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RESUMEN:

El presente estudio busco evaluar el tiempo total utilizado en la transferencia de
embriones (TE) congelados-descongelados; tiempo empleado en pasar la
cérvix; morfologia y funcionalidad (P4) del cuerpo luteo y lugar de depdsito del
embrion, sobre el porcentaje de prefiez en vaquillas Holstein mestizas. La
investigacion se realizd en ganaderias ubicadas en las provincias de Azuay y
Canar, zona Austral del Ecuador. Un total de 40 vaquillas fueron seleccionadas
como receptoras y recibieron el mismo protocolo de sincronizacion de estro y
de transferencia de embriones (TE). A los 7 dias post-estro, las receptoras que
presentaron un cuerpo luteo (CL) recibieron un embridén de calidad excelente
(calidad 1). El dia de la transferencia se tomaron muestras sanguineas para su
posterior andlisis de P4 mediante el Kit de ELISA Bovine Progesterone
(Mybiosource Inc.). De acuerdo con el tamafio de CL los animales fueron
agrupados en G1 < 17 mm; G2 > 17y < 20 mm y G3 = 20 mm. Ademas, los
niveles de Progesterona fueron organizados en G1 < 3,7 ng/ml; G2 > 3,7 y <
4,3 ng/ml; G3 = 4,3 ng/ml. El tiempo requerido para pasar la cérvix fue
organizado en facil < 30 s; moderado > 30 y < 60 s; dificil 2 60 s. El lugar de
depdsito del embridn se clasifico en tercio craneal, medio o posterior del cuerno
uterino y el tiempo total utilizado para la transferencia del embrion en minimo <
9 min; moderado > 9 y < 13 min; largo = 13 min. Todas estas variables fueron
evaluadas frente al porcentaje de prefiez, mediante la prueba Kruskal-Wallis y
para determinar correlacién se utilizd la prueba de Spearman. Se determiné
que vaquillas con un CL mas grande presentaron mayor tasa de prefiez
(G1=0%; G2=47,7% y G3= 80%), con correlacion media (r=0,59; p<0,05);
ademas, animales con niveles mayores de P4 mostraron tasas de prefiez mas
altas (G1=9,1%; G2=47,1% y G3=66,7%), con un valor de correlacion media
(r=0,44; p<0,05). Se observé que mientras mas complicado fue el paso de la
cérvix menos prefiez se obtiene (G1=60%; G2=50% y G3=10%) y esto mostrd
una correlacion media (r=0,36; p<0,05). Por su parte, el lugar de depdsito del
embrion tuvo tasas de prefiez de G1=60%; G2=37,5% y G3=42,1% para el
tercio craneal, medio y posterior, respectivamente (r=0,05; p>0,05). Finalmente,
se establecio que cuanto mayor tiempo total fue necesario para la transferencia
hubo tasas de prefiez menores G1=58,3%; G2=41,2% y G3=27,3% para los
grupos minimo, moderado y largo, respectivamente (r=0,24; p>0,05). Se
concluye que un mayor tamafio de CL, niveles mas altos de P4 y un menor
tiempo para atravesar la cérvix tuvieron efectos estadisticamente significativos
sobre las tasas de prefiez, por lo tanto estos factores deben ser considerados
por los técnicos dentro de los programas de TE, con el fin de mejorar las tasas
de concepcion en las ganaderias de nuestra region.

Palabras clave: Cuerpo Idteo. Cérvix. Prefiez. Tiempo. Embrién.
Transferencia. Progesterona. Ubicacion.

Pagina | 2
Carlos Alberto Encalada Neira
Milton Paul Morocho Barrera



5&% UNIVERSIDAD DE CUENCA
=

Abstract:

