nimero de cuerpos IUteos y asi determinar la respuesta superovulatoria.
De acuerdo a este resultado, se llevo a cabo la recoleccion de los embriones via
transcervical en las vacas que se les encontré una respuesta mayor a dos cuerpos

lGteos.

PROTOCOLO DE SUPEROVULACION

FSH Recoleccion
+
de

Embriones

Calor
GnRH GnRH  PgF2a Base FsH FsH PgF2a FSH Calor

Superovulacion 1A

[ T 1T

a0 Ma? s 14 ha 17 [1a 28 [a29  [mazo a2l [a32 [a33 [ha 39

Esquema 1. Protocolo de ovulacién multiple para recoleccion de embriones.
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Una vez recolectados los embriones fueron llevados al laboratorio para su
busqueda, evaluacién y en su caso, la criopreservacion. La busqueda se realizé
en cajas de petri cuadriculadas utilizando un microscopio estereoscoépico (stereo
zoom®6) a un aumento de 15x. Una vez encontrados, fueron colocados en un
plato de petri con solucién de mantenimiento (Holding) mediante una pipeta de 0.5
microlitros, para realizar la evaluacibn a un aumento de 60x. Los criterios
utilizados para este fin fueron los citados en el manual de la Sociedad
Internacional de Transferencia de Embriones (IETS por sus siglas en inglés), en
los cuales se establecen los estados de desarrollo y las calidades siguientes:

Estado de desarrollo:

1.- Infertilizado

2.- De 2 a 12 células

3.- Morula temprana

4.- Mérula

5.- Blastocisto temprano

6.- Blastocisto

7.- Blastocisto expandido

8.- Blastocisto eclosionado

9.- Blastocisto eclosionado expandido

Grado o calidad:

CALIDAD 1: Excelente o bueno. Corresponde a aquellos embriones con una masa
embrionaria simétrica y esférica con blastdbmeros uniformes en talla, color y
densidad. Estos embriones coinciden con el estado de desarrollo esperado. Las
irregularidades deben ser relativamente menores y al menos el 85% del material
celular debe ser una masa embrionaria viable e intacta. La superficie de la zona

pellcida debe ser lisa 'y no céncava.

48



CALIDAD 2: Regular. Moderadas irregularidades tanto en la forma de la masa
embrionaria como en tamafio, color y densidad de las células. Al menos el 50% de

la masa embrionaria debe estar intacta y viable.

CALIDAD 3: Pobre o mala. Mayores irregularidades en la forma de la masa
embrionaria, tamafo, color y densidad. Al menos 25% del material celular debe

estar intacto y viable.

CALIDAD 4: Muerto o degenerado. Embriones degenerados, ovocitos o embriones

de 1 célula: no viables.

Una vez evaluados, los embriones fueron colocados de manera individual en
pajillas de 0.25 ml previamente identificadas de acuerdo a estado de desarrollo y
calidad, para llevar a cabo el correcto cargado de la pajilla, ésta se lavé con el
medio de mantenimiento en el que se encontraban los embriones, posteriormente
se formaron franjas de medio y aire intercaladas, primero se introdujo medio-aire,
medio-aire, posteriormente se introdujo el embrién con etilenglicol como
crioprotector (Eldsen, 1986), y finalmente se procedié a introducir nuevamente
unas franjas de aire-medio-aire. Una vez realizada esta accion, las pajillas fueron
selladas con un aparato especial para cerrar totalmente la punta de éstas,
después, las pajillas se introdujeron en el contenedor de una congeladora
automéatica CONTROL FREEZE CL5500, previamente llenado con nitrdgeno
liquido y graduado a una temperatura de -6°C. Una vez depositados en el
contenedor se indujo la formacion de hielo (Seeding) procedimiento que consiste
en tocar con un cotonete enfriado en nitrdgeno una parte de la pajlla. Asi
permanecieron a esta temperatura durante 10 minutos, después, la temperatura
comenzo a descender 0.5 °C/minuto hasta llegar a -32°C, una vez alcanzada esta
temperatura las pajillas fueron depositadas en bastones mantenidos en nitrégeno
liquido identificados con el registro del padre y madre del embrién vy
posteriormente fueron introducidas en termos contenedores a una temperatura de
-196°C.
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6.2 Criterios de seleccién de los productores

