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] RESUMEN
Caballero Gutiérrez Verdnica, "Fertitidad de embriones frescos y congelados transferidos
gor laparoscopia en cabras. "Asesores: MVZ Adriana Saharrea Medina, MVZ DVM Javier
alencia Méndez, MVZ MPA Alberto Balcdzar Sdnchez, MVZ MPA Octavio Mecjia
Villanueva y MVZ PhD Luns Zarco Quintero,
Este trabajo se realizé en época reproductiva utilizando un total de 30 cabras, de las

cuales 24 fueron receptoras de embrlones y las otras 6 donadoras. Todas las receptoras y 4 de

las donadoras fueron smcromzadas con esponjas vagmales que. contenian 45 mg de acetato de

ﬂuorogeslona (FGA)- que se de_laron por un penodo de'12 dhs y las dos donadoras restantes

eCG), aphcando 1000 U L por via imr'\musculnr. como dosis tinica dos dfas antes. del retiro de

Ll espon]a Se dlé inicio a la dcteccxénAdu calorcs a las 24 horas del retiro de la espon]a o el -

CIDR d'mdoles monta a las hcm‘ ‘as‘donadoras El pnmcr dfa que aceplaron al macho. se.

constdcro como el dna ccro

cmbnone se obluvncron al dla 6 por mcdlo de Iapnrolom(a

medm venlral De los em ransf' rlblcs 26 embriones se congelaron con una

congcladora .aulomauca a base y et'mo ‘Los 22 embnoncs se transf meron en

fresco. El total d bras receptoras de embriones frescos fucron 1,y dc congclados fueron

13, Los rcsullados obtenidos en cuanto a purcentzues dc preh«.z fuuon de 63.63 % para cabrns

que rccnbleron embnones frescos y dcl 53 84 % pnrn lns que rccnblcron embriones

congcl'ldos. eqos dalos fucro al|z1dos por medf de una _|| cuadmda y no LXlSllel’On

dlfen.ncms su,mfncauvas (I’>0 05) c.mre cmhrioncs frescos y congclados



_L- INTRODUCCION

La lransferencla de embrnones es una técnica que consiste en obtener 10s ovocnos_

fetuhzados (embnones) de una hembra ¥ transferirlos al titero de otra hemhra prevnamente .




Recmnlemenlc se han desarrollado lécmcas novedosns que solucmnan en parle el

congelddos (Tsunoda et al, 1984 Tsunoda _( al 1984) mientras que - con embriones frescos se ‘

reporta un 82% de preﬂez (l Iolm g_ '|l 1990

‘El ob_pcuvo del prcseme trabnjo es comparar la fernlldad obtemda al lransfenr

lnparoscéplcamcme t.mbnoncs C-lpl‘mDS f rescos o om,el.xdos.



I1.- REVISION DE LITERATURA

De acuerdo a la presentacién de su actividad reproductiva, las cabras estin &Iasiﬁcédas )
como poliéstricas estacionales, La estacionalidad reproductiva estd gobemada por la dﬁraéié’m
del fotopenodo La mayor parte de las razas caprinas esxan en fase anovulalona (anesu‘o) k
durante la primavera y el verano, y comienzan a clclar durame el o(oﬁo conforme decrece la

duracién del dia(Valencia et al, 1993; Hafez, 1993)

2.1 SINCRONIZACION DE ESTROS, .. -

Para poder controlar en forma adecuada un pr rovulacién y transferencia

de embriones es necesario sincronizar 1a actividad

Maxwell 1990)

Dt.n\ro de, los progestégenos mds u lzados para sincronizar el clclo cstml en cabras seA
cncucntran el acetato de fluorogestona (FGA) en dosns dc 45 mg y cl acetato de

ll'll.dl'Olel'O],LSlel’oll'l (MAP) en dOSlS dc 50 60 mg. aphcados ambos por vi'l vagm'\l durz\ntc

per{dos dt_, 10w 21, dras‘.‘ Tambnun se lm uuhz‘\do un dispositivo “intravaginal hberador de



progesterona (CIDR). que contiene 0.3 mg de progeslerom mtural O(ro método consiste en la

colecctén de lmplames subcutdneos |mpregn'\dos de el progeslageno norgestomel que se