The aim of the present study sought to evaluate the total time used in the
frozen-thawed embryo transfer (TE), cervix transfer score, morphology and
functionality (P4) of the corpus luteum and transfer location of embryo, on
pregnancy rates in heifers Holstein mestiza. The research was conducted in
livestock farms located in the provinces of Azuay and Cafar, Austral area of
Ecuador. A total of 40 heifers were selected as recipients and received the
same synchronization protocol from estrus and embryo transfer (TE). At 7 days
post-estrus, the recipients that presented a corpus luteum (CL) received an
embryo of excellent quality (quality 1). On the day of the transfer, blood samples
were taken for subsequent analysis of P4 using the Bovine Progesterone ELISA
Kit (Mybiosource Inc.). According to the diameter of the CL animals were
grouped into G1 < 17 mm; G2 > 17 and < 20 mm; G3 = 20 mm. Additionally,
progesterone levels were organized into G1 < 3.7 ng/ml; G2 > 3.7 and < 4.3
ng/ml; G3 2 4.3 ng/ml. The cervix transfer score was organized in easy < 30
sec; moderate > 30 and < 60 sec; hard =2 60 sec. The transfer location of
embryo was classified into the cranial, middle, or posterior third of the uterine
horn and the total time used for embryo transfer into minimum < 9 min;
moderate > 9 and < 13 min; long = 13 min. All these variables were evaluated
against the pregnancy rate, by means of the Kruskal-Wallis test and to
determine correlation, the Spearman test was used. It was determined that
heifers with a larger CL presented a higher pregnancy rate (G1=0%; G2=47.7%
and G3=80%), with medium correlation (r= 0.59; p<0.05); in addition, animals
with higher levels of P4 showed higher pregnancy rates (G1=9.1%; G2=47.1%
and G3=66.7%), with a mean correlation value (r=0.44; p<0.05). It was
observed that the more complicated the passage of the cervix was, the less
pregnancy is obtained (G1=60%; G2=50% and G3=10%) and this showed a
medium correlation (r=0.36; p<0.05). For its part, the transfer location of embryo
had pregnancy rates of G1=60%; G2=37.5% and G3=42.1% for the cranial,
middle, and posterior third, respectively (r=0.05; p>0.05). Finally, it was
established that the longer the total time was necessary for the transfer, the
lower the pregnancy rates G1=58.3%; G2=41.2% and G3=27.3% for the
minimal, moderate, and long groups, respectively (r=0.24; p>0.05). In
conclusion, a larger diameter of CL, higher levels of P4 and a lower cervix
transfer score had statistically significant effects on pregnancy rates, therefore
these factors must be considered by technicians within TE programs in order to
improve conception rates in livestock farms in our region.

Keywords: Corpus luteum. Cervix. Pregnancy. Time. Embryo. Transfer.
Progesterone. Location.
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ABREVIATURAS UTILIZADAS

TE= Transferencia de embriones

P4= Progesterona

CL= Cuerpo lateo

PIV= Produccion de embriones in vitro
IVD= Produccién de embriones in vivo

IETS= International Embryo Technology Society (Sociedad Internacional de

Transferencia de Embriones)
PGF2a= Prostaglandina F2a
IA= Inseminacion artificial

BE= Benzoato de estradiol
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1. INTRODUCCION

La transferencia de embriones en bovinos es una herramienta que se ha
empleado ampliamente desde la década de los 70, para mejorar el rendimiento
reproductivo y aumentar el nUmero de animales con alto mérito genético dentro
de las ganaderias (Hasler, 2014). En el afio 2018 se transfirieron un total de
1.129.041 embriones bovinos en todo el mundo, de los cuales 386.133 fueron
embriones derivados in vivo (IVD) y 742.908 embriones producidos in vitro
(PIV) (Viana, 2018).

Uno de los factores que ha permitido lograr estos avances en la transferencia
de embriones bovinos es la mejora continua alcanzada en la criosupervivencia
tanto de los embriones producidos in vivo como in vitro (Hasler, 2014), a tal
punto que, el 60% del total de embriones transferidos anualmente son

congelados-descongelados (Dochi, 2019).

A pesar de los avances que han convertido a la transferencia de embriones en
un procedimiento rutinario en varias explotaciones ganaderas a nivel mundial
(Hansen, 2020), la variacion de las tasas de prefiez dentro de los programas de
transferencia de embriones contindia siendo un problema (Ferraz et al., 2016),
ya que se han identificado varios factores que afectan el establecimiento de la
gestacion (Hasler, 2006), los cuales causan aumento en los costos de
aplicacién y reducen la posibilidad de que esta técnica pueda extender su uso
dentro de las ganaderias, principalmente de los paises en desarrollo (Alkan et
al., 2020).

Uno de los factores que se ha investigado es la supervivencia embrionaria
luego de la criopreservacion (Hasler, 2001), llegando a determinar que la tasa
de prefiez al utilizar embriones congelados-descongelados es 10% mas baja
que al emplear embriones frescos de la misma calidad (calidad 1 y 2) (Cérdova
et al., 2015). Esto se aplica tanto para embriones congelados en Glicerol como
los criopreservados con Etilenglicol, con resultados que oscilan entre 40 y 50%

de efectividad, sin diferencia entre medios de criopreservacion (Dochi, 2019).

