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RESUMEN

En la Superovulacion y transferencia de embriones (SOTE) existen dos puntos clave: la
recuperacion de los embriones en la donante y la gestacion de los mismos en la
receptora. La transferencia propiamente dicha presenta dificultades que son causa de
pérdida de gestaciones. Tanto la duracion de la maniobra (medida objetiva) como la
dificultad manifestada por el operador (medida subjetiva) han sido mencionadas por
diversos autores pero pocas veces estudiadas en conjunto y relacionadas con la
prefiez. Es conocido que tales dificultades provocan liberacion de PGF2a y ésta
produce efectos negativos tanto en el embrion como en el cuerpo luteo. Desde los
primeros minutos después de iniciada la maniobra se observan niveles elevados de
esta hormona en sangre. Se ha intentado el uso de antiprostaglandinicos como Flunixin
Meglumine (FM), aplicados al momento de la transferencia de embriones (TE) con
resultados variados. La inyeccion utilizada por todos los autores fue intramuscular y no
siempre se relacion6 con la dificultad de la transferencia y ambos hechos podrian
explicar la divergencia de la informacién. Los objetivos de este trabajo fueron: 1)
determinar la relacion entre las dificultades observadas en la transferencia de
embriones y la tasa de prefiez y 2) evaluar si el FM aplicado por via intramuscular (IM)
o intravenoso (IV) pueden modificar esta relacion. Se utilizaron 110 receptoras, se midid
la duracién de la transferencia y la dificultad manifestada por el operador. Estas
receptoras fueron divididas en tres grupos: control (sin tratamiento); 2,2 mg/kg de FM
IMy 2,2 mg/kg de FM IV. Se determiné el porcentaje de prefiez entre los 30-40 dias
posteriores a la TE y se realizd una reconfirmacion a los 60-90 dias posteriores a la TE.
La aplicacion del FM IV post TE mostrd6 una tasa de prefiez a los 30-40 dias
significativamente superior (75%, p<0,001) en comparacion al grupo control (45%) y al
grupo IM (33,3%). Con lo que se concluye que la aplicacion IV de FM es efectiva para
mejorar el porcentaje de prefiez en receptoras de embriones cuando la transferencia
dura menos de 45,5 segundos.

PALABRAS CLAVES: RECEPTORAS, TRANSFERENCIA DE EMBRIONES,
FLUNIXIN MEGLUMINE, PROSTAGLANDINA.
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ABSTRACT

Two key points exist in superovulation and embryo transfer (SOET): the recovery of the
embryos in the donor and the gestation of the embryos in the recipient.

Embryo transfer at such, presents some difficulties that are the cause of gestation loss.
Both, the maneuver duration (objective measurement) and the difficulty manifested by
the operator (subjective measure) have been mentioned by several authors but rarely
studied together and connected to pregnancy. It is known that such difficulties cause
PGF2a release and this produces negative effects on both, the embryo and the corpus
luteum. From the first minutes after the start of the maneuver, elevated levels of this
hormone in the blood are observed. The use of Flunixin Meglumine (FM)
antiprostaglandins applied at the time of embryo transfer (ET) has been attempted with
varying results. The intramuscular injection used by all authors was not always
connected to the difficulty of the transfer and both facts may explain the divergence of
the information. The aims of this study were: 1) to determine the relationship between
the difficulties observed in embryo transfer and the pregnancy rate; and 2) to evaluate
whether intramuscular (IM) or intravenous (IV) can modify this relationship. 110
recipients were used, the duration of the transfer and the difficulty manifested by the
operator were measured. These recipients were divided in three groups: control (no
treatment); 2,2 mg / kg FM IM and 2,2 mg / kg FM IV. The pregnancy rate was
determined between 30-40 days post ET and a reconfirmation was performed at 60-90
days post ET.

The application of FM IV post TE showed a gestation rate significantly higher at 30-40
days (75%, p <0,001) compared to the control group (45%) and IM group (33,3%). It is
concluded that the FM IV application is effective in improving the gestation rate in
embryo recipients when the transfer lasts less than 45,5 seconds.

KEYWORDS: RECIPIENTS, EMBRYO TRANSFER, FLUNIXIN MEGLUMINE,
PROSTAGLANDIN.
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CAPITULO I: INTRODUCCION

La transferencia de embriones (TE) es una biotécnica reproductiva que se utiliza en la
mayoria de los paises del mundo vy, principalmente, en aquellos de alto desarrollo de la
ganaderia, donde ha tenido un progreso vertiginoso en los ultimos veinte afios. Esta
técnica, al igual que en los machos lo hace la inseminacion artificial, permite un mayor
aprovechamiento de los animales de genética superior pues ayuda a su multiplicacion.
Al mismo tiempo permite reducir el intervalo generacional al posibilitar la produccion de
numerosa descendencia a partir de animales jovenes, posibilita el comercio
internacional de germoplasma, ayuda al control de enfermedades y a reproducir
algunos animales con problemas de fertilidad.

Su origen se remonta a los trabajos efectuados por Walter Heape a finales del siglo
XIX que demostrd, en conejos, que las caracteristicas fenotipicas de un embrién no
eran afectadas por las condiciones del Utero de la progenitora (Heape, 1890).

Referido al ganado vacuno en particular, Martinez (2006), en su Tesis doctoral
expresa que: “Luego de la Segunda Guerra Mundial, ..... los cientificos de la
agricultura comenzaron a pensar seriamente en el uso de la transferencia
embrionaria para programas de mejoramiento en bovinos”. Sin embargo, no fue
hasta el afio 1951 en que se llevo a cabo la primera transferencia de embriones en esta
especie con buenos resultados y, posteriormente, en la década de los afios 70
comenzo de forma intensificada su utilizacion comercial.

Por su parte, en el afio 1985 fue aplicada en Ecuador la transferencia de embriones
frescos en bovinos y como consecuencia de ello nacieron las primeras crias producto
del uso de esta técnica y, dos afios después, nacieron dos terneros como resultado de

la aplicacion de la TE congelados (Gorfrey, 1991; citado por Salinas, 2013)

Una vez determinada la posibilidad de hacer desarrollar un embrién en un Utero ajeno
al individuo que lo produjo (donante), surgi6 el interés de hacer producir mas embriones
al individuo donante de manera de poder asi multiplicar su progenie. De esta manera
surgio la practica de provocar la superovulacion en las hembras denominadas donantes
para conseguir de ellas la mayor cantidad de 6vulos fecundados los cuales seran
extraidos para transferirse a las llamadas hembras receptoras. La superovulacion hoy
es una técnica generalizada que, sin embargo, aln presenta una gran variabilidad,
particularmente en la respuesta de la vaca donante.

Por otro lado, los indices de prefiez después de la transferencia, pueden estar
influenciados tanto por el tipo de embrién (calidad y/o edad) transferido como por las

JUANA CATALINA DURAN LOPEZ 14
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maniobras que se ejecutan para ello. Estas ultimas tienen una gran importancia en los
resultados finales del proceso y dependen sobre todo del operador aunque también de
las dificultades anatomicas que presente la hembra receptora que por su lado también
van a afectar al operador. De acuerdo con esto, es de interés poder cuantificar
precisamente el peso de estas variables ya que conociéndolo, sera posible implementar
acciones para su mejora.

Una de las situaciones que es posible evaluar en forma objetiva, es el tiempo en que
se ejecuta la maniobra. En general se ha descrito que a mayor tiempo en la misma, se
disminuyen las probabilidades de que se establezca una prefiez (Tervit, Cooper, Goold,
& Haszard, 1980). Asimismo, las dificultades que el operador tiene para concretar la
maniobra (observacion subjetiva), también van a afectar la sobrevida del embrion
transferido (Gordon, 1976).

La existencia de estos aspectos es destacada por varios autores pero pocas veces han
sido estudiados en su relacion con la supervivencia embrionaria.

Algunos de los estudios efectuados sobre la transferencia de embriones propiamente
dicha, indican que “las manipulaciones del utero generan liberacion de
Prostaglandina F2 alfa (PGF2a) por parte del endometrio (Velez, Randel, &
Neuendorff, 1991; Wann & Randel, 1990). Por su lado, Scenna et al. (2005)
determinaron que “la manipulacion transrectal incrementa los niveles de esta
hormona” provocando “efectos negativos al disminuir la vida del cuerpo lateo y
afectando asi el mantenimiento del embrion en el Gtero” (Garrote & Scardaccione,
2010). Como consecuencia de estos conceptos es posible inferir que en la medida que
aumentan el tiempo y/o las dificultades en la transferencia propiamente dicha, se
afectar4d la tasa de sobrevida (y por lo tanto de gestacion) de los embriones
transferidos.

De acuerdo con lo anterior surge el interés de realizar la determinacion de una medida
confiable de la calidad de la transferencia de embriones; ya sea por su evaluacion
subjetiva u objetiva; y por ello es de interés establecer la correlacién entre ambos tipos
de valoracion (tiempo y dificultad) y a su vez la relacion con la eficiencia de la
transferencia de embriones medida por la tasa de prefiez.

Para contrarrestar los efectos negativos de la PGF2a (tal como mencionaron algunos
de los autores citados) en este momento del ciclo (primeros dias después de la
transferencia, dias 7 a 9 postovulacién), se ha intentado reducir sus niveles a través de
la inhibiciébn de enzimas que participan en su sintesis. Para ello se ha utilizado, con
resultados disimiles, el flunixin meglumine (FM; inhibidor de la ciclooxigenasa que es la
responsable de la sintesis de PGF2a a partir del &cido araquidénico) por via
intramuscular en el momento en que se efectda la transferencia embrionaria (Purcell,

JUANA CATALINA DURAN LOPEZ 15
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Beal, & Gray, 2005; F. Schrick et al.,, 2001). Estos y otros resultados obtenidos,
mostraron inconsistencias en cuanto a la tasa de prefiez obtenida después de la
transferencia de embriones acomparfada o no con FM. Sin embargo, los investigadores
no consideraron que tal vez, la inconsistencia de las respuestas de su uso podria estar
dada por la ocurrencia 0 no de dificultades en la TE, o simplemente por la via de
administracion de la droga que se estaba utilizando. De acuerdo al trabajo de Scenna
et al. (2005), la liberacién de PGF2a después de una manipulacién del utero es muy
rapida con lo cual la aplicacidn por via venosa podria ser mas eficiente para aminorar el
efecto luteolitico y embriotdxico de esta hormona (Scenna et al., 2004).

Lo hasta aqui referido lleva al planteamiento del siguiente problema:

No se conoce con precision la relacion existente entre las dificultades que surgen
durante la transferencia de embriones, con la eficiencia de la gestacion en las
receptoras, ni las causas de la baja efectividad del Flunixin Meglumine, aplicado por via
intramuscular, para contrarrestar la accion de la PGF2a.

A partir de esta problematica, surgen las siguientes preguntas cientificas:

- ¢La medida subjetiva de dificultad en la TE esta correlacionada con su
determinacién objetiva segun el tiempo que lleva hacerlo?

- ¢lLadificultad en la TE, tiene relacién con la tasa de prefiez obtenida?

- ¢La aplicacion de la Flunixin Meglumine por via intravenosa puede modificar la
tasa de prefiez después de la TE?

JUANA CATALINA DURAN LOPEZ 16
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CAPITULO II: OBJETIVOS E HIPOTESIS
OBJETIVO GENERAL

Mejorar la tasa de prefiez después de la transferencia de embriones a través
de la disminucién del efecto de la dificultad de la maniobra o de disminuir el
impacto de la dificultad por la aplicacion del FM por via intravenosa.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar la relacion entre la duracion de la transferencia de embriones
(medida objetiva de dificultad) con la dificultad subjetiva declarada por el
operador.

2. Determinar la relacion entre las dificultades registradas en la transferencia de
embriones y tasa de prefiez.

3. Determinar si la aplicacion del Flunixin Meglumine por via IV o IM es capaz de
modificar las relaciones observadas sin su aplicacion.

HIPOTESIS

1- Existe correlacién entre medidas objetivas y subjetivas de la dificultad con la que
se transfiere un embrién.

2- Existe correlacion entre la dificultad en la transferencia de un embrion y las
probabilidades de su sobrevida.

3- ElI FM aplicado por via intravenosa al momento de realizar la TE permite mejorar
las tasas de prefiez cuando hubo dificultades en la manipulacion.

JUANA CATALINA DURAN LOPEZ 17
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CAPITULO lIl: REVISION BIBLIOGRAFICA
3.1. GENERALIDADES

El alto porcentaje de mortalidad embrionaria durante los primeros dias de gestacion se
considera la causa principal de una baja eficiencia reproductiva; es por este motivo que
se ha considerado que la transferencia de embriones provenientes de bovinos con altas
tasas de fecundidad es una gran alternativa para asegurar el éxito de la gestacion y el
nacimiento de una cria saludable (Sartori & Nunes, 1995).

La transferencia de embriones es una de las biotecnologias mas utilizadas a nivel
mundial. Lo que se pretende lograr con la misma es aumentar la produccién del
namero de crias de alto valor genético; asi como difundir las mismas alrededor del
mundo (Baruselli et al., 2006).

La SOTE (superovulacion y transferencia de embriones) es una técnica mediante la
cual los embriones son colectados de una hembra donante previamente tratada para
aumentar el nimero normal de ovulaciones, que luego son transferidos a una hembra
receptora que sera la responsable de gestar y parir la cria.

Al principio de los afios 70 comenzé el gran interés comercial en la transferencia de
embriones bovinos y en el afio de 1973 se realizé la primera transferencia exitosa de
un embrién congelado; como lo mencionan Bo6 et al. (2002) hoy en dia se realizan mas
de 500 mil transferencias anuales de embriones bovinos en todo el planeta.

El procedimiento en bovinos desde ya hace muchos afios es no quirtrgico (Elsden,
Hasler, & Seidel, 1976), y los embriones se pueden mantener almacenados
indefinidamente mediante la criopreservacién en nitrégeno liquido (Arriaga, 2010).