2.2 SUI‘EROVULACION

L superovulacon es ¢l proceso por el cual los ovmos son estlmulados para producnr :
mds de! nunu.ro normal de foliculos ovulatarios, logrando as[ l'l oblcncnén dc m'is ovocnos
para explotar el potcncml genéticamente supenor de una cspeue para la lransfercncm dc

embriones. Para la superovulacion de las hcmbms donadoms de embrlones se uullzan ’




diferentes hormonas ‘como son la hormom follculo estimulante (FSH), la gonadotropina '
* coriénica equlna (PMSG o eCG). Ia gonadotropmzv\menopausma humana (HMG) y el extracto

das son la FSH y la PMSG, debido a su

de la pnunarm amerlor equma (HAP 'Las mas ut

fécil adqunsncuﬁn y a su mayor respuesta super ulalorm' Para Ia superovulaclon con FSH la L

hormona debe ser aphcada en repeuda ocasiones,’ya que su vnda medla es corta ademés su:,

costo es mis elev.xdo, por lo que en muchas situaciones se uullza PMSG (Doijode 9_1 31. 1992) o

Las dosis emplcadas ‘para la superovulacién de las’ dlferentes hormonas son muy"

(1990) encomraron que la’PMSG produce muchos @o!fculos dc Graff lulelnlz:;déé.



2.3 COLECCION Y TRANSFERENCIA DE EMBRIONES

Existen diferentes técnicas para la coleccién y la transferencia de embriones como son'

la laparoscopia, la laparotomia media ventral y la transcervical (Agrawal y BhallacMryya -

1982; Flores, 1992).

lubricado en Ia v1gma y sc vnunhza cl cérvnx. Se rume un ladu de W 0s externa dcl ccrvnx +

con unas pinzas de Allis hacia cl ves(fbulo vag,mnl Poslenonm.me se mlroduce un catclcr”




denlro de la os externa del cerv:x Se retira el espéculo y se gum el catéler. una vez que el

punta dcl cuerno utermo, para |nlroduc:r el embrmﬁ (I‘ lorcs 1992) A[,rawal y Blullacharyyn

(1982), obtuvneron un 40 % de gesmé:ohcs con lransfurencm no qulrurglca (lranscervncnl) La



‘desventaja de esta técmca es que no se s1be con certeza Ia respuesta de los ovarms, por lo que

se 1gnora la presencla dcl cuerpo lutco.

La lransferencm de cmbrlones por. Iaparotomfa medm vcntral tamblén permne Ia“, .

evaluacnén de Ia superovulaclén al exlenonzar el utero y ovanos, pero tiene la’ esventa_r\ de ,' k

heparinizada (Armstrong et al, 1983).

2.4 CONGELACION DE EMBRIONES

E! desarrollo de métodos efectivos para congelar embriones de mdmifcro, és de gran: °

importancia desde el punto de vista clinico, de investigacién y de aphcacnén comcrcnal Pemute T

crear bancos de germoplasma de animales que son de importancia tanto economlca como

cnentfﬁca. y facilita la movnhzaclén internacional de .lmmalcs llbres dc en rmedades (Smnh et :

. obtcmdns al lmnsfenr embrloncs c ;

la congclaclén de los cmbrloncs capnnos se han unllzado dlfcrentes :

cnoprou.clores. como el ghccrol,(Rao et al, 1988 W.mg et al 1988). el sulfdxldo de dnmcnlo o

(DMSO) (Rao _[;11, 198 oha y Gehye. 1991), o el etilénglicol (Le Gal et iLl. 1993) La, .

los embnones cnpnnos es hgcramcnte superior con glicerol que con DMSO s

(Amoha y Gelayé. 1991) Antes dL 1a congelaci6n, los crioprotectores se han aﬁadldo en dos" R
pasos (Rao _( al,” 1988 W.mg, et al, 1988; Le Gal gt al, 1993) o tres pasos (Le Gal _(11
1993)



El envase de eleccién para los embriones, ha sido la pajilla francesa de 0.25 ml (Rong

‘ y Guar.lgya.' 1989; Le Gal et al, 1993), aunque en los caprinos, también se han utilizado tubos
de Vldl‘lO de Sml (Rao et al, 1988), o ampolletas (Wang et al, 1988).

Exislen dlversos protocolos de congelamiento, que por lo general no presentan grandes

Vvanacmnes. Los embnoncs, una vez envasados, se llevan de !emperatura ambleme a0°Cyse -

enfrian a l"C/mm hasla -6"C temperatura ala que se mduce Ia formaclén de cnstalcs dentro

de la pajxlla (seedmg) Posterlormeme se desmende ln len ! 5°C/m|n hasta -30°C

10



115.- MATERIAL Y METODOS.

Es\e trab'ajo ée realizé en el Centro de Ensefianza Practica, lnvcsligacién y Exlensién
en Rumlames (CEPIER). ‘de 1a Facultad de Medicina Vetermana y Zootccma de la

Umversndad Nacmnal Auténoma de México, localizado en el Km, 29 de la carrelera fedcml_ s

intravaginales que co
de 12 dfas; “dos di

t' n1hdad dc llsar los cucrpos lulcos que

* Chrono-gest. Intervet," S;A, de C.V. México, D.F.
** Prosolvin, Intervet,'S.Azde C,V. México, D.F.

