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RESUMEN
Entre los principales factores que determinan el éxito de un programa de ovulacion

multiple y transferencia embrionaria (MOET), esta la alta variabilidad en la respuesta
superovulatoria vinculados a la raza, edad, tipo, altitud y dosis de FSH. El objetivo del

iX



presente trabajo fue estudiar la relacion de la concentracion plasmatica de progesterona
respecto a la viabilidad y calidad embrionaria al dia de la recolecta de embriones en la
donadora. Se seleccionaron y superovularon con hormona foliculoestimulante (FSH-
P) a dosis decrecientes, 7 hembras bovinas de la raza Holstein Friesian que van desde
los 2 a 10 afios de edad. La recoleccion embrionaria se efecttio 7 dias después de la
primera inseminacion, asi como la toma de muestras de sangre para determinar P4
mediante ELISA. Los datos se analizaron mediante la t Student. Se determiné que los
niveles de progesterona plasmatica en donadoras de embriones superovuladas al dia 8
post inseminacion van desde 1,67ng/ml, 2,05 y 67,32 ng/ml, ademas los estadios de
desarrollo mérulas, Early blastocistos y blastocistos son correspondiente a los eventos
progresivos de ovulacion de la donadora. Los niveles de concentracion de progesterona
superiores a 20ng/ml establecieron un adecuado desarrollo embrionario y su
mantencion en grado 1 (excelente), a niveles inferiores a 15 ng/ml determinaron
disminucion en el desarrollo embrionario y degeneracion. Se concluye que la viabilidad
embrionaria (morfologia — clasificacion grado I, 11 y IllI) poseen una correlacion
positiva respecto a los niveles de progesterona plasméatica en vacas donadoras

superovuladas.

Palabras clave: Superovulacion, progesterona, viabilidad embrionaria, estadios

embrionarios.

ABSTRACT
Among the main factors that determine the success of a multiple ovulation program

and embryo transfer (MOET) is the high variability in the superovulatory response

linked to the race, age, type, altitude and dose of FSH. Thus, some studies show that
X



the plasma concentration of progesterone (P4) finds a relationship between embryonic
production and P4 concentration, but others do not. The aim of the present work
research was to study the relationship of plasma progesterone concentration with
embryonic viability and quality to the day of embryo collection in the donor. They were
selected and superovulation with follicle-stimulating hormone (FSH-P) at decreasing
doses, 7 female bovine Holstein Friesian breed ranging from 2 to 10 years of age. The
embryo collection was carried out 7 days after the first insemination, as well as taking
blood samples to determine P4 by ELISA. The data was analyzed using the t Student
test. It is determined that the levels of plasma progesterone in donors of superovulated
embryos at day 8 post insemination range from 1.67ng / ml, 2.05 and 67.32 ng/ ml, in
addition the stages of development of morulas, Early blastocysts and blastocysts are
corresponding to the progressive ovulation events of the donor; thus, levels of
progesterone concentration higher than 20ng / ml established an adequate embryonic
development and its maintenance in grade 1 (excellent), at lower levels than 15 ng /
ml, determined a decrease in embryonic development and degeneration. It is concluded
that embryonic viability (morphology - grade I, 1l and Il classification) has a positive

correlation with plasma progesterone levels in superovulated donor cows.

Key words: Superovulation, progesterone, embryonic viability, embryonic stages.
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1. INFORMACION GENERAL
Tema:

EVALUACION DE LOS NIVELES DE PROGESTERONA EN VACAS
DONADORAS SUPEROVULADAS EN RELACION A LA CALIDAD
EMBRIONARIA.

2. INTRODUCCION
El sector ganadero ve en las nuevas tecnologias reproductivas el desarrollo de su

establecimiento, entre ellas esta obtener embriones que puedan ser viables para una
futura transferencia de lineas de animales genéticamente superiores, basandose en el

avance de las técnicas de fertilizacion in vitro y en el cultivo de embriones.

La superovulacion busca que el sector ganadero pueda beneficiarse de la misma
haciendo que exista mayor nimero de ovulaciones mediante el cual se pueda obtener
mayor cantidad de embriones que puedan ser transferidos aumentando asi las
probabilidades de prefiez. El ciclo estral estd regulado por una interaccion hormonal

regida por el eje hipotalamo-hipdéfisis-ovario-Utero (Belacuba, 2007).

La progesterona es indispensable para el establecimiento y el mantenimiento de la
prefiez (Cutini, 2000).

Es una hormona que tiene como precursor al colesterol y se secreta por el cuerpo lateo
las principales caracteristicas de esta hormona esta en promover el crecimiento de las
glandulas endometriales el desarrollo alveolar de las glandulas mamarias ademés de

previene las concentraciones del Gtero a niveles excesivos.

La P4 constituye un factor indispensable en la iniciacion y regulacion de la gestacion,

ya que contribuye en el mantenimiento del cuerpo luteo (Pitty, 2012).

Estudios realizados en donadoras con un porcentaje mayor > 3 ng/ml de progesterona

muestran que las vacas tienen mayor promedio en el total de 6vulos y embriones y en



los embriones transferibles que las que presentan menor cantidad de progesterona
asociado a la funcionalidad o presencia del cuerpo luteo (Ake, 2009).

3. OBJETIVOS
3.1 General

Evaluacion de la viabilidad embrionaria mediante la valoracion de los niveles de
progesterona plasmaética en vacas donadoras superovuladas en relacion a la morfologia

embrionaria.