Como se sefalé anteriormente, la técnica consta de dos etapas criticas: la
superovulacion y colecta de los embriones producidos por las donantes, buscando
conseguir un mayor numero de embriones que tengan un buen desarrollo, y en
segundo lugar, su transferencia a las receptoras, que deberan encontrarse en
excelente condicion corporal y de salud, para garantizar un mayor porcentaje de prefiez
(Alberio, 1993).

Durante el procedimiento de transferencia de embriones se realiza manipulacion del
tracto reproductivo produciéndose liberacion de PGF2aq, la cual inducira la luteolisis; al
iniciarse este proceso ocurre una baja en la concentracion de progesterona (P4)
ocasionandose como consecuencia un aumento de estrogenos (E2) que van a
estimular la expresion de los receptores de oxitocina, y a través de estos ultimos, la
produccion de prostaglandinas (Cardoso, 2009; Perez Garcia, 2001; Pinto et al., 2008).
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Es por este motivo que se ha propuesto el tema de este estudio, ya que plantea que la
inhibicion de la liberacién de la PGF2a podria explicar el aumento del porcentaje de
prenez.

Estudios demostraron que la tasa de prefiez puede disminuir cuando aumenta el tiempo
de duracion de la transferencia de embriones asi como la dificultad de la misma; esto
seria debido a la liberacion de PGF2a inducida por la manipulacion prolongada del
Utero (Rossetti et al., 2011).

La administracion FM como agente antiluteolitico para evitar la regresion prematura del
cuerpo luteo en cabras ya se encuentra bien definido (Soares et al., 1998); a diferencia
del ganado bovino que no se conoce con exactitud los resultados obtenidos sobre la
regresion del CL, cuando es administrado este farmaco (FM) por diferentes vias.

Como lo manifiesta Aké-Lopez (2002), la manipulacién del embrion para realizar la
transferencia del mismo podria comprometer su desarrollo, y como consecuencia
habria un reconocimiento tardio de la gestacién, motivo por el cual se considera factible
utilizar un antiprostaglandinico como el FM.

3.2. SUPEROVULACION

En la superovulaciéon y transferencia de embriones el primer paso es la eleccion de la
donante, es decir, escoger la hembra con el potencial genético que queremos
reproducir. Para esto, es necesario tomar en cuenta algunos parametros en la seleccion
antes de iniciar un programa de superovulacién (SOV) y asi tener una respuesta
superovulatoria efectiva. Selk (1991) plante6 varios elementos para la seleccién como:
las donantes deben haber comenzado a ciclar de forma regular cuando empezaron la
pubertad, no presentar mas de dos servicios por concepcion, que tengan un
rendimiento productivo por encima de la media, que en su historial no hayan
presentado problemas reproductivos o en el parto y que no tengan defectos de
conformacién o genéticos. Asimismo, Jiménez (2009) propuso factores de exclusiéon
para no seleccionar como donantes animales viejos, que tengan menos de 60 dias
postparto, de baja condicién corporal, que en el momento de la seleccién estén
padeciendo de alguna enfermedad y animales con un historial de mala respuesta
superovulatoria o que no produjeron embriones transferibles.

El siguiente paso es la SOV propiamente dicha; en las hembras Bos taurus existen un
numero considerable de foliculos que emergen con cada onda folicular y que con la
aplicacién de gonadotrofinas es posible estimular el crecimiento de los mismos que
pueden llegar a ovular (Barros & Nogueira, 2001)., esto se conoce como
superovulacién que segun Palma et al. (2008) es efectiva cuando se produce la
ovulacion de dos o mas foliculos.
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Se ha demostrado que solo alrededor del 68% de las vacas sometidas a
superovulacion han tenido respuesta positiva en cuanto a la produccion de embriones
transferibles, el 1% de vacas no se pudo colectar, 7% de los animales no respondieron
a las SOV, en otro 7% no se colectd ninguna estructura y un 17% de las vacas no
tuvieron embriones trasferibles. (Donalson, 1984).

Para lograr la superovulacion en bovinos varias drogas han sido probadas; entre las
efectivas estdn la Gonadotrofina Coridnica Equina (eCG) y la Hormona Foliculo
Estimulante de origen porcino (FSH-p) (Mapletoft & B6, 2011). La FSH-p ha presentado
la ventaja que ha producido 3.8 mas embriones que la eCG (Elsden, Nelson, & Seidel,
1978), sin contar los efectos colaterales (Mapletoft, Bennett Steward, & Adams, 2002)
debido a su vida media larga, ya que la eCG puede estar en circulacion hasta 10 dias
después de su aplicacién y puede provocar respuestas no deseadas (Boland, Goulding,
& Roche, 1991).

Existen varios tratamientos o protocolos para superovular vacas. Uno de los mas
usados consiste en colocar un dispositivo intravaginal de progesterona y benzoato de
estradiol el Dia 0, a partir del dia 4 inyectar la FSH-p dos veces al dia durante cuatro
dias en dosis decrecientes, es decir, un total de 8 aplicaciones. Junto con la quinta y
sexta dosis de FSH-p se aplica prostaglandina (PGF2a) y el implante es retirado en el
momento de la segunda PGF2a. En el dia 8 y 9 se detecta el celo y las inseminaciones
se llevan a cabo a las 12 y 24 horas de la manifestacion del celo (Bo, Adams, Pierson,
& Mapletoft, 1996).

3.3. COLECTA DE EMBRIONES

El lavado y recuperacion de embriones para su calificacion y transferencia o
criopreservacion se realiza a los 7 dias de la primera IA.

Para realizar el lavado se utiliza una sonda Foley guiada por un mandril con la que se
atraviesa el cérvix y es llevada al cuerno uterino en el que es fijada inflando el balén de
la sonda con aire (Gréafico 1), el volumen de aire depende del diametro del cuerno. Una
vez fijada la sonda en el tercio medio del cuerno, ésta es conectada a un tuvo “Y” que
por el un extremo tiene conectado a su vez un filtro en el que se retendran los
embriones y que se ubica a nivel del piso y por el otro extremo el medio de colecta que
generalmente es PBS precalentado a la temperatura corporal de la vaca y debe estar
elevado a una distancia de un metro de la donante (Gréafico 2). Este procedimiento se
repite en el otro cuerno. Una vez realizado el lavado de los dos cuernos, el liquido
recuperado se coloca en una caja petri cuadriculada para la busqueda de estructuras
(ovocitos y embriones) en una lupa estereoscopica con magnificacion de 20x. Luego se
aislan todas las estructuras encontradas y se los coloca en un medio “holding” o de
mantenimiento hasta terminar la busqueda y proceder con la clasificacion (Lindner &
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Wright, 1983).

FOSITION QOF BALLOGN

outfiow
Cervix

Body of uterus

Grafico 1.- Posicion del balon para realizar el lavado de embriones en vacas
donantes. (Elsden et al., 1976)
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Gréfico 2.- Lavado de embriones de vacas donadoras. (Elsden et al., 1976)

3.4. CLASIFICACION DE LOS EMBRIONES

Es fundamental realizar una adecuada evaluacion de los embriones a transferir ya que
de ello depende el éxito de la transferencia; se considera que tienen una mayor
probabilidad de implantarse los embriones calificados como excelentes o buenos en
comparacién con los calificados como malos. Se debe tomar en consideracién también
algunos factores que van a estar relacionados con el porcentaje de prefiez, ya que
estos podrian modificar el éxito de la misma (Cutini, Teruel, & Cabodevila, 2000).

Para la calificacion de los embriones recuperados se toman los parametros
mundialmente aceptados por la Sociedad Internacional de Transferencia de Embriones
(IETS), que evalla aspectos relacionados con su estado de desarrollo, es decir, la edad
del embridn en dias desde su fertilizacion y esta determinado de la siguiente forma:

N° Estado de Desarrollo

1.- No Fecundado

2.-2al2 células

3.- Morula Temprana

4.- Morula

5.- Blastocisto Temprano

6.- Blastocisto

7.- Blastocisto Expandido

8.- Blastocisto Eclosionado

9.- Blastocisto Eclosionado Expandido

Para determinar la calidad de los embriones se tomaron en cuenta factores
relacionados con la forma, tonalidad, apariencia, simetria, integridad de la zona
pellucida y la proporcionalidad de compactaciéon de los blastomeros (Callejas et al.,
2008).

Lindner & Wright (1983) y Cutini et al. (2000), manifiestan que actualmente varios
autores prefieren calificar a los embriones en la escala del 1 al 4, siendo estos
considerados como:

Caodigo Calidad
Cddigo 1 Excelente o Bueno
Cddigo 2 Regular
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Caddigo 3 Malo
Caodigo 4 Muerto o Degenerado

Se considera embriones transferibles a los que por su desarrollo se encuentran en
estadio de moérula, blastocisto temprano, blastocisto y blastocisto expandido (Wright,
1981) y con cédigos de calidad 1 y 2 (excelentes o buenos y regulares,
respectivamente). Estos tienen el 50% de probabilidades de desarrollarse y de alcanzar
el nacimiento asi como también podrian ser criopreservados en caso de no contar con
receptoras.
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1. 1scélula 2. 2 células 2. 4 céllulu
(Dia 1) (Dfa 2) (Dia 3)

16 células 3. Mérula tcmé))rnuo
(Dia 5) (Dfa 5-

5. Blastocisto temprauo 6. Blastocisto
(Dia7) (Dia 7-8)

8. Blastocisto eclosionado
(Dia 9-10)

9. Blastocisto
(Dia 8-9) eclosionado expandido
(Dia 9-10)

7. Blastocisto expandido

Gréfico 3.- Estadios de desarrollo de los embriones (Stringfellow & Seidel, 2000).

Hasler (2012) indica que los tres criterios mas importantes relacionados con
morfologia del embridn son la edad, el estadio y la calidad; a diferencia de Cutini et al.
(2000) que indicaron que se han realizado numerosas investigaciones pretendiendo
determinar el estadio Optimo del embrion para efectuar la transferencia, obteniéndose
un sin namero de resultados diferentes. Cutini et al. (2000); Hasler et al. (1995); Ling et
al. (1995) indicaron que lo mas importante para la implantacion es la edad embrionaria,
encontrandose también con resultados diversos.
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En nuestra investigacion las transferencias se realizaron con embriones de 7 dias de
edad; en estadios de blastocistos y morulas que presentaron calidad 1y 2.

Embriones Receptoras
Autores Calidad embrionaria transferidos prefadas
n n %

Wright (116) buena 1748 1122 64,22

regular 438 198  452°

pobre 100 33 33,0°
Hasler y buena 5521 4037 73,1°
col. (36) regular 304 181 59,5

pobre 76 31 40,8 ¢
Reinchenbach excelente y buena 61 33 5412
y col. (91)* regular 41 21 51,2

pobre 27 7 259°
Hasler y col. excelente y buena 1802 1035 57,42
(37)* regular 441 184 417"

a, b, ¢ diferencias significativas (p< 0,05)
*Embriones producidos in vitro

Grafico 4.- Efecto de calidad embrionaria sobre el porcentaje de prefiez (Cutini et al.,
2000).

3.5. RECEPTORAS

3.5.1. SELECCION DE RECEPTORAS

Por la importancia que tienen las receptoras en los programas de transferencias de
embriones se deben considerar varios factores relevantes para su seleccion ya que de
esto dependeréd que el éxito de la técnica.

Los factores a considerar son los siguientes:

e Animales sanos reproductivamente.

e Estado nutricional (Condicion corporal; = 2,75 escala 1-5).

e Tener una buena capacidad genética para asi poder alimentar a la cria y que la
misma pueda expresar todo su potencial genético.

e Tamafio adecuado para evitar problemas al momento del parto.

e Presencia de cuerpo lateo funcional.

Es recomendable que las receptoras sean animales de la misma hacienda ya que se
conoce su historial reproductivo, sanitario, etc. y no animales nuevos en el hato (Cutini
et al., 2000).

En un trabajo realizado en el afio 1986 por Mapletoft et al., lograron obtener un mayor
porcentaje de prefiez en receptoras que presentaban una condicién corporal entre 2 y
3, enlaescaladel 1alb5.
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Receptoras transferidas

Condicién corporal

n porcentaje de prefiez
<1 230 442
2 460 53°
3 633 55°
>4 175 474

a, b diferencias significativas (p< 0,05)

Gréfico 5.- Efecto de la condicidon corporal en receptoras de embriones bovinos sobre
el porcentaje de prefiez (Cutini et al., 2000).

3.5.2. SINCRONIZACION DE CELO EN RECEPTORAS

En los programas de transferencia de embriones las receptoras representan un costo
alto debido a la inversibn que representa su manutencion (alimentacion, sanidad,
manejo y por la superficie de potreros que necesitan para el consumo de forraje)
(Garrote & Scardaccione, 2010).

En los programas de transferencias de embriones es necesario realizar la
sincronizacion de celo a las vaconas receptoras eficientemente para lograr mejores
resultados y asi disminuir los costos implicados (B6 et al., 2002). Segun Garrote &
Scardaccione (2010), en la actualidad la tasa de prefiez en receptoras se ha
incrementado a un 70% debido a la utilizacion del sistema de sincronizacion a tiempo
fijo en los programas de transferencias embrionarias; con éste sistema no es necesaria
la deteccion de celo de las receptoras (B6, Moreno, Cutaia, & M, 2004).

Existen diferentes protocolos de sincronizacion que se pueden ser utilizados. La
aplicacién de dos dosis de PGF2a con intervalo de 11-14 dias, requiriere la deteccion
de celo, pudiendo conllevar a la frecuente ocurrencia de los mismos en horas de la
noche y madrugada; su manifestacion dependera del momento de la aplicacion de la
PGF2a con relacion al estado de desarrollo del foliculo dominante (momento de celo y
ovulacion) (B0 et al., 2004).

Existen también programas de sincronizacion de celo y ovulacion que no requieren la
identificacion del mismo, consiste en la combinacion de estrogenos y progesterona, que
aplicados de la forma indicada ayudaran en el desarrollo folicular debido a su accién
sobre las gonadotrofinas (B6 et al., 2004).