El trabajo de transferencia de embriones se llevd a cabo en 9 explotaciones
comerciales de ganado de doble propésito, ubicadas en el municipio de
Macuspana Tabasco, que se ubica al sur del estado, entre los paralelos 17°45’ y
92032’ de latitud oeste. El clima es calido humedo con abundantes lluvias en
verano; tiene una temperatura media anual de 23.6°C, siendo la maxima media
mensual en abril con 30.1°C y la minima media en mayo con 29.8°C; la maxima y
la minima absoluta alcanzan los 30.1°C y 21.2°C, respectivamente. La
precipitacion pluvial es de 3,186 milimetros con un promedio maximo mensual de
350 mililitros en el mes de septiembre y una minima mensual de 50 mililitros en el
mes de abril. Dichas explotaciones fueron elegidas de un grupo de ganaderos, las
cuales fueron seleccionadas de acuerdo a su ubicacion, instalaciones para el
manejo adecuado del ganado y el facil acceso a éstas. A cada uno de los ranchos
se realizaron visitas eventuales para establecer con los ganaderos que
participaron en el estudio las expectativas del programa. Durante las visitas a las
explotaciones, se conocieron las caracteristicas de los ranchos, finalidad
zootécnica, numero de animales de acuerdo a su edad, sexo, etapa productiva y

tipo de raza.

6.3 Seleccion y preparacién de las receptoras

El criterio de seleccion de receptoras se basd principalmente en el intervalo
posparto que debid ser de por lo menos 90 dias (Wenkoff, 1983), que tuvieran
menos de 5 partos, que no presentaran alteraciones o patologias en el tracto
genital, que se encontraran ciclando y que presentaran una condicion corporal de
25a3.5enlaescaladelal 5(Mapletoft et al., 1986).

Una vez seleccionadas, las posibles candidatas a receptoras fueron separadas del
resto del hato con la finalidad de mantenerlas apartadas de los toros con el
objetivo de tenerlas vacias para su posterior sincronizacion 20 dias después. Una
vez separadas, se les realizdé un estudio ginecolégico por medio de ultrasonido,

para verificar que realmente se encontraran vacias; confirmado el diagndstico, se
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inicié el programa de sincronizacién el cual se baso en la administracién de 100 ug
de Acetato de gonadorelina (Ovalyse, Pfizer México) via intramuscular y la
insercién de un dispositivo intravaginal liberador de progesterona (CIDR, Pfizer,
Mexico), el cual permanecio in situ durante 7 dias. Al retiro del dispositivo se les
administré intramuscularmente 25mg de Dinoprost trometamina (Lutalyse, Pfizer,
Mexico), 48 horas posterior a esto se administraron nuevamente 100 pg de
Acetato de gonadorelina; siete dias después, se realiz6 la transferencia

embrionaria.

Durante este periodo se les proporcioné sal mineral en bloques a libre acceso y
pastoreo continuo en potreros con pastos como estrella africana (Cynodon
plectostachyus), aleman (Echinochloa polystachya) y pangola (Digitaria
decumbens) ademas de encontrar en pequefias proporciones jaragua
(Hyparrhenia ruffa), gigante (Leptochloa dubia), zacatén (Muhlenbergia sp), grama
remolino y egipto (Brachiaria mutica).

PROTOCOLODE SINCRONIZACION
DE RECEPTORAS

Transferencia
de

GnRH PgF2a GnRH Embriones
Implante de Frogesterona
N Y R
o1 2 3 4 5 5] 7 s 9 10 11 12 13 14 15 16
Dias de Tratamiento

Esquema 2. Protocolo de sincronizacion de receptoras para
transferencia de embriones.