3.2 Especificos
e Determinar los niveles de progesterona plasmética en vacas donadoras de

embriones superovuladas al dia 8 post inseminacion.

e Evaluar la viabilidad embrionaria mediante los diferentes grados de desarrollo

embrionario en relacién a su morfometria.

e Correlacionar los niveles de concentracion de progesterona plasmatica en

relacion a la viabilidad embrionaria.

4. FUNDAMENTACION CIENTIFICO TECNICA

4.1 ANATOMIA REPRODUCTIVA
4.1.1 Ovario

Son los 6rganos encargados de producir las células reproductoras, conocidas como
6vulos o huevos aunque su denominacion correcta es ovocito. Normalmente el bovino
sexualmente maduro expulsa uno o en ocasiones mas Ovulos cada 18 a 24 dias,
precedido del celo o calor. Ademas de producir évulos, los ovarios producen hormonas
que estan relacionadas con el proceso de la reproduccion y el crecimiento de la glandula
mamaria (Yanguma, 2009).

4.1.2 Oviducto o Trompas de Falopio
Son dos tubos finos y flexuosos de 20 a 35 cm de largo, que comunica el Gtero  con

los ovarios. Es el lugar donde se realiza la fecundacion (union del 6vulo con el



espermatozoide). Se divide en cuatro partes que son: Infundibulo, Ampula, Istmo y
Unién Gtero tubarica (Gonzalez, 2017).

4.1.3 Utero
Es el lugar donde se desarrolla el feto, posee un cuello, un cuerpo y dos cuernos.
Generalmente se encuentra en la cavidad pélvica pero cuando hay prefiez es mas comdn

en la cavidad abdominal (Gélvez, 2017).

4.1.4 Cérvix

Es la parte mas caudal del dtero, mide de 8 a 10 centimetros de largo, presenta una
conformacién cilindrica y pliegues de la mucosa en direccién caudal, los cuales
forman los llamados anillos del cérvix (generalmente 3 0 4). Las principales
funciones del cérvix son las de servir como reservorio de semen, ayudar en el
transporte del semen hacia el Gtero y servir como barrera entre el exterior y el Utero
(Cardona, 2013).

4.1.5 Vagina

La vagina es un tobo fibromuscular alargado que parte del borde del vestibulo vulvar
hacia adelante, de 10 a 20 cm de longitud, con paredes que presentan NUMErosos
pliegues longitudinales y transversales; normalmente se encuentra colapsada y termina
en un fondo de saco ciego alrededor del extremo posterior del cérvix o cuello uterino
(Marquez, 2015).

4.1.6 Vulva

Forma el orificio sexual externo y se compone de dos labios. Inmediatamente  por
delante de la unién de los labios, en el piso vulvar, se encuentra el clitoris, que
constituye un vestigio del pene. Se encuentran ubicados a los lados del a apertura
vulvar como el labio derecho y izquierdo esta tiene como funcién: Dejar pasar la orina,
Abrirse para permitir la copula y Servir como parte del  canal del parto (Gonzalez,
2017).



4.2 FISIOLOGIA REPRODUCTIVA
El funcionamiento del aparato reproductor depende de una serie de sustancias

producidas en el Sistema Nervioso Central del animal que viajan por via sanguinea
para producir su efecto sobre los ovarios y el utero y se denominan hormonas. Los
ovarios, a su vez, en respuesta a estas hormonas, producen otras sustancias que actuaran
sobre el utero, sobre otros tejidos y sobre el mismo Sistema Nervioso Central
(Marquez, 2015).

El ciclo estral esta regulado por una interaccion hormonal regida por el eje hipotalamo-

hipofisis-ovario-Utero (Sintex, 2005).

4.2.1 Hipotalamo

Forma la base del cerebro, y sus neuronas producen la hormona liberadora de
gonadotrofina o0 GnRH. El GnRH, en la eminencia media, difunde a los capilares del
sistema porta hipofisiario y de aqui a las células de la adenohipéfisis en donde su
funcién es estimular la sintesis y secrecion de las hormonas hipofisiarias, FSH y LH
(Sintex, 2005).

4.2.2 Hipofisis

Es una glandula endocrina que produce distintas hormonas que tienen importantes
funciones en la regulacion del metabolismo, el crecimiento y la reproduccién. Es un
6rgano pequefio, de distinto tamafio y morfologia segun la especie animal. Se encuentra
situado en una depresion central del cuerpo del hueso basiesfenoides, llamada fosa
hipofisaria de la silla turca, separada de la masa encefélica por un pliegue de la

duramadre, que se fusiona con el periostio del hueso (Antonio, 2009).

4.3 FASES DEL CICLO ESTRAL
El ciclo estral se puede dividir en tres fases:

1) Fase folicular o de regresion lutea (proestro)
2) Fase periovulatoria (estro y Metaestro)

3) Fase luteal (diestro).



El dia O del ciclo estral es el dia del celo, signo visible a simple vista, sin embargo
desde el punto de vista fisioldgico, la descripcion se realizara a partir de la destruccion

del cuerpo luteo del ciclo anterior (Becaluba, 2007).

4.3.1 Estro, celo, calor (dia 0)

Es la etapa caracterizada por un periodo de receptividad sexual en donde la hembra
acepta la monta y el apareamiento. Se le considera el inicio del CE (dia 0), corresponde
al primer dia del estro cuya duracion es de 15 h promedio con un rango de 06-24 h
aproximadamente, variando segln la edad, la raza y estado nutricional; en esta etapa

se da el pico de la hormona luteinizante (LH) 2-6 horas (Jiménez, 2016).