Uno de estos protocolos consiste en la colocacién de un dispositivo intravaginal (DIV)
de P4 y 2 mg de benzoato de estradiol (BE IM) el dia de inicio del tratamiento (DO).
Siete dias mas tarde se retira el DIV y se aplica una dosis luteolitica de PGF2a. El dia 8
se inyecta 1 mg de BE con la finalidad de reforzar la induccion de la celo y sincronizar
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la ovulacion (B¢ et al., 2004).

100 [ GRUPO CIDR-B+(EB+P4)+EB (n=100)

90 - .
W GRUPO PGF c/14 DIAS (n=100)

80 -

70
59.0 60.0 62.7
60 -

53.3

50 -

37.0

40 + 33.0

PORCENTAJE (%

30 -
20 -
10

SELECCIONADAS/TRATADAS PRENADAS/SELECCIONADAS PRENADAS/TRATADAS
Los porcentajes no difieren (P>0,6).

Grafico 6.- Porcentaje de prefiez en receptoras tratadas con un implante de P4 que
fueron transferidas a tiempo fijo y de receptoras tratadas con PGF2a y transferidas a
los 7 dias luego de que se ha observado el celo (B0 et al., 2004).

Segun Nasser et al. (2004), estudios previos demuestran que los protocolos de
sincronizacion para receptoras a base de progesterona, a los que se les ha adicionado
eCG dos dias antes de retirarse la fuente de P4 presentaron un mayor porcentaje de
prefiez luego de la transferencia del embridn; esto es debido a que se estimula el
crecimiento de un foliculo dominante de mayor tamafio, que producirdn mas P4 luego
de la ovulacién, se convierta en un cuerpo lateo funcional que creard un ambiente
uterino mas adecuado para el embrién y mejorar4 el proceso de reconocimiento
materno de la prefez.

Estudios realizados por Bo et al. (2004); y Moon et al. (2004), demostraron que si se
adelanta la aplicacion de prostaglandina del dia 8 al dia 4 tendremos un foliculo
preovulatorio de mayor tamafio, una ovulacion sincrénica y mas temprana, asi como
mayor concentracion plasméatica de P4 al momento de la transferencia de los
embriones.

Estudios demuestran que un mayor tamafio del foliculo ovulatorio estara directamente
relacionado con la prescencia de un CL que producira mayores concentraciones de P4
y, por lo tanto, mejores resulatdos de prefiez.
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* Porcentajes difieren P < 0,02

Gréfico 7.- Efecto del momento de aplicacion de la PGF sobre el porcentaje de prefiez
en vacas receptoras de embriones y porcentaje de prefiez en vacas tratadas con
dispositivos intravaginales de P4 y estrégenos (B6 et al., 2004)

Tabla 1 .-Media del numero de CL y el porcentaje de prefiez (%) en receptoras tratadas
con un dispositivo de P4 intravaginal simultaneamente con 2 mg de BE intramuscular
con o sin 50 mg de progesterona por via intramuscular el dia cero, 400Ul de eCG y
0,15 mg de D-cloprostenol por via intramuscular colocado el dia 5 u 8 del tratamiento
(Nasser et al., 2004)
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Day 0 eCG N Transferred/ Pregnant/ Pregnant/ CL numbers
treated (%) transferred (%) treated (%)
EB Day 5 75 68/75 (90.7) 38/68 (55.9) 38/75 (50.7) 1.32 + 0.12°
Day 8 75 62/75 (82.7) 30/62 (48.4) 30/75 (40.0) 1.03 £ 0.02°
EB + P4 Day 5 76 67/76 (88.2) 33/67 (49.3) 33/76 (43.4) 1.37 £ 0.12°
Day 8 75 65/75 (86.6) 31/65 (47.7) 31/75 (41.3) 1.22 + 0.07*°
Main effects
Day 5 151 135/151 (89.4) 71/135 (52.6) 71/151 (47.0)° 1.35 + 0.08°
Day 8 150 127/150 (84.7) 61/127 (48.0) 61/150 (40.7)¢ 1.13 + 0.04
EB 150 130/150 (86.7) 68/130 (52.3) 68/150 (45.3) 1.19 £+ 0.06
EB + P4 151 132/151 (87.4) 64/132 (48.5) 64/151 (42.4) 1.30 + 0.07

a, b, e, f son diferentes (P < 0,05), c y d son diferentes (P = 0,1)

3.6. TRANSFERENCIA DE EMBRIONES

La transferencia de embriones puede realizarse de dos formas: quirargica y no
quirdrgica; debido a que las transferencias realizadas en esta investigacion fueron no
quirdrgicas la descripcion se centrara en ésta.

La transferencia de embriones no quirdrgica se realiza depositando el embrion en el
cuerno uterino ipsilateral al cuerpo lateo (Cardoso, 2009), mediante la introduccion de
un catéter que contiene al embriébn en una pajuela. El catéter es guiado por via
transrectal lo que implica que exista una manipulacion del cérvix uterino y
eventualmente del cuerno donde se debera introducir el catéter y depositar el embrion.

Okada et al. (2016) manifiestan que el bajo porcentaje de prefiez en receptoras puede
ser debido a la contaminacién del Utero que se podria producir al momento de realizar
la transferencia, asi como debido a la manipulacion del tracto genital durante la
maniobra, que causaria la liberacion de suficiente cantidad de PGF2a como para
causar la luteolisis y la muerte embrionaria.

Con respecto a la dificultad de la transferencia, en el primer trabajo realizado por
Gordon (1976) se demostré que cuando la transferencia se demoraba mas alla de los 3
minutos, se disminuia la tasa de prefiez. En otros trabajos realizados en la misma
época se pudo conocer un poco mas sobre este aspecto, ya que Tervit et al. (1980)
observaron que la prefiez tendié a ser afectada linealmente por el tiempo necesario
para realizar la transferencia, que vario entre 0.7 a 6.3 minutos con un promedio de 1.8
minutos (108 seg). Sin embargo en este trabajo no se dan detalles de la forma en que
se determino este tiempo ni de como se hizo el analisis de esta informacion. Por otro
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lado, se menciona que si la maniobra es llevada a cabo con torpeza se provoca
irritacion del endometrio, que puede conducir a una disminucion del éxito de la
transferencia. De acuerdo con estos trabajos en los cuales la variable dificultad de la
transferencia (objetiva o subjetiva) fue evaluada de manera insuficiente y en forma
aislada, es por esto que se propone en este estudio recabar con mayor precision la
informacién para mejorar los resultados de transferencia.

Recientemente, Scenna et al. (2005), realizaron un trabajo en el que consideraron con
mayor precision sobre la variable subjetiva e incluyeron en el estudio tres grados de
dificultad:

- Primer grado (sin dificultad): Minima manipulacién del tracto genital de la vaca
y depositando el embrion en el tercio superior del cuerno uterino ipsilateral a la
presencia del CL.

- Segundo grado (dificultad media): Manipulacion media del tracto genital y
también depositando al embrion en el tercio superior del cuerno uterino
ipsilateral a la presencia de CL.

- Tercer grado (gran dificultad): Mucha manipulacion del tracto genital,
depositando el embrion en la porcidon media del cuerno uterino ipsilateral a la
presencia del CL. (Scenna et al., 2005).

Al momento de realizar las maniobras en la transferencia de embriones se liberan
prostaglandinas que producen inflamacion en las células, y al mismo tiempo, generan
contracciones uterinas ocasionando un efecto nocivo para la implantacion del embrion;
hoy en dia existe evidencias que la administracion de productos que inhiben las
ciclooxigenasas podrian mejorar el porcentaje de prefiez al realizarse transferencias de
embriones, favoreciendo la implantacion de los mismos; de la misma manera si se
aplican estos inhibidores en los medios de produccién in vitro de embriones mejoraran
los procesos de fertilizacion (Elli et al., 2001).

Scenna (2005) determina que de acuerdo con esta calificacion, a mayor dificultad
existi6 mayor manipulacion y por consiguiente aumento del nivel de PGF2a producida,
pero posteriormente no relaciona esta dificultad con éxito en la TE.

Es de suma importancia la experiencia del operador al momento del depdsito del
embridn; ya que el tiempo que transcurre en atravesar el cuello uterino y depositar el
embrion, dependera del grado de dificultad que se presenta para atravesar el cérvix;
estudios han demostrado que existe una relacién negativa con el porcentaje de prefiez
(Cutini et al., 2000).

Se ha demostrado que el embrién debe depositarse en el cuerno uterino ipsilateral al
cuerpo lateo lo que ayudard al reconocimiento materno para la gestacion (Cutini et al.,
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2000).

Esta situacion de dificultad, ya sea medida objetiva o subjetivamente provoca la
mencionada secrecion de PGF2a, y consecuentemente, la regresion prematura del CL
y disminucién de la progesterona plasmatica provocando ademas contracciones del
miometrio que actuando en forma conjunta con la oxitocina inducirian muerte y
reabsorcion embrionaria (Echeverria, 2006).

El sitio donde se deposite el embrion es fundamental, ya que con esto buscamos
maximizar de cierta forma el porcentaje de prefiez; es sabido que los embriones
bovinos deben ser depositados en el cuerno uterino ipsilateral a la CL. Se han realizado
investigaciones referentes a los porcentajes de prefiez obtenidos de acuerdo al lugar
del depdsito del embridén, obteniéndose un 69,6% de prefiez cuando el embrion fue
depositado en la parte superior; 68,8% cuando fue depositado en la parte media del
cuerno y 59,8% cuando se coloco en el tercio inferior del mismo (Steel, no publicado;
nombrado por Hasler, 2012).

Se podria mencionar que los factores mas importantes y que pueden tener influencia
en el porcentaje de prefiez en una transferencia de embriones son:

e Depdsito del embrion en el Gtero.

e Experiencia del operante.

e Proteccion del equipo de transferencia.

e Aplicacion de anestesia epidural, y en caso de requerirse un sedante para
hembras nerviosas (Cutini et al., 2000).

Hasler (2012) indica que cuando los embriones transferidos son de calidad 1 no existe
influencia del sitio de depdsito del embrion, a diferencia que cuando los embriones eran
de calidad 2 y 3 el porcentaje de prefiez se encontraba disminuido si se realizaba el
deposito en el tercio inferior del cuerno del Utero.

De acuerdo a lo mencionado anteriormente, resulta de interés realizar un estudio en el
cual puedan llegar a utilizarse tanto medidas de tipo subjetivo como objetivo, que en su
conjunto, permitan prever cual es la consecuencia sobre la tasa de prefiez.

Pero también esto servird para precisar si la aplicacién de un antiprostaglandinico, es
capaz de modificar estas respuestas negativas.

3.7. PROSTAGLANDINAS
3.7.1. PROSTAGLANDINA F2a

Algunos trabajos han mostrado que la manipulacién del tracto genital produce un
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traumatismo que provoca un incremento en la produccion de PGF2a en la luz uterina
(Buford et al., 1996; Scenna et al., 2005), lo cual fue asociado con efectos negativos en
la sobrevida embrionaria y en el porcentaje de prefiez en bovinos (Buford et al., 1996;
Cardoso, 2009; Kim et al., 2014).

Psychoyos et al. (1995), indicaron que en varias especies, las
células epiteliales y del estroma del endometrio son capaces de producir las
prostaglandinas a través de la via de la ciclooxigenasa.

Cardoso (2009), indicé que cualquier hecho que permita liberacion de PGF2a va a
causar la luteolisis y por consiguiente una pérdida gestacional.

La prostaglandina F2a, actia de forma muy activa sobre el cuerpo luteo, ya que
promueve la vasoconstriccion de los vasos que se encuentran irrigando las células
liteas y como consecuencia se produce la lutedlisis (Pinto et al., 2008); la misma es
secretada en forma pulsétil por el endometrio bovino al final del diestro.

La lutedlisis es caracterizada por un rapido descenso de progesterona (P4) luego de las
8 a 12 horas que ha empezado la liberaciéon de PGF2a (Cardoso, 2009); es decir la
secrecion prematura de PGF2a va a producir una fase latea corta (Schrick, Inskeep,
Butcher, & Virginia, 1993a).

Estudios revelan que concentraciones elevadas de PGF2a en sangre afecta
directamente la funcionalidad del cuerpo liteo asi como la calidad y el desarrollo del
embrion; inclusive se ha visto alterada la capacidad embrionaria para efectuar la
extrusion del embrion de la zona pelicida (Buford et al., 1996; Elli et al., 2001; Hockett,
Rohrbach, & Schrick, 2004; Schrick et al., 1993).

Concentraciones elevadas de PGF2a en el utero estan asociadas a una baja calidad
del embrion, asi como a una menor supervivencia del mismo (Hockett et al., 2004). Kim
et al. (2014), indicaron que existen investigaciones que demuestran que al producir
embriones in vitro y al adicionar PGF2a al medio de cultivo se produce una inhibicion
en el desarrollo de los embriones bovinos, de conejo y de rata.

La PGF2a cumple algunas actividades, entre ellas esté regular el tiempo de vida del
cuerpo luteo, produce contracciones de la musculatura lisa del Utero y a la vez genera
una dilatacion del cuello uterino (Echeverria, 2006).
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Estudios han demostrado que cuando se superovulan vacas luego de un parto y
existen altas concentraciones de PGF2a en el utero de la misma, los embriones
obtenidos tienden a ser de baja calidad (Kim et al., 2014).
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Grafico 8.- Representacion sisteméatica de la sintesis de la PrsotglandinaF2a.
PGF2a= Prsotglandina F2a; OT= Oxitocina; E2= Estradiol; P4= Progesterona; E2-R=
Receptor para estradiol; OT-R= Receptor para Oxitocina (Aké-Lépez, 2002)

Como lo menciona Psychoyos et al. (1995), la prostaglandina E juega un papel
importante en la implantacion del embridn, ya que en el endometrio a nivel del estroma
existen puntos especificos para la unién de la progesterona dependiente de la
prostaglandina E; mas no para la PGF2a.