Sin embargo, hay otros factores que afectan la tasa de prefiez en las
receptoras como la morfologia y funcionalidad del cuerpo lateo (CL), el grado
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de dificultad de atravesar la cérvix, la ubicacion del depoésito del embrién y
tiempo total de transferencia, que si bien han sido valorados, los resultados
obtenidos por diversos grupos de investigadores son contradictorios hasta la
fecha (Looney et al., 2006; Stroud & Hasler, 2006; Hasler, 2014; Roper et al.,

2018).

En cuanto al diametro del CL, algunos estudios destacan que juega un papel
importante en la implantacion del embrién debido a la secrecion de
progesterona (P4), misma que ayuda en el mantenimiento de la gestacion del
embridn transferido (Oyuela & Jiménez, 2010). De alli que el desarrollo normal
del CL permite contar con mayores niveles de P4 de acuerdo a la edad del
mismo; por ejemplo, un CL de siete dias de vida que mide aproximadamente
15 mm de didmetro llega a producir 1,22 ng/ml de P4 y el mismo CL al dia
catorce de su ciclo llega a medir 16 mm de diametro y produce 2,48 ng/ml de
P4 (Diuca, 2010).

En este contexto autores como Nogueira et al., (2012); Gonella et al., (2013) y
Alkan et al., (2020); determinaron una relacion positiva entre el porcentaje de
prefiez y el tamafio del CL, indicando que a medida que aumenta el didmetro
del CL, el porcentaje de prefiez se incrementa. Sin embargo, Oshba et al.,
(2019) y Pérez et al., (2020), al valorar receptoras Holstein y mestizas (Bos
indicus x Bos taurus) llegaron a establecer que el tamafio del CL no influye en
el porcentaje de prefiez, ya que la secrecion de P4 no se ve afectada por el
tamafio del CL, siendo esta importante para el desarrollo del embrion.

Asi también, se ha descrito que el tipo de CL (compacto) permite obtener
mayor porcentaje de prefiez, frente al CL cavitario (Alkan et al., 2020), pero en
otros trabajos, como el descrito por Oshba et al., (2019), realizado en vaquillas
Holstein determinaron datos contrarios al estudio anterior, llegando a afirmar
que se obtienen mayores tasas de prefiez en receptoras con CL cavitario
(39,39%) frente a cuerpos luteos compactos (25,42%). Ademas, de lo descrito,
existen incluso trabajos que establecen que la prefiez no se ve afectada por el
tipo de CL (Nogueira et al., 2012; De Armas et al., 2019).
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En lo que respecta al grado de dificultad al que el técnico se enfrenta para
pasar el catéter a través de la cérvix, hay trabajos como el de Alkan et al.,
(2020), quienes agruparon a las receptoras de acuerdo al tiempo requerido
para pasar la cérvix en: grado 1, si se demoraban menos de 60 s, grado 2=
entre 60 y 80 s y grado 3= mas de 80 s; llegando a determinar que el tiempo no
afecta significativamente las tasas de prefiez. Pero este estudio difiere con lo
establecido por Lopes et al., (2015) y Aguiar et al., (2013). quienes al trabajar
con novillas Nelore, si encontraron diferencias estadisticas en el porcentaje de
prefiez, siendo este mayor cuando las receptoras presentaron una cérvix con
dificultad grado 1, sin embargo hay que considerar que en estos estudios se
incluy6 un antiinflamatorio no esteroidal (Meloxicam) para evitar la secrecion de
Prostaglandina F2a (PGF2a), lo que supondria explicar la diferencia. Esto
conlleva a continuar con la valoracion de esta variable para dilucidar si afecta o

no el tiempo que se demora en pasar la cérvix sobre el porcentaje de prefiez.

Por otro lado, al estudiar la influencia del lugar de depdsito del embrion dentro
del cuerno uterino ipsilateral al CL (tercio craneal, medio o caudal), sobre la
tasa de prefiez, se ha determinado que ésta es mayor cuando se deposita el
embrién en el tercio craneal (Roper et al., 2018); resultados muy similares
fueron descritos por Hasler, (2010), quien menciona que se puede obtener un
69 % de prefiez cuando se deposita el embrion en el tercio craneal frente al 60
% si se deposita en el tercio inferior. Sin embargo, Ongubo et al., (2015)
obtuvieron mejores resultados cuando depositaron el embrion en el tercio
medio (48 %) con respecto al tercio craneal (20 %), ellos explican que dicha
diferencia se debe a la facilidad de depositar en el tercio medio, ya que si se
trata de depositar en el tercio craneal existe mayor manipulacion del cuerno

uterino, reduciendo el porcentaje de prefiez.