4.3.2 Metaestro (dia 1-4)

La ovulacion en la vaca es un fendmeno espontaneo que tiene lugar unas 12 horas
después de finalizado el estro. Las células granulosas del foliculo que ha ovulado se
transforman en células luteales, a partir de las cuales se forma el cuerpo IUteo. En esta
fase se reducen las secreciones de las glandulas uterinas, cervicales y vaginales. Los
sintomas de celo comienzan a desaparecer; en algunos animales se puede ver un mucus

sanguinolento (Lopez, 2017).

4.3.3 Diestro (dia 5-17)
El cuerpo luteo completa su desarrollo y el Gtero se prepara para recibir al embrién, en
caso de no presentar prefiez se repite el ciclo (Gélvez, 2016).

4.3.4 Proestro (dia 18-20)
Tiene una duracién promedio de 3 dias.

Externamente se manifiesta por inquietud del animal, aunque aun no acepta ser

montada.

Internamente se presenta crecimiento del foliculo y maduracion del évulo. Esta influido

por los estrogenos (Gaona, 2015).



4.3.5 Foliculos y oocitos
Los ovarios de una hembra bovina al nacer tienen aproximadamente 200 mil oocitos

primarios que tedricamente al ser fertilizados pueden dar origen a un ser.

Sin embargo, s6lo un oocito es eliminado desde un foliculo cada 21 dias. Los ovarios
contienen 1.000 veces més oocitos que los que maduran y ovulan durante la vida

productiva de un animal (Campo, 2010) .

4.4 DINAMICA FOLICULAR
Se conoce como dinamica folicular al proceso de crecimiento y regresion de foliculos

antrales que conducen al desarrollo de un foliculo preovulatorio. Entre 1 y 4 ondas de
crecimiento y desarrollo folicular ocurren durante un ciclo estral bovino, y el foliculo

preovulatorio deriva de la dltima (Becaluba, 2007).

4.4.1 Reclutamiento

El reclutamiento es un proceso por el que, bajo la responsabilidad de la FSH, un
conjunto de foliculos antrales tempranos (2-3 mm de didmetro) comienzan a crecer en
un medio con suficiente soporte gonadotréfico que les permita progresar a la ovulacion
(Albeitar, 2003).

4.4.2 Seleccion

Durante los dias 2, 3 y 4 del ciclo estral, uno o varios foliculos (provenientes de la etapa
de reclutamiento) con un tamafio promedio de 6 a 9 mm, se relaciona con la
interferencia del foliculo méas grande sobre la capacidad de los foliculos mas pequefios

de recibir un adecuado soporte gonadotropico (Tovio, 2013).

4.4.3 Dominancia
Es la etapa de desarrollo folicular que comprende desde la divergencia hasta el
momento en que el foliculo dominante produce la maxima cantidad de estradiol, antes

de desarrollar atresia u ovular (Ramirez, 2013).

4.5 VACAS DONADORAS
Hay dos tipos de vaca que se necesitan para desarrollar el trabajo de transferencia de

embriones. Por un lado estan las donantes, que son vacas élite y que son las dadoras de



genética. El proceso de seleccion de donantes es uno de los procesos méas importantes
(Gutiérrez, 2014).

4.5.1 Seleccion de la donadora
La seleccion de las donadoras esta regida por criterios de productividad, mejoramiento
genético y valor agregado de las crias, ya que sus costos tienden a reducirse en la

medida que aumentan estos aspectos (Rivera, 2006).

4.5.2 Manejo de donadoras

El manejo de la donante debe comenzar bastante antes de entrar en el programa y en
esta etapa se debera cumplir con el propietario para que comprenda y aprecie como
debe ser manejada la vaca y cual es su responsabilidad en ello. Muchas vacas ciclaran
en forma irregular en los dos primeros meses posparto si estan bien nutridas y luego
comenzaran a ciclar mas regularmente. Otras no ciclaran mientras tengan su ternero al

pie aun estando bien nutridas (Albeiro, 2008).

4.6 SUPEROVULACION
Es la induccion de ovulaciones multiples mediante el uso de gonadotropinas exdgenas.

Esta técnica es empleada en el procedimiento de produccién y colecta de embriones y
sin ella seria imposible llevar a cabo esta practica de mejoramiento genético (Serrano,
2009).

La superovulacidn de la vaca permite que ésta, en vez de ovular una sola vez y producir
un embrion por afio, con la estimulacion produzca mayor cantidad de évulos, que puede
asi llegar a los 10 o 12. Posteriormente, se insemina a las vacas, y 7 a 8 dias después
(Frutos, 2010).

4.7 FACTORES QUE AFECTAN LA SUPEROVULACION
5.7.1 Factores externos

Factores tales como periodo del afio o la estacion, la nutricién y el manejo, y el semen
pueden afectar la respuesta superovulatoria de una manera directa o indirecta (Jimenez,
2009).



4.7.2 Factores fisiolégicos
Se ha propuesto que la especie, la raza, la edad, el nimero de partos, el estado

lactacional, la fertilidad de la vaca, el estatus sanitario (Claudia, 2009).

4.8 TRANSFERENCIA DE EMBRIONES
La transferencia de embriones es una técnica para el mejoramiento genético del ganado

que actualmente estd siendo muy difundida en nuestro pais, debido a los buenos
resultados obtenidos. En condiciones normales, cada vaca produce una sola cria al afio,
lo cual significa que cuando mucho producira de 6 a 8 terneros en su vida. Con la
transferencia de embriones, se ha llegado a obtener mas de cien crias de una vaca

durante su vida productiva (Frutos, 2010).

4.8.1 Técnica de transferencia de embriones

La técnica de transferencia de embriones consiste en recolectar del Utero de la hembra
donadora el o los embriones, clasificarlos, empacarlos y congelarlos o pasarlos en
fresco al Gtero de una o mas hembras receptoras que servirdn de incubadoras
exclusivamente de ese embrion y que se encuentre con los mismos dias del ciclo sexual

que la donadora (Perez, 2011).