3.7.2. EFECTO DE LA PROSTAGLANDINA EN LA IMPLANTACION DEL
EMBRION

La PGF2a asi como la PGE son dos de las prostaglandinas que presentan una intima
relacion con la reproduccion de los mamiferos; las dos pueden ser liberadas como
consecuencia de varios estimulos, como por ejemplo enddécrinos y fisicos (Resende,
2009).

Al momento de realizar la transferencia de embriones se efectia manipulaciéon del
tracto reproductivo, y por consiguiente se produce una lesion del mismo,
manifestandose como consecuencia un proceso de inflamacion; durante la inflamacién
actian muchos mediadores quimicos tales como varias citoquinas y prostaglandinas,
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las mismas que se liberan en el sitio de la lesion afectando la implantacién del embrion
(Scenna et al., 2005).

Se ha mencionado que cuando existe un aumento de las concentraciones de los
mediadores de la ciclooxigenasa en el Utero afectara la implantacion del embrién ya
que producen la activacion de las células inflamatorias y estimulan las contracciones
uterinas (Moon et al., 2004; Rubinstein, Marazzi, & Polak de Fried, 1999). Sustancias
derivadas de la actividad de la ciclooxigenasa poseen un papel muy importante en la
vascularizacion del endometrio, la eclosion del blastocisto e implantacion del embrion,
(Elli et al., 2001), una vez que se produce la liberacion del tromboxano2 afectara
directamente la implantacién debido a que éste tiene un efecto trombético que reducira
el flujo sanguineo uterino y la perfusion tisular (Rubinstein et al., 1999).
Concentraciones luminales uterinas de PGF2a esta relacionada con la mortalidad de
los embriones (Schrick et al., 1993a).

Estudios de produccion de embriones in vitro han demostrado que cuando en el medio
de cultivo se adiciona PGF2a influye de una manera negativa a comparacion de
cuando es adicionado FM al medio de cultivo (Kim et al., 2014). La PGF2a tiene un
efecto toxico en el embridén, presentando por lo tanto un efecto negativo sobre la
calidad del mismo; asi también se reporta una correlacibn negativa entre la
concentracion de PGF2a y la calidad de los embriones. En embriones de conejo
producidos in vitro se determind que la PGF2a reduce la cantidad de morulas y
blastocistos tempranos (Pérez, 2001).

3.8. ANTIINFLAMATORIOS NO ESTEROIDALES (AINES):

Estos farmacos conocidos como AINES son los que impiden la conversién de &cido
araquidonico en prostaglandinas y tromboxanos. También son responsables de la
inhibicion de la ciclooxigenasa; la misma se encuentra divida en ciclooxigenasal
(COX1) vy ciclooxigenasa 2 (COX2) (Moon et al., 2004; Resende, 2009; Rubinstein et
al., 1999).

Las ciclooxigenasas actuan directamente sobre el acido araquiddnico provocando dos
acciones: oxigenando y produciendo una estructura en anillo formando asi el
endoperoxido ciclico PGG2 y una actividad de peroxidasa transformando el PGG2 en
PGH2. Los endoperéxidos mediante accion enzimatica se transforman en diversos
productos que incluyen prostaglandinas (PGE2, PGF2a, PGD2, PGI2) y tromboxanos
(Pérez, Cartaya, Valencia, Sanjurjo, & llisastigui, 1998).

o COX 1 es una enzima que puede ser producida en muchos tejidos incluyendo
sangre, plaquetas; asi como ayuda en el mantenimiento de la mucosa
gastroduodenal, homeostasis del tejido, homeostasis vascular, agregacion
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plaquetaria y el flujo plasmatico renal; se le considera responsable de la
produccion de prostaglandinas (Belo & Andrade Pinto, 2013; Resende, 2009).

o COX 2 es una enzima que esta relacionada directamente con los procesos
inflamatorios y especificamente involucrada en la sintesis de PGF2a (Resende,
2009).

Los AINES actuan en el proceso de reduccion de la reaccion inflamatoria mediante la
inhibicion de COX2 logrando la inhibicién de la sintesis de prostaglandinas (Belo &
Andrade Pinto, 2013).

Rubinstein et al. (1999) mencionaron que al utlizar un AINE en humanos los
porcentajes de implantacién de embriones fueron significativamente mayores (17,8%) a
comparacién del grupo control (9,2%).

En estudios realizados en humanos se pudo observar un aumento en el porcentaje de
embarazo luego de realizar transferencia de embriones utilizando un AINE (piroxicam)
(Moon et al., 2004).

3.8.1. FLUNIXIN MEGLUMINE (FM)

En general, la implantacion del embrién es el paso mas critico para que se pueda
obtener una prefiez en la transferencia de embriones, es por este motivo que hoy en
dia existen muchas investigaciones direccionadas a tratar de conseguir facilitar este
paso (Elli et al., 2001).

Pinto et al. (2008) mencionan que uno de los mecanismos del reconocimiento materno
consiste en la inhibicién de la sintesis de la prostaglandina, como consecuencia se
detiene el metabolismo del acido araquidonico y no se forma la PGF2aq; el cuerpo Iuteo
se mantiene y por ende la concetracion de la progesterona se mantiene en un nivel
Optimo para permitir el establecimiento de la prefiez.

El flunixin meglumine, es un antiinflamatorio no esteroidal y no narcotico, muy potente
con actividad antiinflamatoria y antipirética; actua inhibiendo la cicloxigenasa (COX 2)
gue participa en la conversion de acido araquidénico a PGF2a (Geary, Ansotegui,
MacNeil, Roberts, & Waterman, 2010; Kim et al., 2014).
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El efecto de accion del FM es de entre 1,6 a 3,5 horas; debido a su union con las
ciclooxigenasas puede tener un periodo terapéutico de hasta 24 horas (Aké-Lopez,
2002)

ESTIMULO
l FOSFOLIPIDOS
Activacion de la E—

Fosfolipasa A,
ACIDO ARAQUIDONICO

Acidos Grasos Inhibicion por
ciclo - oxigenasa Flunixin Meglumine

PROSTAGLANDINAS ENDOPEROXIDAS
(PGG 3 , PGH 3) _

: PG - endoperoxida
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r:gu:tl)a‘z;ox‘ a —/ \— isomerasa

PGFy o PGD,, PGE5, PGI
TXAg, (TXBp), HHT

Grafico 9.- Representacion de la cascada que conduce a la produccién de las
prostaglandinas; se indica el sitio de accién del flunixin meglumine para inhibir la
sintesis de las mismas. (Aké-Lopez, 2002)

Se ha tratado de utilizar ciertas estrategias mediante la utilizacibn de productos
antiluteoliticos en las receptoras, tales como el uso de FM que tiene como objetivo
bloquear la sintesis PGF2a con el proposito de aumentarlas tasas de prefiez, logrando
una disminucion de la accion luteolitica del Utero; es por este motivo que se ha
propuesto la utilizacion del mismo en programas de transferencia de embriones (Farias
et al., 2013).

El uso de este tipo de drogas ha producido resultados controversiales; en un trabajo
realizado por Shcrick et al. (2001), se observé una mejora en la tasa de prefiez en los
animales inyectados con esta droga, pero en otro realizado sobre una gran cantidad de
animales (mas de 500) no se observé mejora de la inyeccion del FM al momento de la
TE (Burry, no publicado, mencionado por Hasler, 2012). En casi la totalidad de los
trabajos en que se utilizo ésta droga para mejorar la tasa de prefiez después de la TE,
no fue medido el grado de dificultad de la maniobra por lo que no podriamos afirmar si

JUANA CATALINA DURAN LOPEZ 36



UNIVERSIDAD DE CUENCA

es esta dificultad la que genera los problemas relacionados con la prefiez.

Solo en el caso del trabajo de Scenna et al. (2005), se establecié una relacion entre
nivel de dificultad y niveles de PGF2a. Sin embargo, cuando este autor aplico el FM no
lo relaciond con el nivel de dificultad presente en la maniobra. Como consecuencia de
ello, en este estudio como en la mayoria de ellos en que se comparan animales
tratados vs no tratados, no se determind si hubo o no dificultad en la transferencia.

Segun estudios realizados en sangre por Scenna et al. (2005), se observo que luego de
realizada la TE existieron picos de PGF2a, que se presentaron desde 10 minutos hasta
los 130 a 230 minutos de realizada la TE. Por su lado, Kissell et al. (2012), en una
investigacion realizada en Carolina del Norte, pudieron determinar el comportamiento
del FM al ser aplicado por via IV, IM, y SC. Al momento de aplicar FM IV se present6 un
pico del mismo de niveles 5 veces mas altos que lo observado en la aplicacién via IM.
Luego se presentd con niveles decrecientes alcanzando a las dos horas niveles
similares a los de la via IM y siguié decreciendo de forma similar a la de esta via. EIl FM
aplicado subcutaneamente presenté un pico con concentraciones menores que las
aplicada IM, teniendo a lo largo de su vida util una baja concentracion. De acuerdo con
lo mostrado por Scenna et al. (2005), con respecto a la velocidad de secrecion de
PGF2a después de la manipulacion uterina, y lo mencionado arriba con respecto de la
velocidad y nivel del FM segun las vias de aplicacion, es posible que la via utilizada por
todos los autores que la han empleado no sea la mas apropiada para lograr el efecto
deseado. Por ello, un segundo aspecto de interés de estudio en este trabajo sera
determinar si la via de aplicacién produce respuestas diferenciales y si estas tienen
vinculo con las dificultades medidas, tal como se describi6 previamente.

Merrill et al. (2007), demostraron, que la administracion por via intramuscular de flunixin
meglumine logré disminuir la concentracion de PGF2a en el suero y aumenté el
porcentaje de prefieces en los bovinos.

Estudios realizados por Pinto et al. (2008), demuestran que si bien la utilizacion de
flunixin meglumine no influye en el incremento de la concentracién de progesterona
durante la fase lutea, permite que la caida de la misma sea progresiva en los animales
tratados y no brusca como ocurrio en el grupo testigo, permitiendo asi que no se
produzca una lutedlisis temprana (Aké-Lopez, 2002). Como lo mencionan Aké-Lopez
(2002), Aké-Lopez et al. (2011), Geary et al. (2010) la aplicacion de FM permitio un
alargamiento de la fase latea y por consiguiente retrasé la lutedlisis, suprimiendo la
sintesis de PGF2a y brindando un mayor tiempo para el reconocimiento materno de la
gestacion y el éxito de la misma.

3.8.2. EFECTO DEL FLUNIXIN MEGLUMINE SOBRE LOS EMBRIONES
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En un trabajo realizado por Scenna (2005) no solo fue demostrado que a mayor grado
de dificultad en la transferencia realizada se producian incrementos en la secrecion de
PGF2a uterina, sino que se logré determinar que inhibiendo esta secrecion por medio
del flunixin meglumine era posible mejorar la sobrevida embrionaria.

El efecto de la tasa de prefiez utilizando FM pueden variar en funcion de la calidad del
embrion, la etapa de desarrollo del mismo y el tipo de embriones transferidos (fresco o
congelado), segun lo confirmado por Scenna et al. (2005).

Segun manifiesta Merrill et al. (2007), algunos embriones al ser transferidos no tienen
la capacidad de bloquear por completo la secrecion de PGF2a segregada en el Gtero y
esto se traduciria en un menor porcentaje de prefiez. Como lo menciona Pérez (2001)
para que la gestacion se lleve a cabo es necesario que se supriman los pulsos de
PGF2aq, lo cual inhibird el aumento de los receptores de oxitocina uterina y aumentara
la concentracion de P4; las mismas que proporcionard un ambiente fisiolégico
adecuado para el desarrollo del embrién (Wann & Randel, 1990).

Como lo menciona Carvalho (2009), existen varios estudios que demostraron una
estrecha relacién positiva entre la concentracion de P4 y el desarrollo embrionario; y al
contario una baja concentracion de P4 se relaciona con un pobre desarrollo
embrionario y un reconocimiento materno de prefiez deficiente.

Estudios recientes demostraron que colocando un antagonista del receptor de PGF2a
en el medio de recoleccion de embriones tuvo un efecto positivo sobre el porcentaje de
prefiez en las receptoras (Scenna, Edwards, Schuenemann, & Roper, 2007).

Algunos estudios en los que se utilizd6 FM y se compard la calidad del embrion
encontraron que el tratamiento con FM no afectdé las tasas de prefiez para los
embriones de calidad 1, mejorando solamente las tasas de prefiez para los embriones
de calidad 2, sugiriendo de esta forma que los embriones de calidad 2 son mas
sensibles a los efectos nocivos de la PGF2a (Farias et al., 2013).

Como lo menciona Aké-Lopez (2002), cualquier tratamiento antiluteolitico que se utilice
puede permitir un mayor desarrollo del embrién.
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CAPITULO IV: METODOLOGIA
4.1. ANIMALES

Se utilizaron como receptoras 110 vaconas F1, cruza Bos taurus x Bos indicus, en edad
reproductiva (18 a 24 meses) con una condicién corporal superior a 2,75 (escala de 1-
5) en buen estado de salud y clinicamente libres de enfermedades reproductivas,
presentando actividad ovarica ciclica. Estos animales se encontraban en tres
establecimientos ganaderos en la provincia del Oro en los que se mantuvieron en
pastoreo con acceso libre a sales minerales y agua, antes y durante el periodo
experimental.

Para ser utilizadas como receptoras de embriones, las vaconas fueron tratadas
mediante el siguiente protocolo de sincronizacion de celo:

Dia 0: Implante de P4 (CIDR) + 2mg de Benzoato de Estradiol

Dia 5: PGF2a (150 ug)+ 400Ul eCG

Dia 8: Retiro de Implante + PGF2a (150 ug)

Dia 9: 1mg de Benzoato de Estradiol

Dia 10: Deteccion de celo

Dia 17: Transferencia del embrién previo chequeo del cuerpo liteo y su ubicacion
mediante ecografia.