6.4 Transferencia de los embriones
Para seleccionar a las vacas que se les transfirio un embrién, se sujetaron en una
manga de manejo y se les realizé ultrasonido transrectal con un equipo ALOKA

SSD 500 y un transductor de 7.5 Mhz, para la verificacion de la presencia de un

cuerpo luteo y de esta manera poder continuar con el programa.
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En las vacas que se encontré una estructura litea con 7 dias aproximadamente de
formacion en alguno de los ovarios, se procedié a la administraciéon de 5 ml de
lidocaina al 2% via epidural a la altura de la Ultima vértebra sacra y la primera
vértebra coccigea, cinco minutos antes de la transferencia. Inmediatamente
después, se lavd y seco la regidon perianal y labios vulvares, concluidos estos
pasos, se coloco el embrion previamente descongelado durante 5 segundos al aire
y 30 segundos en agua a una temperatura de 37°C, en un aplicador Cassou de %
cc. Con la ayuda de otra persona para abrir la vulva, se procedid a introducir el
aplicador en una posicion diagonal con la punta hacia arriba para que dentro de la
vagina se dirigiera de manera horizontal hasta localizar la entrada del cuello del
Gtero. Una vez ahi, se rompioé la camisa sanitaria del aplicador y éste se introdujo
a través del cérvix hasta el cuerpo del Utero para después llegar al cuerno uterino
ipsilateral al cuerpo luteo y guiarlo suavemente hasta el tercio anterior del mismo
donde se depositd el embrién evitando dafiar el endometrio (Kraemer y Dorn,
1989).

6.5 Diagnostico de gestacion

El diagnostico de gestacion se realizo 28 dias (35 dias de desarrollo embrionario)
después de la transferencia, por medio de ultrasonografia con un equipo ALOKA
SSD 500 y un transductor de 7.5 Mhz.

6.6 Andlisis econémico

Los célculos para determinar los costos de produccién por embrién se realizaron
tomando en cuenta el valor de las hormonas para sincronizar y superovular,
material para aplicacién de las hormonas, para la recuperacién de los embriones,
material de laboratorio para busqueda, evaluacién y congelacién de los embriones,
alimentacién de las donadoras, asi como vacunas, desparasitantes, vitaminas y

mano de obra, esto dio como resultado el costo por preparacion de las donadoras.
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Con base en estos puntos y de acuerdo a la cantidad de embriones recuperados

por cada donadora, se estimo el costo de produccién de cada embridn por raza.

Para estimar el costo de preparacion por receptora, se tomaron en cuenta los
costos de las hormonas utilizadas para la sincronizacién, el material utilizado para
la aplicacién de las hormonas, el costo por concepto de alimentacion durante el
periodo de preparacion. Una vez estimado este costo, se multiplicé por el nimero
total de posibles receptoras. El costo por transferencia se calculé de acuerdo al
material utilizado para la aplicacién del embrion y la mano de obra. Una vez
calculado este costo, se sumé al resultado obtenido por preparacién de receptoras

totales.

Para calcular el costo por gestacion se sumaron el costo de produccién por
embrién, costo de preparacién por receptora y costo de la transferencia. El
resultado obtenido se multiplicé por el porcentaje de fertilidad obtenido de las

transferencias embrionarias.
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VIl.- RESULTADOS

7.1 Respuesta a la ovulacion multiple

Para la producciéon de embriones F1 Bos taurus x Bos indicus se utilizaron 26
donadoras de la raza Holstein encontrandose un total de 195 cuerpos luteos (CL)
y 24 foliculos (Fol) por palpacion rectal (Grafica 1). Asimismo para la produccién
de embriones F1 Bos indicus x Bos taurus se utilizaron 26 donadoras cebuinas
encontrandose un total de 157 cuerpos luteos y 27 foliculos. (Grafica 2).
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Grafica 1. Respuesta a la ovulacion multiple en donadoras Bos taurus
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Grafica 2. Respuesta a la ovulacion miltiple en donadoras Bos indicus
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De acuerdo con estos datos se encontrd que del biotipo Bos taurus el 15% de las
hembras no respondieron a la FSH y de las Bos indicus el 26% dio resultados

negativos al tratamiento.