4.8.1.1 Ventajas

Prolongacion de la vida reproductiva de animales genéticamente valiosos,

inmaduros o muy viejos.

e Creacién de bancos de gametos provenientes de animales seleccionados por

excelencia productiva y/o adaptabilidad.
e Determinacion y seleccion del sexo de embriones.
e Control de enfermedades de la esfera reproductiva (Pelaez, 2011).

4.8.1.2 Desventajas

e Requiere de técnicas avanzadas y complejas.

e Requiere investigacion en las areas de: alimentacion, reproduccion, etc.



e Mayor costo comparado a la in-seminacion artificial; no obstante el beneficio

econdmico es mayor (INIA, 2017).

4.9 MORTALIDAD EMBRIONARIA
La mortalidad embrionaria es considerada la principal causa responsable por el

aumento en el intervalo entre partos en los bovinos. La mayoria de las muertes
embrionarias ocurre durante el periodo embrionario de la gestacién (< 45 d) tanto en

bovinos de carne como de leche (Sartori)

4.9.1Causas de mortalidad embrionaria

4.9.1.1 Origen no-infeccioso

Existe un nivel basal de mortalidad embrionaria que en general esta asociado a defectos
cromosomales heredados o adquiridos. Defectos heredados como las translocaciones
genéticas han sido detectados y se han logrado eliminar casi totalmente de las
poblaciones. Sin embargo la expresion de genes letales debido a la consanguinidad se
estd incrementando en algunas razas y se estima que la ME puede incrementar entre un
2-10% por esta razén (Claudia, 2009)

4.9.1.2 Origen infeccioso

Infecciones especificas del aparato genital, tales como brucelosis, tricomoniasis,
vibriosis, tuberculosis, leptospirosis, Mycoplasmosis, rinotraqueitis bovina infecciosa
(1.B.R.), vaginitis pustular infecciosa (1.P.V.), etc. Pueden interferir sobre la gestacion
destruyendo el huevo fecundado y el embridn en desarrollo. Constituyen un factor

preponderante en las causas de mortalidad embrionaria (Bavera, 2000).

4.10 METODOS DE RECOLECCION DE EMBRIONES
Existen tres métodos de coleccion de embriones, dos quirtrgicos y uno no quirurgico,

el primero requiere de médicos, anestesistas y cirujanos, lo cual hace de esta técnica
algo impréactico quedando en desuso. El segundo método consiste en una laparotomia
por uno de 10s flancos usando anestesia regional y local. El tercer método es el no

quiruargico o transcervical, que actualmente es el mas usado (Salazar, 2006).
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4.10.1 Recoleccion quirurgica
A través de la linea media con el animal bajo anestesia general, el cual es impracticable

en terreno (Campo).

Por medio de una incision de 15 cm de longitud en la linea media, por delante de la
glandula mamaria, se extraian los cuernos uterinos con los ovarios. El lavaje de los
cuernos y oviductos se llevaba a cabo el dia 5-7 introduciendo catéteres de goma a
través de la pared dorsal del cuerno uterino y en la ampolla del oviducto. Cada cuerno

era lavado con volimenes variables de 40-60 ml de una solucion buffer (Palma, 2001).

4.10.2 Recoleccién no quirurgica transcervical

Se lleva acabo igual que la inseminacion artificial, bajo palpacion rectal por las vias
naturales a través de la vagina, cérvix, cuerpo de la matriz hasta el cuerno uterino
ipsilateral. Para ello se coloca el embrion ya localizado en la pajuela (0.25 mi) en el
catéter de transferencia cuya apertura se encuentra situada lateralmente en el extremo
final del mismo (Ochoa, 2005).

4.11 CLASIFICACION EMBRIONARIA
4.11.1 Evaluacion Embrionaria

Los embriones se clasifican de acuerdo con dos criterios: grado de desarrollo y calidad
la Sociedad Internacional de Transferencia de Embriones (IETS), han designado un
numero progresivo para 10s diferentes estadios de desarrollo y para la calidad del
embrion (Rodriguez, 2006).

4.12 DESARROLLO EMBRIONARIO
4.12.1 Morula compacta.-Sus blastomeros estan unidos y constituyen una masa

compacta que ocupa solo el 60-70% del espacio perivitelino.

4.12.2 Blastocisto temprano.- Se caracteriza por el comienzo del transporte de fluido
en las células trofoectodérmicas y por la formacion de una cavidad (blastocele) en el
interior del embrion, ocupa 70-80% del espacio perivitelino. Es posible diferenciar el

trofoblasto de la masa celular interna.
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4.12.3 Blastocisto.- Existe una marcada diferenciacion entre las células del
trofoblasto, que constituyen una pared -que se adosa a la zona pelucida y la masa celular

interna (o disco embrionario) mas oscura.

4.12.4 Blastocisto expandido.- La presion creciente del blastocisto en crecimiento
provoca la ruptura de la zona pelicida. Los embriones recuperados en este estadio se
pueden colapsar temporalmente, esto se caracteriza por una pérdida completa o parcial

del blastocele.

4.12.5 Blastocisto protruido.- Los embriones han abandonado la zona peldcida. Su
forma puede ser esférica, con un blastocele bien definido ("burbuja™) o colapsado
(Palma, 2001).

4.13 CLASIFICACION EMBRIONARIA
4.13.1 Grado 1 (Excelentes): Muestran contornos celulares bien definidos y no hay

dispersion ni destruccion en los blastdmeros.