11



Dos donadoras fueron sincronizadas con- CIDRs* (Disposillvds intravaginales
liberadores de progesterona), (0.3 g de progesterona), que se dejaroh por'unApen'odo de. 14

dias (Bessoudo et al, 1988).

33 Superovulacién de las donadoras.

Para la superovulacion de las 4 donadoras que fueron smcromzadas con esponjas
vaginales, se aplicaron 1000 Ul de gonadotropina coridnica equina (eCG)**, administrada por
via intramuscular dos dias antes del retiro de la esponja (Goel y Agrawal, 1990; Cameron y
Batt, 1991). ‘

Las otras dos donadoras fueron superovuladas con 188 mg (dosis tolal) de hormona

folfculo estlmulame (FSH)“‘". en dosns decreme ue se aphcaron de la siguiente manera:

- *CIDR. Eazy Bret,der Nc.w Zeland
** Folligon, Intervet, S.A. de C.V. México, D.E.
*** Folltropin V. Vetrefarm. Ontario, Canadd,

12



3.5 Deteccion del celo de las receptoras. i o
Las receptoras fueron dectadas a partir de lus 24 horaé J_el i'elirq‘dé ta esponj‘a\ con
machos provistos con mandil. o B [
Las receptoras detectadas en celo sélo fueron 1denliﬁcadé(s, y _sc"tuyél eSpécial quida‘ldovz

que estuvicran en sincronia con las hembras donadoras,

3.6 Coleccién embrionaria.

La coleccién de los embriones se realizo et dia 6 del cnclo, ¢ onslderando como dia cero

al dfa del inicio del estro y se reahzo mediante Iaparalomfa me a venlral
Las cabras se dietaron de agua y ah}mento 24 horas prev:as

la oblencién de embriones
" (Flores, 1992). B

Pnra rcahmr la mtervenclén quiri gica 'cabi'as a anestesia geneml Se

,tranqulhzaron con hldroclomro de xilacina al 2'%, utilizando una’dosi de Ol gl kg de peso

cuerno. El mcdlo colect.ldo se concemré enun ﬁl(ro Em Con; !‘malmeme al utcro se” Ie hlZO

13



una sutura con Dexon 4 ceros en el orificio por donde pasé la sonda de Foley, y se regresé a Ia

caVldad abdommnl La incision fue sulurada por planos con Dexon de 2 ceros Y. la plcl con )

Nylon. Los animales fueron medicados con nnublénco de larga acctén. por via mtramuscular .

(Flores, 1992; técnica modificada),

3.7 Evaluacién de los embriones colectados,

Todos los embriones colectados fueron post

cmbnones lransfcnbles (morulas y blastocnlos).

L]

3.8 Congelacién de los embrlones. o
Los embriones transferibles sc colocaron en un deIO que contenfa PBS,. mis »0 4 % de”

BSA (Albimina sérica bovina), més’ 10 % de ghcerol y se snva

0.25 ml. En cada pajilla, se envasqrpn ‘dos embriones transferibles y@:ésﬁd[’d yt'i:‘alid;xd se

anoté en uno de los extremos

Para la congeldcnén de los e nb mm.s

congeladora automdtica abascde”’

bafio Marfa de etanol. :

Los embriones laron de 1cucrdo dl slguu.me program'\' de 0°C a -6°C a

1°Clmin, nl lllvcgar ’  se mdu_|o la cnslnhzacnén (suedmg) y pv.mmnecu.ron durnnu. 10 min

a-6° C pos(enormenlc a0 °C/m|n h.|sm 36°C después de lo cual se SUITICI'},ICI’OH

dlrccmmcme cn mlrogeno l(quldo (Wang etal, 1988)

14



39 Descongelacién de los Embriones
Para su descongelamiento, una vez ldcnnficzuln Ia p1_|illa se mantuvo en el zure, a

temperatura ambiente durante 15 seg y en bano Maria a 35" C hasta’ ‘que desapnrecleron los

cristales de hielo (aproximadamente olros 15 seg) (John Hepburn omumcacnc‘m personal)

Inmediatamente después Ia pajllln se secé s¢ cortd el extremo sellado y con la ayuda de un

“cada uno de los :

yalimento 24 horas

01 g/kg de peso por ‘

via lntramusculdr), y como anelesm uuluo Letamm'\ base ( 2 mg/kg dc peso por. via

endovcnosa) (Rosmm __( ,_l, 1992)

15



Para la transferéncia dé los embriones Se colocé a fas cabras en una mesa reclinable y

se puso nl ammal de modo que su cabeza quedara hacna abajo enun 4ngulo aproximado de 45

grados. esto con la fi nahdad de localizar el \itero més facnlmeme conel laparoscoplo.