7.2 Produccién de embriones

Por otra parte se encontr6 que el 18% de las donadoras Bos taurus que
respondieron al tratamiento, no produjeron embriones. Del total de hembras en las
cuales se colectaron embriones un 17% dieron embriones exclusivamente no
transferibles, mientras que de un 22% de las vacas se colectaron Unicamente
embriones transferibles y el 61% produjeron embriones de ambos tipos. El
promedio global de embriones transferibles por donadora fue de 3.1, mientras que
el promedio calculado solamente en vacas en las que se colectaron embriones

transferibles fue de 5.4. (Grafica 3).
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Gréfica 3.Produccion de embriones Bos taurus
Para la produccion de embriones de hembras Bos indicus con respuesta

superovulatoria se obtuvo que el 17% de las donadoras no produjeron embriones.

Asimismo, el 27% de las donadoras que produjeron embriones dieron Unicamente
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embriones transferibles, el 7% produjo embriones no transferibles y el 67%
produjeron embriones de ambos tipos, el promedio de embriones transferibles del
total de animales que respondieron a la superovulacion fue de 4.4 y el promedio
obtenido del total de animales que produjeron embriones transferibles fue de 5.7
(Grafica 4).
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Grafica 4 Produccion de embriones Bos indicus
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7.3 Costos de preparacion por donadora

Cuadro 1.- Costos de preparacién por donadora

Material para Sincronizacion y

superovulacion

Costo Unitario por vaca experimental

GnRH $60,00
PgF2a $68,00
Agujas 18 x 1 " $21,00
Jeringas 5ml $12,00
Jeringas 10ml $16,00
FSH-p $1.050,00
Detector de calores “estrous alert” $19,20
Semen $300,00
Sub total $1.546,20
Material/lavado
Manguera Tygon $92,17
Filtro miniflush $253,91
Sonda Foley $53,91
Sol. Dullbeco $252,49
jeringas 10ml s/fembolo $19,16
jeringas 20ml s/embolo $17,38
Medio de mantenimiento $350,00
p/embriones
Etilenglicol $234,80
Pajillas $16,52
Albdmina $135,65
cajas Petri $165,21
Puntas ivf $71,30
Xilocaina 2% $14,93
Sub total $1.677,43
Mano de obra $2.000,00
Sanidad $70,00
Alimentacion Bos taurus $1,050.00
Bos indicus $ 605.00
TOTAL Bos taurus $6,343.63

Bos indicus $5898.63
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El costo de preparacion y recoleccién de embriones por donadora es de $6,343.63

y $5898.63 para Bos taurus y Bos indicus respectivamente

7.4 Costo de produccion por embrién
7.4.1 Donadoras Bos taurus

Se obtuvieron un total de 81 embriones transferibles F1 Bos taurus x Bos indicus,
de un total de 26 donadoras, por lo que el costo de produccion por embrion es de
$2,036.22.

7.4.2 Donadoras Bos indicus

Se trabajaron 26 donadoras del biotipo Bos indicus de las cuales se obtuvieron un

total de 80 embriones, el costo de produccién por embrién fue de $1,917.05.
7.5 Edad de ladonadora

Se trabajaron 10 vaquillas y 16 vacas en produccion del biotipo Bos taurus, de las
cuales se obtuvieron un total de 60 y 21 embriones transferibles respectivamente
es decir un promedio de 6 embriones para las primeras y 1.3 embriones para
vacas en produccién, respecto a la cantidad de embriones no transferibles se
obtuvieron un total de 9y 16 embriones en vaquillas y vacas respectivamente.

Respecto a las donadoras de tipo Bos indicus no se llevo a cabo recoleccion de
embriones en vaquillas debido a lo estrecho del cuello uterino en esta etapa.

7.6 Epoca del afio

Se llevaron a cabo dos recolecciones de embriones en ganado de tipo Bos taurus
(primavera e invierno) sin embargo no es posible hacer una comparacién en este

aspecto ya que no se contaron con vaquillas y vacas en las dos épocas del afio.
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Respecto al ganado Bos indicus se llevaron a cabo trabajos de superovulacién en
primavera y otofio el nUmero de animales utilizados en cada época fue de 19y 7
animales respectivamente, el total de embriones recolectados fue de 48 y 32
embriones transferibles para primavera y el otofio, con un promedio de 2.5y 4.6

por época.