4.2. EMBRIONES

Los embriones fueron obtenidos a partir de vacas superovuladas; las mismas que
recibieron el siguiente protocolo para la superovulaciéon con 8 dosis decrecientes de
FSH-p (Folltropin®) en una dosis total de 280 mg:

Dia 0: Implante de P4 (CIDR) + Benzoato de estradiol (2mg)

Dia 4: am: FSH-p / pm: FSH-p

Dia 5: am: FSH-p / pm: FSH-p

Dia 6: am FSH-p+PGF2a / pm: FSH-p+PGF2a+ retiro del implante de P4
Dia 7: am: FSH-p / pm: FSH-p

Dia 8: am: CELO / pm: IA

Dia 9: am: IA

Dia 15: Colecta y transferencia de embriones.

Para la transferencia se utilizaron embriones frescos que por su estado de desarrollo se
encontraban en morula, blastocisto temprano, blastocisto y blastocisto expandido de
calidades 1 y 2 (excelentes o buenos y regulares, respectivamente) segun la IETS.
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Todas las transferencias fueron realizadas por un mismo operador experimentado.

4.3. DETERMINACIONES REALIZADAS

1- Para cada transferencia se determind la duracion de la maniobra. Este tiempo
fue tomado desde el momento en que el operador comenzd a penetrar el cérvix
y finaliz6 en el momento en que se depositd el embrién. De acuerdo a la
duracion de cada maniobra se consideraron dos periodos de tiempo; tiempo 1,
cuando los valores fueron inferiores o iguales a la mediana (<45 seg.) y tiempo
2, cuando los valores fueron superiores a 45 seg.

2- Simultdneamente el operador calific6 la dificultad observada en cada
transferencia segun la categorizacion utilizada por Scenna et al. (2005).
Dificultad 1: la transferencia requiri6 minima manipulacion del tracto genital y el
embrion fue depositado en el tercio anterior del cuerno ipsilateral al CL
Dificultad 2: la transferencia requiri6 manipulacién moderada del tracto genital y
el embrién fue depositado en el tercio anterior del cuerno ipsilateral al CL
Dificultad 3: se requirié extrema manipulacion del tracto genital durante la TE y el
embridn fue depositado en la mitad o en el tercio anterior del cuerno ipsilateral al
CL.

De las 110 transferencias realizadas solo existieron 12 casos con dificultad de
tipo 3 (Anexos 7, 8 y 9), debido a que estadisticamente esta cifra no es
representativa fueron agrupados con los de dificultad 2, sumando entre ambas
dificultades (2+3) un total de 39 transferencias (35% con dificultades entre 2 y 3).

3- A todas las vaconas se les realizO el diagnéstico de gestacion por
ultrasonografia entre 30 y 40 dias después de realizada la transferencia y se
reconfirmé entre los 60 y 90 dias después de la misma.

4.4. TRATAMIENTOS
Las vaconas fueron distribuidas al azar en tres grupos experimentales:

1- Control (n= 31): recibieron una inyeccion de solucion fisiolégica estéril
(equivalente al volumen de FM que se aplicaria considerando el peso del animal)
por via intramuscular inmediatamente luego de la TE.

2- Grupo FM-IM (n= 39): recibieron una inyeccion de 2.2 mg/kg de peso vivo de
Flunixin Meglumine por via intramuscular inmediatamente luego de la TE.

3- Grupo FM-IV (n= 40): recibieron una inyeccion de 2.2 mg/kg peso vivo de
Flunixin Meglumine por via intravenosa yugular inmediatamente luego de la TE.

En la primera fase del estudio se relacionaron las dos modalidades de evaluacion
(tiempo y dificultad) con la tasa de gestacion.
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En la segunda fase del estudio se evalud la tasa de gestacion de los animales de los
tres grupos experimentales.

De acuerdo con lo anterior, las variables analizadas en todos los casos fueron:

1- Duracién de la maniobra de TE, medida en segundos con un cronémetro.

2- Grado subijetivo de dificultad expresado por el operador entre 1y 2 (2+3).

3- Tasa de prefiez en cada uno de los grupos en estudio, confirmada mediante
ultrasonografia.

4.5. METODOLOGIA DE LA TRANSFERENCIA PROPIAMENTE DICHA

4.5.1. Preparacion de la Receptora y Transferencia del embridn
1.- Se llevaron las receptoras a la manga.

2.- Se realizé un chequeo mediante ecografia para determinar la presencia del CL. Se
ubicd en cual de los ovarios estaba el CL y luego se evalué su calidad (tamafio y
forma). Se registré la informacion

3.- Se realiz6 un lavado de la regién perineal y se sec6 con toallas de papel.

4.- Se rasurd y se desinfectd la zona en donde se aplicé la anestesia epidural (5ml de
clorhidrato de lidocaina al 2%); se verificO que la cola se encontrase sin movimientos
voluntarios; una vez manifestada esta sefial se definié que la vacona estaba lista para
la TE.

5.- En caso de ser necesario se lavd nuevamente la zona perineal.

6.- Se carg6 la pajuela con el embrién (fresco) en el catéter de transferencia y se
coloco una camisa sanitaria como proteccion.

7.- Se procedié a abrir los labios vulvares de la receptora para evitar contaminar la
pistola de transferencia, al momento de introducirse.

8.- Al llegar al cérvix se perfor6é la camisa sanitaria, una vez atravesado el cérvix se
colocé el catéter en el cuerno ipsilateral al CL, depositando el embrién en el tercio
anterior del cuerno. Se registro el tiempo que transcurrié entre la ruptura de la camisa
sanitaria (cérvix) y el momento en que se depositd el embridén en el cuerno.

9.- Se retir0 el catéter de TE; es en este momento se solicitd al operador calificar la
transferencia segun la dificultad (grados 1 a 3).
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10.-Se inyecto el FM (2,2 mg/kg PV IM o IV) dependiendo del grupo experimental
correspondiente; en caso del grupo testigo se inyect6 solucion fisioldgica.

11- Entre los 30 y 40 dias de realizada la transferencia embrionaria se realizo el
diagndstico de prefiez mediante ecografia.

12.- Entre los 60 y 90 dias luego de haber realizado las transferencias se realizé un
nuevo chequeo ecogréafico para reconfirmacion de prefiez.

4.6. ANALISIS ESTADISTICO

Para el analisis de los datos se utilizé un software estadistico SPSS (versién 23) para
Windows®. Para determinar la correlacion entre el tiempo, dificultad y prefiez se
utilizaron las pruebas de: correlacién de Spearman y correlacién de Pearson.

Se utilizaron tablas de frecuencias para prefiez a los 30-40 dias asi como para los 60-
90 dias y para la comparacién entre los porcentajes de prefiez en los grupos
experimentales se utilizo la prueba de Chi cuadrado.

Variables independientes:
e Tratamiento (FM-IM; FM-IV y control).
e Tiempo (tiempo 1: hasta 45 segundos; tiempo 2: sobre los 45 segundos).
e Dificultad (dificultad 1 y dificultad 2 (2+3)).

Variable dependiente:
e Prefiez (30-40 dias y 60-90 dias)
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CAPITULO V: RESULTADOS

5.1. Relacion entre las dos formas evaluadas para categorizar la
dificultad de la TE

El tiempo promedio de la totalidad de las transferencias realizadas fue de 62,3
segundos, con un minimo de 11 seg y un maximo de 357 seg y con una mediana de
445 seg. Los valores obtenidos con ambos sistema de evaluacién fueron
analizados por la correlacion de Spearman (Tabla 2) y la correlacién de Pearson
(Tabla 3). En los tres casos se obtuvo la misma estimacion de correlacion y como
las variables no respondieron a la distribucién normal, la correlacion de Spearman
fue la que mejor ajustd para esta condicion. Esto permitié determinar que existié una
correlacion positiva y significativamente alta (P<0,0001) en cada uno de los
tratamientos y para el total de las transferencias (0,76; 0,60; 0,74 y 0,80 para los
grupos Control, FM-IV; FM-IM vy total, respectivamente) entre ambos métodos de
evaluacion de la dificultad de la transferencia de embriones. De acuerdo con este
resultado, para los andlisis siguientes fue posible utilizar de forma indiferente
cualquiera de las dos modalidades para caracterizar la dificultad de la maniobra.

Tabla 2.- Correlacion entre tiempo y dificultad de la transferencia de embriones en
vaconas (Spearman)

Tratamiento Variable Variable (2) n Spearman p-valor
1)

Control Tiempo Dificultad 31 0,767 0,0001

FM-IV Tiempo Dificultad 40 0,601 0,0001

FM-IM Tiempo Dificultad 39 0,808 0,0001

Total Tiempo Dificultad 110 0,748 0,0001
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Tabla 3.- Correlacion entre tiempo y dificultad de la transferencia de embriones en
vaconas (Pearson)

Tratamiento Variable (1) Variable(2) n Pearson p-valor
Control Tiempo Dificultad 31 0,768 0,0001
FM-1V Tiempo Dificultad 40 0,755 0,0001
FM-IM Tiempo Dificultad 39 0,808 0,0001
Total Tiempo Dificultad 110 0,761 0,0001

5.2. Relacion entre el grado de dificultad de la TE y la tasa de prefiez a
los 30-40 y 60-90 dias después de la TE

A los 30-40 dias (Tabla 4) cuando se realiz6 la primera determinacion de gestacion
después de la TE en animales sin ningun tratamiento (grupo Control), se observo
que el porcentaje de prefiez total fue del 45,2% dentro de los cuales el grupo en el
que la maniobra tardo < 45 seg (Tiempo 1) tuvo un 50% mientras que para las
transferencias embrionarias catalogadas dentro del Tiempo 2 (> 45 seg)
presentaron una prefiez del 42,1% (p>0,05).

En la confirmacion de la prefiez realizada entre 60 y 90 dias después de la TE, se
observd que hubo algunas pérdidas embrionarias con respecto al diagnostico
realizado mas temprano. Tampoco se observaron diferencias en la tasa de prefiez
de acuerdo al tiempo requerido para culminar la TE (p>0,05) entre los tipos de
dificultad registrado. La prefiez para ambos tiempos (1 y 2) fue en este momento de
32,3% (Tabla 4).

Cuando se analizaron los valores de la tasa de prefiez (tanto a 30-40 como a 60-90
dias), en relacion a la dificultad manifestada por el operador, estos fueron
practicamente idénticos a los encontrados cuando la relacion de la dificultad se hizo
con respecto al tiempo de la operacion (Tabla 5).
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Tabla 4.- Tasa de prefiez y pérdidas embrionarias segun el tiempo empleado en la
transferencia de embriones

Tiempo N° Vaconas Prefieces 30-40  Prefeces 60- Pérdidas
(objetiva) transferidas dias (%) 90 dias (%) embrionarias (%)
Tiempo 1 12 6 (50) 4 (33,3) 2/6 (33,3)
(=45 seg) ' ’
Tiempo 2
(> 45 seg) 19 8 (42,1) 6 (31,2) 2/8 (25)

Total 31 14 (45,2) 10 (32,3) 4/14 (28,6)

Tabla 5.- Tasa de prefiez y pérdidas embrionarias segun la dificultad manifestada por el
operador en la transferencia de embriones

Dificultad N° Vaconas Preneces 30-40 Prefieces 60- Pérdidas

(subjetiva) transferidas dias (%) 90 dias (%) embrionarias (%)
Dificultad 1 19 9 (47,4) 6 (33,3) 3/9 (33,3)
Dificultad 2

(2+3) 12 5(41,2) 4 (33,3) 1/5 (20)

Total 31 14 (45,2) 10 (32,3) 4/14 (28,6)

Cuando el analisis se hizo a través de la correlacion entre ambas variables (nivel de
dificultad y tasa de gestacion) (correlacion de Spearman) se observé una falta de
correlacion entre los mismos (p>0,05). En los Anexos 3 y 4 se muestran los valores
las correlaciones de Spearman y Pearson.

Con estos dos estudios se pudo corroborar la primera hipotesis planteada pero se
rechaza la segunda de las hipotesis.
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5.3. Efecto del tratamiento con flunixin meglumine al momento de la TE
sobre latasa de prefiez a los 30-40 y 60-90 dias después de la TE

En la tabla 6 muestra la tasa de prefiez a los 30-40 dias y 60-90 dias luego de la
transferencia embrionaria en las vaconas receptoras, de acuerdo al tratamiento con
FM. El andlisis estadistico de los valores hallados para cada tratamiento mostraron
que la inyeccién intravenosa del FM produjo una tasa de prefiez a los 30-40 dias
después de la transferencia, significativamente (p<0,001) superior (75%) a la
observada en el grupo control (45%) y el grupo que recibié una inyeccion
intramuscular de la droga (33,3%) (Tabla 6). En la reconfirmacion realizada a los 60-
90 dias después de la transferencia, se observaron pérdidas de prefiez en el grupo
control (4 de 14 prefiadas, 28,6%) que fueron significativamente superiores a las
observadas en el grupo de FM intravenoso (2 de 30 prefiadas), 6,7%; p<0,05),
observandose solo una pérdida en el grupo FM intramuscular.

Tabla 6.- Tasas de prefiez en vaconas receptoras de embriones tratadas con FM
por diferentes vias de administracion al momento de la TE

Tratamiento

Numero de prefieces (%)

30-40 dias 60-90 dias Pérdidas embrionarias (%)

Control 14/31 (45,2)a  10/31 (32,3)a 4/14 (28,6)b
FM-IM 13/39 (33,3)a  12/39 (30.7)a 1/13 (7,7)c
FM-IV 30/40 (75,0)b  28/40 (70,0)b 2/30 (6,7)c

Valores con letras diferentes en cada columna difieren ® (p<0,001); ™ (p<0,005)
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5.4. Efecto del tratamiento con flunixin meglumine al momento de la TE
segln la duracion y la dificultad subjetiva de la transferencia de
embriones sobre la tasa de prefiez a los 30-40 y 60-90 dias después
dela TE.