C hnsla que scvrbe h Iz\ dclcrmlnacnén de progcstcrond medlame el método dc‘

Radioinmuhoﬁnélisis"‘ en l‘asc séhda (Srll\andnkumar et ‘al, 1986) en*el laboralono de

16



Endocrmolog(a del Departamento de Reproduccxén de la Facullad de Medu:ma Vetermarla y -

geslaclén., Se conmderaron'gestantes aquellos animales que presentaban carunculas y S

couledones o “la vesfcula’ con el producto (Brelzlaff et ,ﬂ, 1993)

de prenez oblenldos en el grupo e ecepm qu rec:bleron_ ‘

. embrlones fre cos o eml

cuadrada’ (Damel 1985)

nones congelados fueron comparados por medlo de la prueba de Ji o

17



Figura |

1) Ovulo. 2) Ovulos y embriones no transferibles.

3} Un blastocito maduro, dos expandidos de calidad 4) Dos blastocitos maduros y una mérula compacta
excelente y un évulo (abajo). calidad pobre (izquierda).



IV.-RESULTADOS

De fas 6 cabras donadoras se obtuvieron 48 embriones transferibles, 22 Qe los cuales se

lransfirleron en fresco y 26 se congelaron.

En el Cuadro 1 se muestran los resullados de femlldad [ exist‘ié diferencia

s1gn|ficauva en el porcentaje de prefiez entre el grupo de receplora que recnbleron embriones

" frescos (63.63%), y las que recibieron embriones congelad -'(53 84%) (P>0 05)

Cuadro 1. Porce tj{ de preficz ob

n cabras receptoras de embriones

frescos y congelados

Tip'ofdé embrién : Porcentaje‘de

" preﬂcz !

FRESCOS*

: coNqELj\Dbs?

* Cada rcceptora recnbné 2 embnones_

Valorcs que compancn hteral no son esndisnc'lmenle dlferemes (P>0 05)

i8 -



" De las ll receptoras de embrlones frescos. paneron 7 de Ias cuales 3 tuweron parto

gemelar, lo que represenl'x una prohﬁc:dad d "l 42 ’De Ias 13 recep(oras de embnoncs K
congelados. una nhono y 6 Ilegz\ron ‘al pano, teniel |
de 1. 50) (Cuadro 2

idad obtenida en las cabras receptoras de embriones l'|:e§cos'y s

¢ blé 2 embnones

: No exlsuo dlferencm sngml‘cauva (P> 0. 05)

Cuadro 3, biag'nééllc'o' de gesta ion 1
por radioinmunoandlisis (RIA). '\
METODO DE :
DIAGNOSTICQ :

eétames/Transfendas : (%)

RIA(Progesterona) - 9113 69.23

ESTA TESIS NO CERE
SLR OF LA BIBLIOTECA

19
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V.- DISCUSION
En el Cuadro'1 »V se 'p’u_ed: observar que no existié diferencia significéfiva enel
porcentaje de geé!aciones' ‘bt nit‘lva'al transferir embriones frescos (63.63%)..‘_ Q’Vcbl'i‘geladds_ :
(53.84%). y ‘ :

El porcen(aje de ges cnén oblemdo al transfenr embnones l‘rescos (63, 63) es similar al‘ R

encontrado por otros autores. quxenes han obtemdo porcemajes de geslaclones de un 75%1
(Kraemer, 1989), :

embnones flfescos

anumlus sup«.non.s La congelacxén de cmbnoncs es mdlspensablc cuan o sc pruende rmllz'\rg :

movnhz’\cmn mlernacmnal dL c.mbnunes

20



No se enconlré dlferencla sigmf cauva (P>0 05), en cu.mlo a Ia prohﬁcidad entre las

rpo lutco por m:is

nempo prescmndo nlvelcs de proges(erona clevados ( Anns(ron;, ¥ Evans. 1983)

21



VI.- CONCLUSIONES

En este trabajo se concluye gue la transferencia laparoscdpica de embriones - frescos o'_ ;

congelados son igual de_faclibles, ya que no existcr_l diferencias significativas en la fe'rtilicliaid,b ;

La prolificidad, tampoco se ve daiiada por el hecho de cbnge]ér los Enﬁb}i}ioﬁes,j por lo

que se tiene la misma probabilidad de éxito en cualquiera de los dos ,calsés}‘ (

22
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