7.7 Sincronizacion de Receptoras

Se sincronizaron 165 posibles receptoras divididas en 2 programas de
sincronizacion distribuidas en 9 ranchos, de las cuales fueron seleccionadas 10 de

cada rancho para transferirles un embrién F1.

El programa de sincronizacion de las receptoras fue dividida en dos periodos por
las distancias entre las fincas. Se encontr6 una respuesta al protocolo de
sincronizacion del 57% en el primer programa, es decir, de 90 receptoras
preparadas respondieron 51. De las 39 hembras que no respondieron y
asumiendo una respuesta similar (£ un 50%), se prepararon para el segundo
programa un numero adicional de 36 animales. En el segundo programa se
sincronizaron 75 receptoras utilizando 39 hembras para un 53% de eficiencia en el
programa de sincronizacién (Grafica 5).
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Grafica 5.- Receptoras sincronizadas y seleccionadas
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7.8 Costos de preparacion por receptoras
Cuadro 2.- Costos de preparacion por receptoras

Material para sincronizacién COSTO UNITARIO

GnRH $60.00
PgF2a $68.00
Agujas 18 x 1 " $21.00
Jeringas 5ml $12.00
jeringas 10ml $16.00
Detector de calores “estrous alert” $19.20
Sub total $196.20

Alimentacion

Sal mineral $45.00
Alimento concentrado $360.00
Pastoreo $240.00
Sub total $645.00
Sanidad $70.00
TOTAL $911.20

De acuerdo con los resultados obtenidos del costo de preparacion de las
receptoras se estimo en $911.20 hasta antes de la transferencia embrionaria.

7.9 Costos por Transferencia Embrionaria

Cuadro3.- Costos por Transferencia embrionaria

Material Costo

Mano de obra $150.00
Fundas para transferencia de embriones $50.00
Xilocaina al 2% $16.50
Camisas sanitarias para la pistola para transferencia

de embriones $3.50
TOTAL $220.00
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De acuerdo con el nimero de animales adicionales el costo total es de
$68,325.00; y de acuerdo al costo obtenido por preparacion y transferencia de las
receptoras es de $101,666.70. Si sumamos estos dos resultados el costo total
para transferir 90 embriones es de $169,991.70.

Si el costo promedio de cada embrion fue de $1,976.63, el costo total de los
embriones transferidos fue de $177,897.15. Si a estos costos le agregamos el
costo de preparacion de las receptoras que fue de $169,991.70, el costo total del
programa fue de $347,888.85.

7.10 Costos por gestaciéon

Tomando en cuenta que el porcentaje de fertilidad fue del 27% (24 gestaciones de
90 posibles), el costo total de cada gestacion por transferencia de embriones es
$14,495.36 por gestacion.

7.11 Estimacion de resultados

7.11.1 Costos por embrién

De acuerdo a los protocolos de superovulacion y tomando como base el eliminar a
las donadoras que no produjeron embriones transferibles en el tratamiento de
superovulacién el promedio de embriones por vaca es de 5.4 para Bos taurus y
5.7 para Bos indicus los cuales son el resultado de 15 donadoras Bos taurus
(Gréfica 6) y 14 donadoras Bos indicus (Gréafica 7). Por lo tanto, el 44% de las
vacas no respondieron lo cual agrega una tara al costo de produccion de los
embriones. Si solamente tuviéramos hembras que respondieran al tratamiento
superovulatorio el costo de producciébn de un embrion Bos taurus seria de
$1,174.74 y para Bos indicus de $1,032.26 y con esto se reduciria la inversion en

un 44% por este rubro.
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7.11.2 Costos por Transferencia

De acuerdo con las receptoras si se aumentara el porcentaje de respuesta al
protocolo de sincronizacion a un 70%, necesitariamos sincronizar 129 receptoras
para poder transferir 90 embriones, con un costo por receptora de $911.20. Por lo
tanto, el costo total de este rubro seria de $117,544.80. Si a este costo se le
agregara la inversion para transferirles a 90 hembras un embrién ($19,800.00), el
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costo por transferir el total de los embriones es de $137,344.80; por ultimo la
inversion para producir 90 embriones es de $99,315.00, por lo que el costo total

del programa seria de $236,659.80, es decir, los costos se reducirian en un 32%.