Al analizar el efecto del FM en funcion de la duracion de la TE (< 45 seg = tiempo 1,
>45 seg =tiempo 2) se observd que la aplicacion intravenosa de FM mejor6 de forma
significativa la tasa de prefiez con respecto al control y a la aplicacion del FM por via
intramuscular. Esto se produjo en forma independiente al grado de dificultad observada.
Por el contrario no se observaron diferencias entre el grupo control y al grupo de FM
aplicado en forma intramuscular.

Cuando el mismo analisis fue realizado tomando en cuenta las observaciones de
dificultad manifestadas por el operador, los resultados fueron similares a los obtenidos
usando la duracién de la TE corroborando la alta correlacion determinada en el primer
punto de estos resultados (Tabla 6).

Tabla 7.-Tasas de prefiez en vacas transferidas y tratadas con FM por diferentes
vias en funcion de la duracién de la manipulacion

PRENECES

Tiempo 1 Tiempo 2
Tratamiento (< 45 seq) (> 45 seq)

30-40 dias 60-90 dias 30-40dias 60-90 dias

Control 6/12 (50)? 4/12 (33,3)*  8/19 (42,1)*  6/19 (31.6)
FM-IM 8/17 (47,0  8/17 (47,00*  5/22(22,7)*  5/21(22,7)
FM-1V 22/27 (81,5)° 21/27 (77,8)° 9/13(69,2)°  8/13 (61,5)

Valores con letras diferentes ® en la misma columna difieren (p<0,05).

No se observaron diferencias en la prefiez en ninguno de los momentos en que se
determiné la gestacion cuando se compararon los valores obtenidos en animales con
dificultad 1 o 2 (2+3) en ninguno de los tratamientos. Tampoco se observaron
diferencias en los valores de prefiez obtenidos en ambos momentos (30-40 o 60-90
dias) aun cuando hubo algunos animales que perdieron la gestacion (Tabla 8).
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Tabla 8.- Tasas de prefiez en vaconas receptoras de embriones y tratadas con FM por
diferentes vias de administracion de acuerdo con la dificultad subjetiva de la
manipulacion

PRENECES

Tratamiento Dificultad 1 Dificultad 2 (2+3)

30-40 dias 60-90 dias 30-40dias 60-90 dias

Control 9/19 (47,4%  6/19 (31,6)%  5/12(41,7) 4/12(33,3)
FM-IM 7/18 (38,9  7/18(38,9)*  6/21(28,6) 6/21 (28,6)
FM-1V 27/34 (79,4)° 25/34 (73,5)° 3/6(50,0)  3/6 (50,0)

Dificultad 1 y 2 (2+3) segun lo manifestado por el operador en escala 1-3. Valores con
letras diferentes ® en la misma columna difieren (p<0,05).

Estos resultados permiten aceptar la tercera hipotesis planteada.
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CAPITULO VI: DISCUSION

La transferencia de embriones propiamente dicha y la forma en que la misma se realiza
son factores que determinan la tasa de prefilez lograda en un programa de
superovulacion y transferencia de embriones. Por ello, en este trabajo se analizaron
algunos aspectos de esta maniobra y se evalué una manera que podria contribuir a
bajar el impacto negativo de la misma sobre el resultado final. Asi, se determinaron dos
maneras de evaluar la dificultad de la maniobra, su relacion entre ellas y su relacién
con la tasa de prefiez. En un segundo lugar, se estudié una metodologia farmacoldgica
gue contribuiria a disminuir el efecto perjudicial producido cuando esta maniobra se
prolonga demasiado y se manipula excesivamente el utero.

1.- Dificultad en la transferencia de embriones propiamente dicha

El primer objetivo en ésta investigacion fue establecer una medida confiable de la
calidad de la transferencia, y para ello se plantearon dos alternativas de medicién: una
subjetiva dada por la dificultad manifestada por el operador y otra objetiva determinada
por la duracion o tiempo transcurrido para complementar la misma.

Como primera observacion se menciond que el tiempo promedio de la totalidad de las
transferencias realizadas fue de 62,3 segundos (con un min. y max. de 11 y 357 seqg,
respectivamente) y una mediana de 44,5 seg. Como la distribucion de estos datos no
fue normal y la variabilidad fue extremadamente alta, se tomoO para este estudio
preferentemente el valor de la mediana (valor de la variable de posicion central en un
conjunto de datos), salvo cuando se especifique de otra manera. El tiempo que el
operador tarda en hacer la transferencia es importante como mencionan Tervit et al.
(1980), quienes determinaron que para realizar una transferencia la mediana fue de
108 seg y que la prefiez tendio a ser afectada de forma lineal por la duracion de la
maniobra. En este estudio, solo 11 animales requirieron mas de 108 seg, y en estos, se
obtuvo una prefiez del 27,3%, lo que fue significativamente inferior a la obtenida en el
grupo con duraciéon menor de la maniobra en el que se prefié un 48% de los animales
(p<0,05) (Anexos 7, 8 y 9). La duracién de la maniobra en este caso fue menos de la
mitad de la mencionada por Tervit et al. (1980), mostrando con seguridad, que la
experticia del operador que realizé las transferencias en esta investigacion fue
determinante en estos resultados que coinciden con la informacién previa. En otro
estudio realizado por Gordon (1976), se determiné que solamente cuando la maniobra
tarda mas de 3 minutos en ser completada existe una disminucién en las tasas de
prefiez en las receptoras. En este estudio solo hubo 7 animales en los que la maniobra
duré mas de 3 minutos, y en ellos la prefiez fue del 16%. De acuerdo al alto grado de
experiencia del operador en este estudio, se establecié un nivel aceptable de dificultad
como maximo en los 45 seg. (el valor de la mediana). Cuando se comparo la tasa de
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prefiez en maniobras con duracion superior o inferior a esos 45 segundos, no se
observaron diferencias estadisticas debidas al tiempo transcurrido en la manipulaciéon
(tabla 4). Sin embargo, se observo que las pérdidas de prefiez entre los 30-40 y 60-90
dias (este ultimo fue diagndstico de confirmacion) fue superior en las receptoras en las
gue el tiempo de manipulacién fue menor.

Segun estos resultados se establecid que existe una estrecha correlacion entre las dos
maneras 0 medidas utilizadas para determinar la dificultad de la maniobra. Si bien
varios autores ya habian utilizado una u otra forma para determinarla y era factible
suponer su relacion, en este trabajo fue posible determinar en forma precisa que esta
correlacion fue del 74,8 % (p=0,0001) indicando que cerca del 75% de la dificultad de la
maniobra estuvo explicada por el tiempo que durd la misma. O dicho de otra manera,
en su mayor parte, cuanto mayor sea la dificultad que experimente el operador para
transferir el embrién, la duracion de la misma también sera mayor y esto tiene una
correlacion extremadamente alta.

La dificultad principal de la técnica esta dada por las estructuras anatémicas del animal,
en particular por el cérvix, y luego por la manipulacion del Utero que se realiza para
tratar de colocar el embrion en el tercio anterior del cuerno ipsilateral al CL (Gordon,
1976). Estas maniobras son también responsables de la liberacion de PGF2a como
fue demostrado por diferentes autores (Ribeiro et al., 2011; Roberts, Barcikowski,
Wilson, Skarnes, & McCracken, 1975; Scenna et al., 2005; Wann & Randel, 1990).

Para el desarrollo de ésta tesis se utilizaron como receptoras vaconas F1 cruza Bos
taurus x Bos indicus. En un trabajo realizado por Nogueira et al. (2012), se determiné
gue no hubo diferencias entre receptoras de razas Bos taurus y Bos indicus. Sin
embargo, es ampliamente aceptado dentro de la industria de la transferencia de
embriones que las tasas de concepcion son mas bajas en las receptoras de tipo Bos
indicus (puras o sus cruzas) comparada con las de receptoras Bos taurus. Sumado a
las posibles diferencias en su fertilidad innata, las hembras indicas son mas dificiles de
manejar, no manifiestan claramente el celo y en general es mas dificultoso pasar el
catéter de transferencia a través del cuello, en comparacién con las hembras taurus
(Hasler, 2012). A pesar de esto, se han realizado estudios que han demostrado que las
deformaciones que presento el cérvix en el 45% de los animales de tipo cebu, no
tuvieron efecto directo en su desempefio reproductivo cuando se uso la inseminacion
artificial (Gémez et al., 2006). No obstante, Seidel & Seidel (1991), manifiestaron que
para realizar transferencias en animales Bos indicus se requiere de mayor experiencia
gue lo habitual. En la seleccion de receptoras de embriones algunos autores (Duica,
Tovio, & Grajales, 2007) recomiendan rechazar animales con deformidades en el
cérvix, ya que esto perjudicaria el éxito de la técnica y ademas, mientras mayor sea la
dificultad que se presente para atravesar esta estructura, mayor sera la manipulacion y
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por lo tanto podria producirse mayor descarga de PGF2a (Flint & Sheldrick, 1982;
Wulster-Radcliffe, Wang, & Lewis, 2004). Esta mayor o menor estimulacion sobre el
tracto genital estaria determinado, en buena medida, por la experiencia del operador,
factor que podria influir sobre el resultado de prefiez (Cutini et al., 2000).

A pesar de lo descrito en los parrafos anteriores sobre los posibles problemas que
podria causar la dificultad en realizar la transferencia, en la presente investigacion éste
factor no tuvo influencia sobre los porcentajes de prefiez observados cuando el
operador manifestd o no dificultad (tabla 5). Aunque como se mencioné anteriormente,
cuando los tiempos utilizados para completar la maniobra superaron los 108 segundos
(segun Tervit et al., 1980) o los 180 segundos (segun Gordon, 1976) las tasas de
prefiez fueron inferiores al resto. Como las trasferencias catalogadas como dificultad 3
ocurrieron en una pequefia proporcion de los animales transferidos, no fue posible
realizar un andlisis estadistico potente. Contrario a lo observado en nuestro trabajo,
Ribeiro et al. (2011) informaron de una disminucion en la prefiez en receptoras cuando
hubo dificultad en atravesar el cérvix para realizar el depdsito del embrion.

En sintesis, en este estudio, se pudo dar una magnitud a la relacion existente entre dos
sistemas para determinar la dificultad en la maniobra de la transferencia de embriones,
se dispuso de un operador de gran experticia en la aplicacion de la técnica lo que
permitié llevar al minimo las dificultades en la misma a pesar de tratarse de animales
en los que frecuentemente existen problemas anatomicos para llegar al Gtero, y como
consecuencia de esto, la posible descarga baja de PGF2 alfa producida durante la
maniobra tuvo poca influencia sobre las tasas de prefiez en animales con diferente
duracion de la maniobra salvo cuando esta fue muy larga.

2.- Alternativa farmacologica para disminuir el stress de la manipulacion

Puesto que la técnica de TE exige llegar al tercio anterior del cuerno uterino para el
depdsito del embridn, es inevitable que se realice cierta manipulacién que estimularé la
descarga de PGF2a por parte del endometrio, como ya se mencioné antes (Aké-Lopez,
2002; Elli et al., 2001; Scenna et al., 2005). En trabajos realizados en yeguas se ha
demostrado que la manipulacion cervical produce aumento en las concentraciones de
oxitocina pero raramente de PGF2a (Nikolakopoulos, Kindahl, Gilbert, Goode, &
Watson, 2000); en bovinos no existen evidencias que la oxitocina tenga algun efecto
nocivo directo sobre el embridon, sin embargo, ésta hormona estaria involucrada en los
procesos de accion de la prostaglandina a nivel uterino (Perea & Inskeep, 2008).

En estudios realizados para determinar los niveles de PGF2a después del estimulo
uterino, se ha observado en ovejas que entre los 2 y 6 minutos después del estimulo
mecanico del Gtero los niveles de PGF2a aumentan hasta 6 veces sus niveles en
sangre (Roberts et al., 1975). Algo similar se ha observado en la vaca después de la
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maniobra de transferencia de embriones (Scenna et al., 2005). En este ultimo estudio
se determind que existe un aumento rapido de la PGF2a, probablemente antes de los
10 minutos (esto no fue medido en este estudio pero al hacer la relaciébn con lo
observado en el ovino precedentemente se puede suponer que asi ha sido también
aqui) y luego hay un nuevo pico entre 2 a 6 horas del estimulo inicial. Los niveles de
PGF2a observados en el estudio citado producto del estimulo uterino son muy similares
a los observados alrededor de la luteolisis (Flint & Sheldrick, 1982). Por otra parte, hay
estudios que han determinado la existencia de efectos negativos por los niveles
elevados de la PGF2a en la sobrevida embrionaria de vacas para carne (Schrick,
Inskeep, Butcher, & Virginia, 1993b) y también se ha observado que la PGF2a no solo
actuaria a nivel del CL sino también afectarian el desarrollo del propio embrién bovino
(Scenna et al., 2004). En sintesis, el efecto de la PGF2a podria observarse no
solamente a nivel del CL (lo cual es posible relativamente ya que los animales se
encontraban en una etapa temprana del ciclo) sino que también por su efecto
embriotoxico (Scenna et al., 2005). En un trabajo previo de este mismo autor (Scenna
et al., 2004) se determind que el agregado de dosis muy bajas de PGF2a en un medio
de cultivo de embriones afecta el desarrollo de los mismos e incluso impide la etapa de
protrusion en el estadio de blastocisto expandido.