4.13.2 Grado 2 (Buenos): Embriones con algunos cambios tales como granulaciones
atipicas, algunas con signos de degeneracién y opacidades anormales.

4.13.3 Grado 3 (Regulares): Embriones que presentan blastémeros dispersos (poca
cohesién) y mayor grado de degeneracion ocasionalmente blastomeros asimétricos

pero parte de la masa celular se mantiene viable.

4.13.4 Grado 4 (Malos): Alto grado de degeneracion que imposibilita determinar el

grado de desarrollo (I1zquierdo, 2015).

4.14 PROGESTERONA
La progesterona, hormona esteroidea, es producida por el cuerpo luteo por accion de la

LH. Los efectos de la progesterona se observan después que el tejido blanco ha estado
expuesto durante cierto tiempo a la estimulacién de los estrogenos. Esta preparacién
por los estrégenos conduce a un efecto sinérgico. La progesterona prepara el Gtero para
el implante del embrion y para mantener la gestacion (Becaluba, 2007).
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La Progesterona prepara al Utero para la gestacion, La progesterona también evita que
el animal vuelva al celo al inhibir la liberacion de gonadotropinas de la glandula
Pituitaria en el cerebro (Nebel, 2011).

Se pueden encontrar valores altos de esta hormona alrededor del dia 10 después de la
ovulacion y estos valores se mantienen, y no decaen como en el animal no gestante,
alrededor del dia 16 o 17 del ciclo (Matamoros, 2002).

En el metaestro los niveles de estrogenos y progesterona (P4) son bajos y en el bovino
se da la ovulacion en este periodo y ocurre una secrecion de sangre que se extiende por
la cola que por lo general se tiende a confundir como una sefial de concepcion o de
falla, dura entre 2-4 dias. EIl diestro se caracteriza como el periodo donde el cuerpo
lateo es funcional, comienza desde el dia 5 aumentando su concentracion de
progesterona (P4) en la sangre y termina con la regresion del cuerpo luteo al dia 16;
seguidamente comienza el proestro que presenta una caida de los niveles de P4, y

finalizando con el inicio del estro en el dia 21 (Stevenson, 2012).

4.15 PRUEBA DE ELISA
La medicién de P4 en suero o plasma estd considerado es una de las formas que tiene

mas relevancia para conocer los niveles del mismo.

Se basa en el enlace competitivo entre la progesterona, eventualmente presente en la
muestra analizada, y una cantidad fija de progesterona marcado con el enzima fosfatasa
alcalina (AP), hacia los lugares de enlace del anticuerpo especifico anti-progesterona
adherido a los pocillos. Los pocillos de la placa de hecho han sido tapizados con el
anticuerpo especifico anti-progesterona y representan la fase sélida del enlace entre la
progesterona y el anticuerpo (Agrolabo, 2011).

Después de la primera incubacion, se hace un primer lavado para eliminar todos los
componentes no unidos de manera especifica a los lugares de enlace del anticuerpo. La
cantidad de progesterona marcada con fosfatasa alcalina que se ha unido al pocillo es
inversamente proporcional a la concentracion de progesterona presentes en la muestra
analizada (Agrolabo, 2011).
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La cantidad de progesterona marcada puede ser determinada afiadiendo durante la
segunda incubacion el sustrato/cromogeno (p-nitrofenilfosfato) que en presencia del

enzima fosfatasa alcalina determina una reaccion colorimétrica (Agrolabo, 2011).

El color que aparece se mide con un lector de placas, midiendo la densidad Optica de
cada pocillo a una longitud de onda de 405 nm. La cantidad de progesterona se
extrapola de la curva obtenida con los valores de absorbencia de los estandares
(Agrolabo, 2011).

5. VALIDACION DE LAS HIPOTESIS
Hi= La progesterona influye en la calidad embrionaria (moérula y blastocitos) en

relacion a los grados I, 11, I11.

Ho= La progesterona no influye en la calidad embrionaria (mdrula y blastocitos) en
relacion a los grados I, 11, I11.

6. MATERIALES
6.1 Materiales de Pre-sincronizacién

Hormonales
e GnRH
e Jeringas
e Guantes
e Agujas

6.2 Sincronizacion
e Prostaglandina

e Jeringas
e Guantes
e Agujas

6.3 Inseminacion



Pistola de inseminacion
Catéter de inseminacion
Pajuelas

GnRH

Guantes

Chemise

Termo

Cronometro

Corta pajuelas

6.4 Superovulacion

Implante CIDER
Folltropin®
Estrumate®
GnRH

Guantes
Jeringas

Agujas

6.5 Extraccion de Embriones

Vigro Complete Flush
Vigro Holding Plus

Emcom Filter
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Sonda de extraccion
Soporte universal
Pinzas

Guantes ginecoldgicos
Gel

Jeringas

Agujas

Latex Catheters 16 o0 18

6.7 Calificacion, Visualizacion e Identificacién de Embriones

Well dish with lid

Jeringa de embolo pléstico

Estéreo microscopio

Microscopio invertido micromanipulador

Micropipeta 0,4 y 0,10 microlitro

6.8 Pruebas Hormonales

ELISA

6.9 Transferencia de embriones

Pistola de transferencia

Catéteres

Chemise

Gel

Guantes

15
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7. PROCEDIMIENTO/METODO
7.1 Seleccién de donadoras

Se seleccionaron 7 donadoras de acuerdo a sus caracteristicas genéticas, capacidad
productiva, que las mismas no presentes problemas ginecologicos y que su vida
reproductiva haya sido regular.