7.11.3 Costos por gestacion

Tomando en cuenta los costos totales del programa, si el porcentaje de gestacion
aumentara a un 50% es decir, 45 hembras gestantes de 90 posibles el costo por
gestacion seria de $5259.10. Si redujéramos la incorporacion al programa de
animales que no responden y mejoraramos la fertilidad en la transferencia los

costos se reducirian hasta en un 64%.
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VIIl.- DISCUSION

De acuerdo a la respuesta a la ovulacion multiple obtenida en el presente trabajo
los resultados indican que existe una alta variabilidad de las donadoras en la
respuesta a la FSH, encontrando que en ganado Bos indicus el 27% producen
aproximadamente el 50% de los embriones viables a la congelacién y el 67%
produjeron embriones viables y no viables, confirmando esto a lo encontrado por
Mapletof et al., (2002) quienes demuestran que existe una alta variabilidad en la
ovulacién mdultiple, mencionando que el 24% de los animales hiperovulados
producen embriones no viables, el 64% de las donadoras producen un promedio
bajo de embriones transferibles y el 30% produce el 70% de los embriones. Dentro
del ganado Bos taurus en el presente trabajo encontramos que el 22% de las
donadoras produjeron el 23% de embriones viables para congelar y el 61%
producen ambos tipos de embriones. Estos resultados son muy similares a los
encontrados por Lerner et al., (1986), utilizando vacas productoras de leche. Lo
anterior demuestra que sin importar el biotipo utilizado para producir embriones,
aproximadamente entre el 20 y 30% de las donadoras no producirdn embriones de
ningun tipo. (Baruselli et al., 2006).

Una explicacién a esta variabilidad podria ser la raza de la donadora ya que esta
afecta directamente la transferencia embrionaria, incidiendo en el desarrollo y
namero de embriones con viabilidad para ser transferidos (Callesen et al., 1995;
Asada et al., 2004). Una posible explicacién en esta variabilidad podria ser las
diferencias en la dinamica folicular entre razas (Barati et al., 2006; BG, 2003).
Estos autores han demostrado que las hembras de tipo Bos indicus son mas
susceptibles a las gonadotropinas que las Bos taurus por lo que en cada oleada
folicular hay un mayor reclutamiento de foliculos en las primeras (Baruselli, 2006),
sin embargo, si la administracién de FSH exdgena es elevada, esto provocaria
una respuesta exagerada, lo que provocaria un incremento en el niumero de
embriones de mala calidad. (Greve et al., 1995). Dosis elevadas de

gonadotropinas producen una sobre estimulacion ovarica donde muchos foliculos
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comienzan a desarrollar pero pocos son capaces de ovular y la mayoria sufre

luteinizacion o atresia.

Ademas se ha observado que al aumentar la edad de la donante, disminuye el
namero de ovulaciones, la tasa de fecundacion y la calidad embrionaria. La
disminucién en el niumero de ovulaciones se deberia a una menor disponibilidad
de foliculos capaces de responder a gonadotropinas exdgenas. Al existir menos
foliculos en crecimiento, los niveles de inhibina bajan y aumenta la FSH enddgena,;
esto traeria como consecuencia que en cualquier momento del ciclo estral los
foliculos en crecimiento estuvieran en un estado de desarrollo mas avanzado que
las estructuras correspondientes en los animales mas jovenes. Al comenzar el
tratamiento con gonadotropinas, los foliculos mas maduros serian los primeros en
producir grandes cantidades de estrogenos por mayor tiempo antes de la
ovulacién; comparandolos con los ovocitos dentro de los foliculos menos
desarrollados. Esta exposicion a una alta concentracion de estradiol podria ser la
causa de la disminucion en la tasa de fertilizacion y en la calidad embrionaria
(Lerner et al., 1986).