Por ultimo, el tiempo total necesario para completar la transferencia y como
este influye en el porcentaje de prefiez ha sido estudiado por Roper et al.,
(2018), quienes llegaron a la conclusion de que las tasas de prefiez de las
receptoras fueron menores cuando se requirieron mas de 14 min para la
transferencia en comparacion con aquellas que se emplearon menos de 9 min

para completar la maniobra. Y a nuestro conocer es el Unico trabajo que valora
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este factor, siendo necesario continuar con el estudio de esta variable para

fortalecer los resultados.

Por lo tanto, tener una mejor comprension de estos factores sobre el porcentaje
de prefiez en receptoras Holstein mestizas nuliparas, permitira mejorar los
resultados hasta ahora obtenidos y fomentar el uso de la transferencia de

embriones en nuestra region.
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2. OBJETIVOS.

2.1 Objetivo General

Evaluar la influencia del tiempo total de transferencia de embriones
congelados-descongelados, incluyendo el tiempo empleado en pasar la cérvix;
asi como la morfologia y funcionalidad (P4) del cuerpo lateo y el lugar de
depdsito del embridn, sobre el porcentaje de prefiez en vaquillas Holstein

mestizas.

2.2 Objetivos Especificos

e Determinar el efecto del tiempo utilizado en la transferencia del embrion
sobre el porcentaje de prefiez en receptoras Holstein mestizas.

e Valorar la influencia de la morfologia y funcionalidad (P4) del cuerpo luteo
sobre la efectividad de la transferencia del embrién.

e Evaluar si el lugar de depdésito del embrién tiene efecto sobre el porcentaje
de preiiez.

2.3 Preguntas de investigacion

e (El porcentaje de prefiez aumenta cuando el tiempo utilizado para
completar la transferencia de embriones es menor?

e A menor dificultad para atravesar la cérvix durante la transferencia mayor
es el porcentaje de prefiez en las receptoras?

e ¢Los cuerpos luteos compactos y de mayor tamafio proporcionan niveles
superiores de progesterona mejorando el porcentaje de prefiez en las
receptoras?

e ¢ El depdsito del embrién en el tercio craneal del cuerno uterino ipsilateral al

cuerpo lateo eleva el porcentaje de prefiez en las receptoras?
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3. REVISION DE LITERATURA

3.1 Transferencia de embriones

La transferencia de embriones (TE) en el ganado bovino es una técnica que se
ha venido practicando comercialmente en varios paises desde hace méas de
cuatro décadas. Durante este periodo se han desarrollado y adoptado
numerosas tecnologias que incluyen la recuperacion y transferencia no
quirdrgica de embriones, la sincronizacion hormonal estrechamente
cronometrada de los ciclos estrales de donantes y receptoras, la
criopreservacion de embriones y la transferencia directa después de la
descongelacién (Hasler, 2010).

La TE se realizaba casi exclusivamente de forma quirtrgica en los negocios
pioneros de TE a principios de la década de 1970. Desafortunadamente, este
enfoque suprimié la posibilidad de que las transferencias se realizardn en la
granja o en cualquier lugar fuera de una instalacion quirirgica bien equipada
(Hasler, 2014). Por lo que, en un estudio realizado por Hasler (2001) se
determind que con embriones frescos la transicion de transferencias
quirdrgicas a no quirdrgicas no afectd las tasas de prefiez tanto en vaquillas

COMO en vacas receptoras.

La TE esta ampliamente difundida a nivel mundial, a pesar de que existen
notables diferencias entre regiones geogréficas, tal y como lo demuestran
estadisticas publicadas por la IETS (International Embryo Technology Society),
en donde se aprecia que mas del 90% de embriones bovinos se transfirieron en

Norteamérica, Europa y Sudamérica (Viana, 2018).