7.2 Seleccidn de receptoras

Se seleccionaron vacas receptoras, segun el criterio de (Ochoa, 2005)de que toda vaca
con un punto de vista sexual y sin patologias reproductivas ademéas de animales con
una vida sana y sin trastornos ginecologicos se la puede tomar como animales
receptores en este punto de vista el aspecto genético no tiene mucha importancia

aunque exista influencia en los embriones y desarrollo.

7.3 Sincronizaciéon de donadorasy receptoras

Se confeccion0 previamente un plan de sincronizacién, basandose que no exista una
variacion mayor a los 3 dias al igual que los celos no deberan presentar una variacion
mayor a los 7 dias.

7.4 Aplicacion de FSH para superovulacion en las donadoras

Sirvié para la estimulacién hormonal, la formacion y desarrollo de varios foliculos y
su ovulacién en un momento previamente fijado, se la realizara mediante la inyeccion
de hormonas gonadotropinas.

Tabla 1: Procedimiento para la Superovulacién

DONADORA
DIA 6:00 AM 6:00pm
1 2,5 FOLLTROPIN
2 2,5 FOLLTROPIN 2 FOLLTROPIN
3 2 FOLLTROPIN 1,5 FOLLTROPIN
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1 FOLLTROPIN + 2cc
1,5FOLLTROPIN + 2 cc
4 ESTRUMATE+SACAR
ESTRUMATE
IMPLANTE
5 1 FOLLTROPIN 0,5 FOOLTROPIN
6 0,5 FOLLTROPIN
CELO DIA 6 (MADRUGADA) 12 HORAS DE INICIADO EL CELO
DONADORA 3 cc GESTAR
EXTRACCION EMBRIONES 7mo dia post inseminacidn artificial

7.5 Inseminacion de artificial de las donadoras
Después de presentado los celos se procedid a inseminar a las 12 horas posteriores,
debido a que las superovulaciones estan con diferente intervalo de tiempo lo mas

recomendable se lo realizé 2 o 3 inseminaciones cada 12 horas.

7.6 Extraccion de embriones de las donadoras

La extraccion de embriones se realizd preferentemente 7 dias después de la
inseminacion mediante un lavado uterino transcervical esta fecha es lo mas
recomendable ya que los embriones se ubican al extremo anterior del cuerpo uterino y
en ese momento los embriones se encuentra en estado de morulas y blastocisto fases

gue son muy estables.

7.7 Visualizacion, calificacion y valoracion de los embriones obtenidos

Una vez obtenidos los embriones estos fueron visualizados calificados y valorados para
ver cuantos de los mismos son viables para que puedan ser transferidos.

7.8 Caracterizacion morfoldgica de los embriones obtenidos

La caracterizacion se la realiz6 de acuerdo al tipo de desarrollo embrionario al igual de
los grados que seran basados de acuerdo a la sociedad internacional de transferencia de

embriones.
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7.9 Toma de muestras obtenidas de sangre, en donadoras

Las muestras fueron obtenidas de las venas de los animales (Caudal), 10ml que se envio
al respectivo laboratorio para que sean analizadas.

7.10 Anélisis de progesterona

Se las realiz6 mediante el test de ELISA

7.11 Anélisis estadistico es la prueba t de Student para muestras emparentadas
Después de recibidos los resultados se realizd6 mediante esta prueba y pudiendo

comprobar las variables que se compararon.

8. ANALISIS DE RESULTADOS
El nimero de donadoras (vacas y vaconas) que fueron sometidas a un protocolo de

superovulacién mediante la aplicacion de hormona FSH — Folltropin (extracto
purificado de pituitaria de cerdo) en dosis decreciente (Tabla 1), valoracion de la
concentracion plasmatica de progesterona, la edad que va desde los dos afios hasta los
diez afos. Asi como la respuesta superovulatoria, el nimero de embriones viables
obtenidos, sus estadios de desarrollo (mdrulas, Early blastocistos, y blastocistos), la
calidad embrionaria expresada en grado I, Il, degenerados y évulos no fertilizados/
UFOS.



Tabla 2: Donadoras- Superovuladas/Numero de embriones obtenidos /Grado y Estadios de desarrollo
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Total
Concentracion Edad Embrio . Early Ufos Ovulos
» . . Recup Estadio De | Morul Blastoc | Grado | Grado
plasmatica de | Categoria | Edad/afios | Donadora nes Blasto | . Degenerados No
erado . Desarrollo as . istos 1 2
progesterona S Viables cistos Fecundados
s
Identificacion ng/mL
10 afios 2
CHARITO 1 1,67 Vaca 10 12 0 7 5
meses
1 Blastocisto -
DOMENICA 3,16 Vacona 22 meses 2 5 4 3 Early 3 1 1 0 0 0
Blastocistos
4 afios 3 1 Morula
CRISTINA 2,05 Vaca 4 1 1 1 0 1 0 0 0
meses Compacta
7 Early
MILK 9,23 Vacona 26 meses 2 9 7 . 7 0 1 0 1 1
Blastocistos
1 Blastocisto -
10 afios 2
CHARITO 2 8,98 Vaca 10 10 6 5 Morulas 5 1 5 0 3 1
meses
Compactas
10 afios 2 4 Morulas - 2
CHARITO 3 67,32 Vaca 10 6 6 . 4 2 1 0 0 0
meses Blastocistos
8 afios 2 3 Morulas - 2
GISELLA 43,59 Vaca 8 5 . 3 2 5 0 3 0
meses 8 Blastocistos
Promedio 136 46 51 29 13 10 6 14 0 14 7
Promedio 19,43 6,57 | 7,29 4,14 3,25 5 15 2,33 0 35 2,33
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Respecto al porcentaje de superovulacion y nimero de embriones por vaca y vaconas, se
observa que no se obtuvo diferencias estadisticas significativas (Tabla N.-3), sin embargo, se
evidencia correlaciones y diferencias entre las medias. Asi, la respuesta superovulatoria
determind diferencias numéricas entre las vacas y vaconas; sin embargo, el porcentaje de

superovulacion obtenido con Folltropin® fue del 100%.