Con el objetivo de incrementar la eficiencia reproductiva de los bovinos se han utilizado
varias estrategias antiluteoliticas incluyendo aquellas que ejercen una inhibicién
especifica de las enzimas que patrticipa en la sintesis de PGF2a como son las drogas
AINES tal es el caso de la aspirina, el ibuprofeno y el flunixin meglumine (FM). Este
ultimo (FM) es una droga que ejerce un control no especifico de la sintesis de
prostaglandina inhibiendo en forma directa a las enzimas COX-1 y COX-2 quienes
tienen la capacidad de convertir el acido araquidénico libre, que se encuentra en
grandes cantidades en el Utero, en prostaglandinas (Cheng, Mckeller, & Nolan, 1998).
Se han realizado una importante cantidad de estudios en los que se ha evaluado la
capacidad de esta droga de mejorar la tasa de prefiez después de realizar una
transferencia embrionaria bajo el supuesto que podria modular el efecto de la PGF2a
liberada después de la manipulacion uterina. La mayoria de trabajos en los que se ha
tratado de inhibir la liberacion de prostaglandina post TE con el uso de farmacos que
detienen su sintesis como es el caso del FM (el mas estudiado) no han sido exitosos
(Bulbul, Dursun, Kirbas, Kose, & Umutlu, 2010; Geary et al., 2010; Mcnhaughtan, 2004),
han presentado resultados aleatorios (Purcell et al., 2005) y en algun caso el efecto ha
sido positivo aumentando la tasa de prefiez después de una TE (Schrick et al., 2001,
Scenna et al. 2005). En la totalidad de estos estudios, la aplicacion del FM ha sido por
via intramuscular (IM) con lo cual los niveles fisiologicos de accion sobre la inhibicion
de la sintesis de PGF2a se logran aproximadamente 20 minutos después de su
aplicacién y, con las dosis de uso recomendadas, alcanzan aproximadamente los 2
ng/ml de sangre en ese tiempo. En un estudio evaluando diferentes vias de aplicacion
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del FM, se determind que cuando es aplicada la misma dosis por via intravenosa se
alcanzan en menos de 10 minutos niveles 5 veces mas altos que los logrados via IM
(Kissell et al., 2012). Si se tiene en cuenta que los niveles de PGF2a aumentan dentro
de los primeros minutos después de la estimulacion uterina, es muy probable que la
aplicacion IM llega demasiado tarde y en niveles insuficientes como para controlar en
todos los casos los niveles de PGF2a. En el presente estudio, cuando se hizo la
comparacion global de los tratamientos (sin tener en cuenta el grado de dificultad
determinado previamente) se observd que Unicamente con la inyeccion IV de FM se
obtuvieron valores de prefiez significativamente superiores a los obtenidos con la
inyeccion IM y con respecto al control. Entre estos dos ultimos no hubo diferencias,
coincidiendo con varios de los estudios sefialados previamente. Con estos hallazgos se
confirmo lo que se propuso en la hipotesis, de que la aplicacion IV de FM podria ser
realmente méas efectiva que la IM para controlar la sintesis de PGF2a inmediata
después de la TE.

En la mayoria de los trabajos en que se estudio el efecto del FM, los tratamientos
fueron hechos en la totalidad de los animales sin tener en cuenta el grado de dificultad
gue habia tenido la maniobra. Si especulamos que a mayor dificultad deberia haber
mayor sintesis de PGF2a, deberia ser coincidente con ello que el FM deberia mostrar
mayor efecto en estos animales que en aquellos en que la manipulacibn no mostré
dificultades. Sin embargo, cuando se realiz6 el analisis de los resultados ahora
teniendo en cuenta esta dificultad, curiosamente, e inverso a lo esperado, se observo
un efecto significativo del tratamiento IV particularmente en animales en los cuales la
dificultad fue menor. Este resultado inesperado nos hace pensar que tal vez el solo
hecho de realizar la maniobra, aun con poca dificultad, es suficiente para producir
liberacién de PGF2a como para afectar la viabilidad embrionaria y los niveles rapidos y
altos de FM aplicados por via IV fueron capaces de controlarlo. Por el contrario, a
mayor dificultad, probablemente los niveles de PGF2a son significativamente mas altos
y tal vez mas prolongados (recordar el segundo pico de PGF2a observado entre 2 y 6
hs pos TE) con lo cual el FM inyectado por via IV no fue suficiente para el control de la
PGF2a en estos casos.

Otro resultado inesperado es que la inyeccion IM de FM produjo resultados que incluso
llegaron a ser inferiores a los de los animales control (sin tratamiento). Se debe
recordar que las recomendaciones del laboratorio fabricante de esta droga la indican
para uso IV en bovinos (Smith, Davis, Tell, Webb, & Riviere, 2008) e incluso en EEUU
su uso IM esté prohibido. En un estudio, en el que se evalué el dafio muscular en el
sitio de inyeccién de varios farmacos no esteroides (FM, fenilbutazona, ketoprofeno y
metamizol) se determin6 que precisamente la mayor reaccién inflamatoria y necrosis se
observo con el FM (Pyoréla, Laurila, Lehtonen, Leppa, & Kaartinen, 1999). En el trabajo
citado se ha estimado que el dafio inmediato producido por la inyeccion IM de FM se
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tradujo en la pérdida de aproximadamente 80 gr de tejido por animal. Esto deberia
traducirse en un significativo dolor o al menos disconfort del animal lo cual podria
explicar también que un eventual efecto sobre la sintesis de PGF2a en Utero sea
contrapuesto al stress causado por este tratamiento cuando es aplicado via IM.

El FM aplicado por via IM no fue capaz de aumentar o mantener la concentracion de
progesterona (Pinto et al., 2008) pero en un trabajo realizado en ovejas se demostrd
gue puede alargar la fase latea retrasando la luteolisis al suprimir la sintesis de PGF2a
(Aké-Lopez et al., 2011). Sin embargo, ésta accion no ha sido suficiente para mejorar
las tasas de prefiez. Esto podria explicarse porque la aplicacion IM de FM aunque
inhibe la sintesis de PGF2a, esto no ocurre de forma suficientemente rapida y podrian
producirse niveles subluteoliticos que resultarian embriotoxicos. La toxicidad de la
PGF2a sobre el embrion mencionada antes ha sido demostrada en pruebas in vitro en
bovinos (Scenna et al., 2004).

Por otra parte, se ha demostrado que los embriones poseen actividad ciclooxigenasa y
son capaces de sintetizar acido araquidénico para la produccion de prostaglandinas,
especialmente la PGE2 (Lewis, Thatcher, Bazer, & Curl, 1982; Racowsky & Biggers,
1983) que interviene en la formacion del blastocele, protrusion de los embriones
(Scenna et al.,, 2004) y al mismo tiempo esta involucrada en el proceso de
reconocimiento materno embrionario al tener un efecto luteotropico. Psychoyos et al.
(1995), determinaron que la prostaglandina E juega un papel importante en la
implantacion del embrién, ya que a nivel del estroma existen puntos especificos para la
union de la progesterona dependiente de la prostaglandina E pero no para la PGF2a.

Al ser el embrién capaz de sintetizar prostaglandinas al igual que el endometrio, el FM
podria estar bloqueando el mecanismo de desarrollo del embrién (Okada et al., 2016) y
ésta podria ser la causa del fracaso del FM aplicado por via IM en los trabajos previos.
El efecto positivo del FM que produce a nivel del endometrio inhibiendo la sintesis de
PGF2a estaria anulado con el efecto negativo sobre el desarrollo del embrién. Sin
embargo, los resultados de este trabajo han demostrado que al evaluar otra via de
aplicaciéon como la IV, el FM parece ser efectivo para mejorar las tasas de prefiez. La
explicacion de este comportamiento podria estar relacionado con la vida media de la
droga. Segun el estudio de Navarre et al. (2001), realizado en llamas aplicando el FM
por via IV esta droga muestra que se caracteriza por tener una vida media muy corta;
esto haria que el FM tenga un efecto menos prolongado que posiblemente no seria
nocivo para el embridn, y gracias a su pico de accidon inmediato inhibiria la sintesis de
PGF2a en el utero consiguiendo el efecto deseado. Aunque ésta parece ser la manera
en la que actia el FM por via IV en la TE habria que realizar otros estudios que
respalden estos resultados, y asimismo, determinar si el efecto este exclusivo de éste
farmaco.
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CAPITULO VII: CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
7.1. CONCLUSIONES:

Luego de haber desarrollado este trabajo de investigacién se puede concluir lo
siguiente:

e De acuerdo a las pruebas estadisticas realizadas (correlacion de spearman y
pearson p<0,0001) podemos concluir que existe una relacion alta, positiva y
significativa entre las variables objetiva (tiempo) y subjetiva (dificultad manifestada
por el operador). De acuerdo con ello se concluye que mientras mas tiempo
transcurre desde que se inicia la maniobra de transferencia de embriones hasta su
finalizacion, la dificultad sera mayor.

e Asimismo, concluimos que no existe dependencia entre las variables prefiez y
dificultad, ya sea a los 30-40 dias luego de la transferencia asi como a los 60-90
dias posteriores a la TE. Por ello podemos expresar que, cuando existe mayor
dificultad al realizar la transferencia embrionaria no seria un sinbnimo de menor
porcentaje de prefiez; asi como tampoco podriamos decir que si la TE tienen menor
dificultad el porcentaje de prefiez seria mayor. Esto no se podria considerar como
una regla general debido a que en los estudios previos se han encontrado
evidencias opuestas a la nuestra. Esto puede ser debido al tamafio reducido de la
muestra, pero en este experimento se pudo comprobar que la dificultad no influyo
sobre la prefiez en animales no tratados, salvo cuando la misma excede tiempos
muy largos de maniobra.

e De acuerdo al test de chi cuadrado podemos concluir que la aplicacion del
antiprostaglandinico FM a una dosis de 2,2 mg/kg de peso vivo por via intravenosa
inmediatamente después de haber realizado la TE, produjo un efecto positivo sobre
el porcentaje de prefiez. Al diagnostico realizado a los 30-40 dias post TE se
observo un 45% de prefiez en las vaconas testigo, un 33,33% de prefiez en las
vaconas a las que se les aplico el FM por via IM y un 75% de prefiez en las vaconas
con el tratamiento de FM por via intravenosa. De igual manera, a la reconfirmacion
de la prefiez a los 60-90 dias post TE se observo un 32,26% de prefiez en las
vaconas testigo, un 33,33% de prefiez en las vaconas a las que se les aplico el FM
por via IM y un 70% de prefiez en las vaconas con el tratamiento de FM por via
intravenosa.
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e Mediante la prueba de chi cuadrado (p=0.00030) fue posible concluir que la
aplicacion del FM a una dosis de 2,2mg/kg por via intravenosa fue particularmente
importante para aumentar el porcentaje de prefiez cuando la duracion de la
transferencia fue < 45 segundos.

e De acuerdo los resultados obtenidos podemos concluir que al aplicar FM por via
intramuscular luego de realizada la transferencia de los embriones a una dosis de
2,2 mg/kg de peso vivo no aumenté el porcentaje de prefiez con respecto al grupo
no tratado.

7.2. RECOMENDACIONES

e Se recomienda que las transferencias de embriones que se realicen en vaconas,
tengan una duracién de menos de 45 segundos, ya que asi estaremos obteniendo
un mayor porcentaje de prefiez.

e Aplica FM por via intravenosa a una dosis de 2,2 mg/kg de peso vivo
inmediatamente posterior a la TE, con esto se lograria aumentar significativamente
el porcentaje de prefiez.

e Habria que realizar nuevas investigaciones pero con un grupo experimental mas
alto para poder reconfirmar los resultados obtenidos.

e Seria importante realizar un nuevo experimento en el que se realicen analisis en
sangre de las concentraciones de progesterona que presenta cada una de las
receptoras para poder conocer si este es un factor determinante en la obtencion de
los resultados.

e Se podria realizar andlisis en sangre para determinar la concentracion de PGF2a
gue se encuentran en las receptoras luego de realizada la TE asi como también se
podria medir la concentracion de la misma cada 10 minutos en grupos en los que se
aplicé el tratamiento del FM por via IV asi como en los grupos testigo.
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ANEXOS

Anexo 1.- Chi cuadrado para la tasa prefiez a los 30 — 40 dias y el grado de dificultad

Grado de dificultad

1

|Resultado de la preiiez 30-40 1,0 2,0 Total
,0 Recuento 9, Ta 16
1/" dentrode 1 50006  58.3% 53,3%
1,0 Recuento 9, 5a 14
ZA’ dentrode | 55 00|  41,7% 46,7%
Total Recuento 18 12 30
% dentrode | 4000%| 100,0% 100,0%
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Cada letra del subindice denota un subconjunto de 1 categorias
cuyas proporciones de columna no difieren de forma significativa
entre si en el nivel 0,05, ni en X? ni con F-Fisher.

Anexo 2.- Chi cuadrado para la tasa prefiez a los 60 — 90 dias y el
grado de dificultad

|Resultado de la prefiez 60-90

Grado de dificultad

1

1,0 2,0 Total

,0 Recuento 12, 8a 20
0

1/° dentro de 66,7%| 66,7% 66,7%

1,0 Recuento 62 4, 10
0

1/" dentro de 33.3%| 33.3% 33,3%

Total Recuento 18 12 30
0

pdentrode |04 0061 100.0% 100,0%
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Cada letra del subindice denota un subconjunto de 1 categorias
cuyas proporciones de columna no difieren de forma significativa

entre si en el nivel 0,05, ni en X? ni con F-Fisher.