Sin embargo, aunque los resultados del presente trabajo en la respuesta a la
ovulacién multiple sean similares en referencia a los embriones colectados en las
hembras de tipo Bos indicus, la respuesta en relacién al nUmero de embriones
colectados difiere, Looney et al., (1986) encontraron en colecciones realizadas en
ganado de carne 11.5 estructuras embrionarias en promedio con 6.2 embriones
transferibles y en el presente estudio en donadoras Bos indicus se obtuvieron 4.9
estructuras en promedio de las cuales 3.1 fueron embriones de calidad 1y 2.. Con
respecto a los embriones producidos en vacas de tipo Bos taurus, Lerner et al
(1986), encontraron en colecciones de donadoras productoras de leche resultados
iguales a los de Looney et al., (1986). Sin embargo, Barrios et al.,, (1982)
obtuvieron de doce vacas lecheras colectadas unicamente 13 embriones de buena
calidad, contrastando con los resultados obtenidos en el presente trabajo en el
cual se obtuvieron 81 embriones de la misma calidad utilizando 26 donadoras
productoras de leche.
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Diversos investigadores han encontrado que cuando la edad de la donadora
aumenta, el niumero de ovulaciones es menor, al igual que el porcentaje de
fertilidad y calidad embrionaria, (Lerner et al., 1986; Hasler et al.,, 1983). Estos
reportes concuerdan con los resultados obtenidos en el presente trabajo ya que al
realizar colecciones en vaquillas y vacas adultas productoras de leche se
recuperaron en promedio 6 embriones para las primeras y 1.3 embriones para
vacas en producciéon. Respecto a la cantidad de embriones no transferibles, se
obtuvieron un total de 9 y 16 embriones en vaquillas y vacas respectivamente.

Lépez et al., (1995) al realizar una evaluacion entre vacas y vaquillas en el trépico,
no encontraron diferencias en el nUmero de embriones recuperados, pero si en el
porcentaje de embriones transferibles, en los cuales existia una notable
superioridad en los embriones provenientes de vaquillas. En este trabajo no se
pudo realizar este estudio en Bos indicus ya que en vaquillas es muy dificil realizar
la técnica debido a que el cérvix es estrecho y no se puede llevar a cabo la
recoleccion de los embriones. Todo esto tiende a indicar, que independientemente
de la variabilidad que existe en la respuesta a la administracion de FSH exdgena,
una opcion para la produccion de los embriones es la utilizacibn de animales

jovenes ya que la respuesta es mayor.

Otro factor que afecta la calidad embrionaria es la época del afio. Bastidas y
Randel (1987), encontraron que al realizar recolecciones embrionarias en dos
épocas del afo, este factor afecta significativamente la respuesta embrionaria, con
un promedio de embriones viables de 4.2 y 2.9 en otoiilo e invierno
respectivamente, siendo estos resultados muy similares a los encontrados en el
presente trabajo en ganado de tipo Bos indicus donde se encontrd6 que en
colecciones efectuadas en primavera y otofio el promedio de embriones
transferibles para primavera y el otofio fue de 2.5 y 4.6 respectivamente. Estos
resultados nos indican que para obtener una mejor respuesta a la superovulacion
y con esto aumentar la produccién en el niumero de embriones recuperados y de
mejor calidad, lo ideal es llevar a cabo estos trabajos en animales jovenes en la

época de otofio.
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Con respecto a la respuesta que se obtuvo en la sincronizacion de las receptoras,
Montiel et al., (2006) encontraron que de 215 receptoras preparadas Unicamente
se utilizaron 149, es decir un 69.3% de hembras en celo en respuesta a la
sincronizacion comparado con 51% en el presente trabajo. Estas diferencias entre
ambos estudios se pueden deber a que en el primer estudio la transferencia de
embriones se realizo a celo detectado y en el segundo a tiempo fijo. Sin embargo,
aunque la respuesta a la sincronizacion fué mejor en referencia a la deteccion de
hembras en estro, la seleccion de receptoras aptas para ser transferidas fué un
10% mayor utilizando un protocolo de transferencia de embriones a tiempo fijo
(45% vs.54.5%).