Se presenta el porcentaje de respuesta superovulatoria en relacion al nimero de donadoras
aplicadas Folltropin (vacas y vaconas) , el promedio de concentracion de progesterona, el
namero de embriones viables, el porcentaje de embriones obtenidos en los diferentes estadios
de desarrollo (morulas, Early blastocistos, blastocistos) y embriones degenerados.

Tabla 3: Respuesta superovulatoria /Promedio de niveles de Progesterona/estadios de
desarrollo

Respuesta Superovulacion 7| 100%

Promedio Progesterona ng/ml |19,42

Vacas 5
Vaconas 2
Embriones Viables 29
Promedio de embriones viables| 4,14
Embriones Morulas 3,25|44,82%
Early Blastocitos 5/34,48%
Blastocitos 1,5|20,68%
Embriones degenerados 14

No existe diferencia estadistica significativa, entre la concentracion de la progesterona
plasmatica en relacién a los embriones viables, ya que el p-valor (0,169) es mayor que el
nivel de significancia (0,05). Sin embargo, se observa que los niveles de Progesterona se

mantienen en el rango promedio respecto a niveles de concentracion en vacas gestantes, y la
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media internacional de embriones viables esta dentro de lo estimado por la IETS/ Sociedad

Internacional de Transferencia de Embriones.

Tabla 4: Niveles de Concentracion de Progesterona plasmatica vs. Embriones viables

Prueba t para dos muestras suponiendo varianzas
desiguales

Niveles de | Embriones

Progesterona viables

Media 19,42 4,14
Varianza 662,09 7,14
Observaciones 7 7
Diferencia hipotética de las 0
medias
Grados de libertad 6
Estadistico t 1,563
P(T<=t) una cola 0,084
Valor critico de t (una cola) 1,943
P(T<=t) dos colas 0,169
Valor critico de t (dos colas) 2,446

No existe diferencia estadistica significativa, entre los niveles de concentracién de
progesterona con la calidad embrionaria (gradol) ya que el p-valor (0,130) es mayor que el
nivel de significancia (0,05). Sin embargo, se observa que los niveles de Progesterona se
mantienen en el rango promedio respecto a niveles de concentracion en vacas gestantes, y la
media internacional de embriones viables grado | es variable segun lo estimado por la IETS/

Sociedad Internacional de Transferencia de Embriones.
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Tabla 5: Niveles de Concentracion de Progesterona Plasmatica vs. Calidad Embrionaria
/Grado |

Prueba t para dos muestras suponiendo varianzas desiguales
Niveles de Calidad
Concentracion | Embrionaria
de Progesterona | /Grado |
Plasmatica
Media 19,428 2,333
Varianza 662,099 4,266
Observaciones 7 6
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 6
Estadistico t 1,751
P(T<=t) una cola 0,065
Valor critico de t (una cola) 1,943
P(T<=t) dos colas 0,130
Valor critico de t (dos colas) 2,446

No existe diferencia estadistica significativa, de los niveles de progesterona con la cantidad
de embriones degenerados obtenidos, ya que el p-valor (0,124) es mayor que el nivel de
significancia (0,05). Sin embargo, se observa que los niveles de Progesterona se mantienen
en el rango promedio respecto a niveles de concentracion en vacas gestantes, y la media
internacional de embriones degenerados es considerable segln lo estimado por la IETS/
Sociedad Internacional de Transferencia de Embriones.

Tabla 6: Niveles de Concentracion de Progesterona Plasmatica vs. Embriones
Degenerados

Prueba t para dos muestras suponiendo varianzas

desiguales
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Progesterona Embriones

Degenerados
Media 19,428 2
Varianza 662,099 6,666
Observaciones 7 7
Diferencia hipotética de 0
las medias
Grados de libertad 6
Estadistico t 1,783
P(T<=t) una cola 0,062
Valor critico de t (una 1,943
cola)
P(T<=t) dos colas 0,124
Valor critico de t (dos 2,446
colas)

No existe diferencia estadistica significativa entre la edad de las donadoras en relacion a los
embriones viables, ya que el p-valor (0,1925) es mayor que el nivel de significancia (0,05).
Sin embargo, se observa que existe una relacion entre las medias respecto al edad de las
donadoras Vs los embriones viables, determinado que a medida que aumenta la edad el
namero de embriones viables disminuye y a medida que disminuye la edad en las donadoras

el nimero de embriones viables aumentan.

Tabla 7: Edad de las Donadoras vs. Embriones Viables

Prueba t para dos muestras suponiendo varianzas

desiguales

Embriones
Viables.

Edad de las

Donadoras
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Media 6,571 4,142
Varianza 14,285 7,142
Observaciones 7 7
Diferencia hipotética de 0

las medias

Grados de libertad 11

Estadistico t 1,388

P(T<=t) una cola 0,0962

Valor critico de t (una 1,795

cola)

P(T<=t) dos colas 0,192

Valor critico de t (dos 2,200

colas)

9. DISCUSION DE LOS RESULTADOS
El porcentaje de superovulacion y nimero de embriones por vaca y vaconas, obtenido en la

investigacion, resultd similar a los encontrados por Mejia y Véasquez (2012) quienes

obtuvieron una respuesta superovulatoria del 100% utilizando Folltropin®.