Anexo 3.- Correlaciones de Pearson para los grupos Control, FM-IV y FM-IM

Grupo Control Tiempo Dificultad Prefiez30-40 Prefiez60-90
Tiempo Correlacién de Pearson 1 705" ,088 041
Sig. (bilateral) ,000 ,637 ,826
N 31 31 31 31
Dificultad Correlacién de Pearson 705" 1 ,034 -,054
Sig. (bilateral) ,000 ,856 771
N 31 31 31 31
Prefiez 30-40 Correlacién de Pearson ,088 ,034 1 760"
Sig. (bilateral) ,637 ,856 ,000
N 31 31 31 31
Prefiez 60-90 Correlacién de Pearson ,041 -,054 ,760" 1
Sig. (bilateral) ,826 771 ,000
N 31 31 31 31
** | a correlacion es significativa en el nivel 0,01 (bilateral).
Grupo FM-IV Tiempo Dificultad Prefiez 30-40 Prefiez 60-90
Tiempo Correlacién de Pearson 1 ,768" ,100 ,082
Sig. (bilateral) ,000 ,539 ,616
N 40 40 40 40
Dificultad Correlacion de Pearson 768" 1 113 ,064
Sig. (bilateral) ,000 ,487 ,694
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N 40 40 40 40
Prefiez 30-40  Correlacién de Pearson ,100 113 1 882"
Sig. (bilateral) ,539 ,487 ,000
N 40 40 40 40
Prefiez 60-90 Correlacion de Pearson ,082 ,064 ,882** 1
Sig. (bilateral) ,616 ,694 ,000
N 40 40 40 40
** | a correlacion es significativa en el nivel 0,01 (bilateral).
Grupo FM-IM Tiempo Dificultad Prefiez 30-40 Prefiez 60-90
Tiempo Correlacién de Pearson 1 755" 240 240
Sig. (bilateral) ,000 ,142 ,142
N 39 39 39 39
Dificultad Correlacion de Pearson 755" 1 257 257
Sig. (bilateral) ,000 114 114
N 39 39 39 39
Prefiez 30-40 Correlacién de Pearson ,240 ,257 1 1,000”
Sig. (bilateral) ,142 114 ,000
N 39 39 39 39
Prefiez 60-90  Correlacién de Pearson 240 257 1,000 1
Sig. (bilateral) ,142 ,114 ,000
N 39 39 39 39
**_La correlacion es significativa en el nivel 0,01 (bilateral).
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Anexo 4.- Correlaciones de Spearman para los grupos Control, FM-IV y FM-IM

Prefiez Prefiez
Grupo Control Tiempo Dificultad 30-40 60-90
Rho de Tiempo Coeficiente de correlacion 1,000 767" -,033 -,050
Spearman Sig. (bilateral) ,000 ,862 ,789
N 31 31 31 31
Dificultad Coeficiente de correlacion 767" 1,000 ,046 -,036
Sig. (bilateral) ,000 ,804 ,848
N 31 31 31 31
Prefiez 30-40  Coeficiente de correlacion -,033 ,046 1,000 760"
Sig. (bilateral) ,862 ,804 ,000
N 31 31 31 31
Prefiez 60-90  Coeficiente de correlacion -,050 -,036 760" 1,000
Sig. (bilateral) ,789 848 ,000
N 31 31 31 31
** La correlacion es significativa en el nivel 0,01 (bilateral).
Prefiez Prefiez
Grupo FM-IV Tiempo | Dificultad 30-40 60- 90
Rho de Spearman Tiempo Coeficiente de correlacién 1,000 601" ,175 ,185
Sig. (bilateral) ,000 ,279 ,254
N 40 40 40 40
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Dificultad Coeficiente de correlacion 601" 1,000 218 ,160
Sig. (bilateral) ,000 177 324
N 40 40 40 40
Prefiez 30-40 Coeficiente de correlacion , 175 ,218 1,000 ,882**
Sig. (bilateral) ,279 177 ,000
N 40 40 40 40
Prefiez 60-90 Coeficiente de correlacion ,185 ,160 882" 1,000
Sig. (bilateral) ,254 324 ,000
N 40 40 40 40
**_La correlacion es significativa en el nivel 0,01 (bilateral).
Prefiez Prefiez
Grupo FM-IM Tiempo | Dificultad | 30-40 60-90
Rho de Spearman  Tiempo Coeficiente de correlacion 1,000 808" 210 210
Sig. (bilateral) ,000 ,199 ,199
N 39 39 39 39
Dificultad Coeficiente de correlacién ,808" 1,000 227 227
Sig. (bilateral) ,000 ,164 ,164
N 39 39 39 39
Prefiez 30-40 Coeficiente de correlacién 210 227 1,000 1,000”
Sig. (bilateral) ,199 ,164
N 39 39 39 39
Prefiez 60-90 ~Coeficiente de correlacién 210 227 1,000” 1,000
Sig. (bilateral) ,199 ,164
N 39 39 39 39

** | a correlacion es significativa en el nivel 0,01 (bilateral).
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Anexo 5.- Chi cuadrado para la tasa prefiez a los 30 — 40 dias y grupos de tratamiento

GRUPOS
FM-IV [ FM-IM | Control Total
PRENEZ 30- PRENADA Recuento 30, 13y 14y, 57
40
OT/"RdAeT”:& I(IjEeNT o 75,0%| 33,3%| 452%| 51,8%
NO i Recuento 10, 26y 17, 53
PRENADA
OT/"RdAeT”:& I(IjEeNT o 25.0%| 66,7%| 54,8%| 48,2%
Total Recuento 40 39 31 110
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% dentro de

A

0, 0, 0 0
TRATAMIENTO 100,0%| 100,0%| 100,0%| 100,0%
Cada letra del subindice denota un subconjunto de GRUPOS categorias cuyas
proporciones de columna no difieren de forma significativa entre si en el nivel 0,05.
Pruebas de chi-cuadrado
Significacion
asintotica
Valor Gl (bilateral)
Chi-cuadrado de 14,497 001
Pearson
Razon de 15,028 001
verosimilitud
Asouamon lineal por 7,259 007
lineal
N de casos validos 110
a. 0 casillas (0,0%) han esperado un recuento menor
qgue 5. El recuento minimo esperado es 14,94.
Medidas simétricas
Error
estandarizad T Significacion
Valor | o asintético? | aproximada® | aproximada
Intervalo por R de Pearson c
intervalo ,258 ,091 2,776 ,006
Ordinal por Correlaciéon de c
ordinal Spearman 267 092 2,880 005
N de casos validos 110
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a. No se presupone la hipotesis nula.

b. Utilizacién del error estdndar asintético que presupone la hipotesis nula.

c. Se basa en aproximacion normal.

Anexo 6.- Chi cuadrado para la tasa prefiez a los 60 — 90 dias y grupos de tratamiento

GRUPOS

FM-IV FM-IM [ Control | Total

PRENEZ PRENADA Recuento 28, 13y, 104 51
60-90
?f’RdAeT”:\r&lcéeNTo 70,0%| 33,3%| 32,3%| 46,4%
) Recuento 12, 26y 21, 59
PRENADA

f)f’RdAeTnmlcéeNTo 30,0%| 66,7%| 67,7%| 53,6%
Total Recuento 40 39 31 110
OT/"RdAeT"X&IdEeNTO 100,0%| 100,0%| 100,0%| 100,0%
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Cada letra del subindice denota un subconjunto de GRUPOS categorias cuyas
proporciones de columna no difieren de forma significativa entre si en el nivel 0,05.

Pruebas de chi-cuadrado

Significacion
asintoética
Valor Gl (bilateral)
hi-
Chi-cuadrado de 14,129 001
Pearson
Razon de 14,407 001
verosimilitud
Asouamon lineal por 10,843 001
lineal
N de casos validos 110

a. 0 casillas (0,0%) han esperado un recuento menor
que 5. El recuento minimo esperado es 14,37.

Medidas simétricas

A

Error
estandarizado T Significacion
Valor asintético® |aproximada®| aproximada
I I RdeP
.nterva 0 por de Pearson 315 089 3.454 001°
intervalo
Al lacid
Oro!lna por Correlacion de 321 090 3,526 001°
ordinal Spearman
N de casos validos 110
a. No se presupone la hipotesis nula.
b. Utilizacidn del error estandar asintético que presupone la hipétesis nula.
c. Se basa en aproximacion normal.
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Anexo 7.- Detalle de las transferencias realizadas y el diagnostico de prefiez en el

Grupo FM-IV
#DEVACA|~| VIA|-Y| TIEMPO ~| DIFICULTAD ~| PRENEZ30-40d|~| CONFIRMACION 60-90d -~
1 1Y 28,00 1 PRENADA PRENADA
2 vV 23,00 1 PRENADA PRENADA
3 IV |52,00 1 PRENADA VACIA
4 IV |25,00 1 PRENADA PRENADA
5 1Y 35,00 1 PRENADA PRENADA
6 1Y 45,00 1 PRENADA PRENADA
7 IV 252,00 3 PRENADA PRENADA
8 1Y 15,00 1 PRENADA PRENADA
9 1Y 40,00 1 PRENADA PRENADA
10 IV 90,00 2 VACIA VACIA
11 \Y 60,00 1 VACIA VACIA
12 IV (24,00 1 VACIA VACIA
13 1Y 30,00 1 PRENADA PRENADA
14 IV |75,00 2 VACIA VACIA
15 1Y 21,00 1 VACIA VACIA
16 IV |30,00 1 PRENADA PRENADA
17 IV |50,00 1 VACIA VACIA
18 \Y 40,00 1 PRENADA PRENADA
19 IV 16,00 1 PRENADA PRENADA
20 IV [25,00 1 VACIA VACIA
21 IV |53,00 2 PRENADA PRENADA
22 \Y 11,00 1 PRENADA PRENADA
23 \Y 30,00 1 PRENADA PRENADA
24 IV 22,00 1 PRENADA PRENADA
25 1Y 38,00 1 PRENADA PRENADA
26 1Y 34,00 1 PRENADA PRENADA
27 IV |30,00 1 PRENADA VACIA
28 IV |51,00 1 PRENADA PRENADA
29 Iv  |17,00 1 PRENADA PRENADA
30 1Y 57,00 1 PRENADA PRENADA
31 IV 36,00 1 PRENADA PRENADA
32 IV |51,00 1 PRENADA PRENADA
33 IV (32,00 1 VACIA VACIA
34 1Y 56,00 1 PRENADA PRENADA
35 IV 42,00 1 PRENADA PRENADA
36 IV [40,00 1 VACIA VACIA
37 IV |70,00 3 PRENADA PRENADA
38 1Y 105,00 2 VACIA VACIA
39 IV 40,00 1 PRENADA PRENADA
40 IV |30,00 1 PRENADA PRENADA
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Anexo 8.- Detalle de las transferencias realizadas y el diagnostico de prefiez en el

Grupo FM-IM
#DEVACA|~| VIA|-Y| TIEMPO ~| DIFICULTAD ~| PRENEZ30-40d|~| CONFIRMACION 60-90d -~
41 IM (33,00 1 PRENADA PRENADA
42 IM  |26,00 1 PRENADA PRENADA
43 IM  |75,00 2 PRENADA PRENADA
44 IM  |103,00 2 PRENADA PRENADA
45 IM  [120,00 2 PRENADA PRENADA
46 IM  [66,00 2 PRENADA PRENADA
47 IM 115,00 2 PRENADA PRENADA
48 IM  |40,00 1 PRENADA PRENADA
49 IM  [42,00 2 PRENADA PRENADA
50 IM 22,00 1 PRENADA PRENADA
51 IM  |32,00 1 PRENADA PRENADA
52 IM 32,00 1 PRENADA PRENADA
53 IM  [25,00 1 PRENADA PRENADA
54 IM  |72,00 2 VACIA VACIA
55 IM 39,00 2 VACIA VACIA
56 IM  [70,00 1 VACIA VACIA
57 IM 208,00 3 VACIA VACIA
58 IM  |49,00 2 VACIA VACIA
59 IM 135,00 3 VACIA VACIA
60 IM  [270,00 3 VACIA VACIA
61 IM  [210,00 3 VACIA VACIA
62 IM 212,00 3 VACIA VACIA
63 IM  |60,00 1 VACIA VACIA
64 IM  [357,00 3 VACIA VACIA
65 IM  [14,00 1 VACIA VACIA
66 IM  |33,00 1 VACIA VACIA
67 IM  [27,00 1 VACIA VACIA
68 IM  [108,00 2 VACIA VACIA
69 IM (88,00 2 VACIA VACIA
70 IM  |60,00 1 VACIA VACIA
71 IM 39,00 1 VACIA VACIA
72 IM  [57,00 1 VACIA VACIA
73 IM  |65,00 3 VACIA VACIA
74 IM  |74,00 2 VACIA VACIA
75 IM  |33,00 2 VACIA VACIA
76 IM  |40,00 1 VACIA VACIA
77 IM  [12,00 1 VACIA VACIA
78 IM 32,00 1 VACIA VACIA
79 IM 82,00 3 VACIA VACIA
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Anexo 9.- Detalle de las transferencias realizadas y el diagnostico de prefiez en el

Grupo Control

#DEVACA|~| VIA|-Y| TIEMPO ~| DIFICULTAD ~| PRENEZ30-40d|~| CONFIRMACION 60-90d -~
80 T 17,00 1 VACIA VACIA
81 T 13,00 1 VACIA VACIA
82 T 85,00 1 VACIA VACIA
83 T 44,00 1 PRENADA PRENADA
84 T 40,00 1 VACIA VACIA
85 T 40,00 1 PRENADA VACIA
86 T 48,00 1 VACIA VACIA
87 T 57,00 1 PRENADA VACIA
88 T 34,00 1 VACIA VACIA
89 T 41,00 1 PRENADA VACIA
90 T 50,00 1 VACIA VACIA
91 T 44,00 1 PRENADA PRENADA
92 T 54,00 1 PRENADA PRENADA
93 T 38,00 1 PRENADA PRENADA
94 T 26,00 1 PRENADA PRENADA
95 T 32,00 1 VACIA VACIA
96 T 57,00 1 VACIA VACIA
97 T 24,00 1 VACIA VACIA
98 T 55,00 1 PRENADA PRENADA
99 T 59,00 2 VACIA VACIA
100 T 79,00 2 VACIA VACIA
101 T 65,00 2 VACIA VACIA
102 T 80,00 2 PRENADA PRENADA
103 T 60,00 2 VACIA VACIA
104 T 80,00 2 PRENADA PRENADA
105 T 56,00 2 PRENADA PRENADA
106 T 55,00 2 VACIA VACIA
107 T 88,00 2 VACIA VACIA
108 T 68,00 2 PRENADA VACIA
109 T 272,00 3 VACIA VACIA
110 T 96,00 3 PRENADA PRENADA
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Anexo 10.- Fotografias
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Lavado de la vaca donante para la recoleccién de embriones.

Chequeo del CL previo alaTE
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Aplicacién del Flunixin Meglumine por via Intravenosa posterior a la TE.
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Terneros producto de la TE
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