El porcentaje de gestacion que se encontré en el presente estudio fue del 27% el
cual concuerda con diversos estudios, los cuales demuestran que las gestaciones
se encuentran entre el 25% y el 40% en embriones congelados (Niemann, 1991;
Montiel et al., 2006); aumentando un 10% con embriones en fresco (Cutini et al.,
2000; Lépez et al., 1995; Hasler, 1987). Se han encontrado porcentajes
superiores a estos resultados en ganado de tipo Bos taurus los cuales se pueden
deber a las condiciones ambientales, nutricionales y de manejo en las que se
encuentra el ganado ya que la tasa de fertilidad puede llegar a alcanzar mas del
60% (Spell et al., 2001; Hasler, 1992).

Los costos de produccién por embrién fueron mejores en donadoras de tipo Bos
indicus, ya que el rubro de alimentaciéon es menor y la produccion de embriones
viables es mayor. Aunque la variabilidad en la respuesta es menor en Bos taurus,
la aplicacién de un programa de transferencia de embriones se ve limitado debido
a la falta de animales que puedan servir como donadoras para proveer de
embriones de alto valor genético a pequefios productores del trépico. La gran
variabilidad encontrada en la respuesta superovulatoria de las donadoras origina
problemas que afectan la eficiencia y rentabilidad de un programa de transferencia
de embriones (Hasler et al., 1983). Otro factor que influye en los altos costos de
un programa es la falta de animales que puedan responder a un tratamiento de

sincronizacion para poderles transferir un embrion. (Bo et al., 2002).
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Si realizaramos una simulacién suponiendo que las hijas de las vacas aumentaran
en su produccion de 4 a 8 litros por ser del tipo F1 las cuales se adaptan mejor al
tropico (Cunningham, 1989) y manteniendo un porcentaje de concepcion del 30%
los costos se reducirian de la siguiente manera: El costo por gestacion en el
presente estudio es de $14,495.36 suponiendo que 50% son hembras y 50% son
machos la gestacién para que nos produzca un reemplazo costaria $28,990.72.
Asumiendo que el 30% de los reemplazos no llegan a parir por diversas razones
(Galina y Arthur, 1989) el costo seria de $37,687.93. La lactancia en una vaca
comercial a 305 dias es de aproximadamente 1220 Litros. El costo por litro es de
$5.00 luego entonces la ganancia total evaluada por el nimero de | itros
producido es de $6,100.00. Por lo tanto se necesitarian 6.2 vacas comerciales
para cubrir el costo de una vaca F1 producida por transferencia de embriones de

acuerdo a los datos obtenidos en el presente estudio.

Por otra parte, si hiciéramos una comparacion entre la inseminacion artificial y la
transferencia de embriones, nos damos cuenta que los porcentajes de gestacion
por inseminacion artificial oscilan entre el 30 y 60% (Geary et al., 2001; Peeler et
al., 2004) porcentajes similares a los encontrados por transferencia de embriones
los cuales oscilan entre un 40 y 70% (Farin y Farin, 1995; Hasler et al., 1995;
Merton, 1997; Aller et al., 2000). Sin embargo, los costos de produccion de cada
una de estas biotecnologias si son significativamente diferentes ya que en la
actualidad el precio de un embrién se encuentra tabulado entre $200 y $300 USD
y una pajilla de semen de sementales elite aproximadamente oscila entre $50 y
$100 USD; aunque con la inseminacién artificial tendrian que pasar varios afios
para obtener resultados en cuestion de progreso genético del hato (Seidel, 1981),
al contrario de la transferencia de embriones en la que se obtienen resultados en
un intervalo de tiempo relativamente corto (Christensen, 1991), por lo que ésta
seria la mejor opcién después de la inseminacién artificial (Lohuis, 1995).,
teniendo esta como principal uso ampliar los porcentajes reproductivos de
animales con alto valor, ya que en el ganado los porcentajes reproductivos son

bajos y el intervalo generacional es largo (Seidel, 1991).
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