Por otra parte no se encontro diferencias significativas en el nimero de embriones producidos
por vaca y vacona 4,14% (Cuadro 2); estos resultados son inferiores a los encontrados por
Mejia y Vasquez (2012) quienes obtuvieron 5.6 embriones promedio recolectados por vaca

utilizando Folltropin®.

Respecto a la calidad embrionaria las diferencias no fueron estadisticamente significativas
entre los niveles de concentracion de progesterona plasmatica versus nimero y porcentaje de
embriones producidos de acuerdo al grado I, se observaron diferencias numéricas y
porcentuales entre vacas y vaconas (Cuadro 2), obteniendo de 29 embriones viables un
promedio de 4,14 que es equivalente al 92 %, y de estos grado | 14 embriones que representa
el 48,27%; no se obtuvo embriones grado Il, sin embargo los embriones degenerados

también fueron 14 y estos representan el 48,27%de . Estos resultados superan los de Kelly et
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al. (2017) quienes reportaron el 45.08% de sus embriones en grado | y Il utilizando
Folltropin® sin embargo son inferiores al 67.44% de los embriones en grado | y 1, similares
a los datos obtenidos por Mejia y Vasquez (2012) quienes obtuvieron 64.7% de embriones

grado 1 y II.

En relacion a la clasificacion de los embriones con base al estadio de desarrollo, las
diferencias no fueron estadisticamente significativas entre los niveles de concentracion de
progesterona plasmatica versus los estadios de desarrollo Morula, Early blastocistos y
blastocistos, sin embargo se presentan diferencias numéricas y porcentuales obteniendo 13
Moérulas (44,82 %), 10 Early blastocistos (34,48 %) y 6 blastocistos (20,68 %). Segun Curtis
(2014), los embriones buenos para fines de TE comercial normalmente son los embriones en
estadio de Morula (M), Blastocisto Temprano (Bt), Blastocisto expandido (Be) y
preferiblemente Blastocisto (B).

Respecto a la edad de las donantes de embriones versus el nimero de embriones viables no
existe diferencia estadistica significativa, sin embargo existe diferencia numérica entre las
medias, por tanto la edad y la caracterizacion de la donante sea esta vaca o cavona podrian
influir directamente en la calidad de los embriones, siendo el mayor nimero de embriones
viables y de mejor calidad (grado 1) los embriones obtenidos en las vaconas. Esto se debe a
que en las vacas el ciclo de vida celular cronoldgico ovarico y folicular determina
envejecimiento en el tejido ovarico y por lo tanto en la calidad del ovulo de las vacas; otro
factor que podria estar influenciado en la calidad y mantencion del desarrollo embrionario
son los niveles de progesterona. Asi, en el presente estudio encontramos un porcentaje
paralelo de embriones degenerados respecto a los embriones viables, por tanto, los niveles
de progesterona podrian estar influenciados directamente respecto al ambiente uterino y la
mantencidn optima en el desarrollo y progresion de los embriones. Se sugiere que los niveles
plasmaticos para mantener y nutrir un embrién en vacas en altitud elevada va de 8,98 ng/ml
a 67,32 ng/ml y en vaconas van desde 3,16 ng/ml a 9,23 ng/ml en los siete primeros dias post
inseminacion en donadoras superovuladas que mantienen embriones en el lumen uterino., sin
embargo se estimaria que estos niveles deberian ser superiores cuando un animal esta

superovulado y el utero de la donante debe mantener mas de un embridn; por tanto se podria
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sugerir que la aplicacion de progesterona exdgena post inseminacion artificial de la donante

0 un implante intravaginal hasta el momento de la extraccion de los embriones mejoraria

considerablemente mantencion y calidad de los embriones.

10. CONCLUSIONES
Se concluye que la viabilidad embrionaria (morfologia — clasificacion grado I, 11 y 111) poseen

una correlacion positiva respecto a los niveles de progesterona plasmatica en vacas donadoras

superovuladas.

11.

Los niveles de progesterona plasmatica en donadoras de embriones superovuladas al
dia 8 post inseminacion, se determind que los niveles inferiores que van desde
1,67ng/ml se relacionan con la obtencion de 6vulos no fecundados (évulos); niveles

de 2,05 ng/ml con 1 embrién) y 67,32 ng/ml con la obtencion de 6 embriones.

De los embriones obtenidos el desarrollo embrionario (estadios) mérulas, Early
blastocistos y blastocistos, es correspondiente a los eventos progresivos de ovulacion

de la donadora.

Respecto a viabilidad embrionaria los niveles de concentracién de progesterona
superiores a 20ng/ml establecieron un adecuado desarrollo embrionario y su
mantencion en grado 1 (excelente), asi niveles inferiores a 15 ng/ml determinarian

disminucion en el desarrollo embrionario y degeneracion.

RECOMENDACIONES
Por la correlacion que existe entre los niveles de concentracion progesterona

plasmatica y la viabilidad y calidad embrionaria se recomendaria la aplicacion de
progesterona exdgena post inseminacion artificial de las donadoras superovuladas.

La progesterona exdgena en hembras bovinas superovuladas se podria aplicar en el
dia 4 post inseminacion artificial; sin embargo se recomendaria hacer estudios para

determinar el dia méas adecuado de aplicacién de P4.

Evaluar los efectos de la progesterona exdgena en vacas superovuladas aplicadas post

inseminacion y su efecto en el desarrollo del cuerpo luteo en fase de Metaestro.
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Anexo 2.- Seleccion de donadoras
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Anexo 3.- Sincronizacién de donadoras y aplicacion de FSH para la superovulacién
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Anexo 4.- Inseminacion de donadoras
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Anexo 6.- Visualizacion, calificacion y valoracion de los embriones obtenidos
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