3.1.1 Principales aplicaciones de la TE

La principal aplicacion de la TE es la proliferacion de los denominados
fenotipos deseables, puesto que a diferencia de la inseminacion artificial que
s6lo permite la diseminacion del potencial genético de los machos, la TE brinda
la oportunidad de diseminar el mérito genético tanto de machos como de
hembras (Colazo & Mapletoft, 2007).
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Por otra parte, es importante mencionar que la TE también puede utilizarse con
fines sanitarios, puesto que varios estudios han demostrado que si los
embriones mantienen su zona pellcida intacta y son lavados de acuerdo a las
recomendaciones de la IETS, no transmiten enfermedades infecciosas, por lo
que la TE podria ser utilizada para salvar el material genético en el caso de
brotes de enfermedades asi como también para establecer hatos libres de
enfermedades (Stringfellow et al., 2004; Wrathall et al., 2004). De esta forma,
Baillargeon et al. (2001) demostraron que se puede evitar la transmision
vertical de Neospora caninum, transfiriendo los embriones obtenidos en

donantes seropositivas a receptoras seronegativas.

Ademas, Baruselli et al. (2011) mencionan que la transferencia de embriones
permite mejorar la eficiencia reproductiva de las hembras repetidoras y la
reduccion de los problemas de fertilidad causados por el estrés por calor
durante la reproduccion y los primeros dias de gestacion, lo cual a decir de
Hansen (2019) y Baruselli et al. (2020) se debe al dafio que sufre el ovocito y el
embrion temprano, pero cuando se transfiere un embrion en la etapa de
blastocisto, éste ya ha adquirido resistencia al estrés térmico materno, logrando

una gran mejora en las tasas de prefiez en climas célidos.
3.2 Manejo de donadoras y receptoras

La seleccion y el manejo de las donadoras y receptoras constituyen las
actividades mas importantes dentro de un programa de transferencia de
embriones. De las donadoras, para maximizar la produccién de embriones y de
las receptoras para tenerlas disponibles en el momento oportuno y con buena
fertilidad (Garcia, 2015).

3.2.1 Donadoras

La seleccion de animales genética o fenotipicamente superiores ha constituido
la base de la seleccion de donantes desde que se iniciaron los programas de
TE. Hoy en dia las donantes pueden ser seleccionadas por el mercado, la
clasificacion de la industria o simplemente el deseo del propietario de producir

mas descendencia de un animal en particular (Phillips & Jahnke, 2016).
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Algunos criterios planteados para la seleccion de donantes incluyen la edad, el
desarrollo del tracto reproductivo, la nutricion, la puntuacién de la condicion
corporal, la lactancia, la paridad, los dias abiertos, el medio ambiente y los
factores endocrinos (Santos et al., 2008; Phillips & Jahnke, 2016).

Las hembras donadoras deben tener un minimo de 50 dias post-parto, estar
ciclando normalmente, estar en un plano nutricional adecuado, sin presentar
deficiencias nutricionales especificas y no deben tener historia clinica de
infertilidad (Colazo & Mapletoft, 2007).

En los Ultimos afios se ha venido estudiando los niveles adecuados de
Hormona Antimilleriana (AMH) para la determinacion de la reserva folicular de
las hembras donantes (Vernunft et al.,, 2015). Dicha hormona es una
glicoproteina que se encuentra en los foliculos preantrales, foliculos antrales
pequefios en crecimiento, asi como en las células del cumulus oophorus
(Mossa et al., 2017) y sirve como marcador para la seleccién de hembras con

buena capacidad de respuesta a la superovulacién (Souza et al., 2015).
3.2.2 Produccion de embriones

Hoy en dia los embriones bovinos se obtienen mediante dos sistemas: la
produccion de embriones in vivo (IVD), por medio de la multiovulacion y
transferencia de embriones (MOET); y la produccion de embriones in vitro (PIV)
(Diez et al., 2013). Segun estadisticas de la IETS, en el afio 2018 se produjeron
aproximadamente 1,5 millones de embriones, de los cuales el 69 %

corresponde a embriones in vitro y el 31 % a embriones in vivo (Viana, 2018).

3.2.3 Receptoras

Probablemente uno de los aspectos esenciales pero subestimados dentro de
un programa de transferencia de embriones es la seleccidn de receptoras, por
lo tanto, la 6ptima seleccion de receptoras debe ser uno de los primeros
objetivos que debe lograr un programa de TE exitoso (Phillips & Jahnke, 2016),
para de esta forma garantizar que embriones genéticamente valiosos se
conviertan en terneros sanos (Hansen, 2020). Es asi que se debe tener un
conocimiento fundamental de la ciclicidad, nivel nutricional y condicion corporal,
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la sincronizacion del estro, tamafio y conformacién perineal, el manejo de

enfermedades y la habilidad materna (Lamb & Mercadante, 2015).

La nutricién y la condicion corporal de las receptoras constituyen un factor muy
importante al momento de la TE ya que los animales extremadamente
delgados o con sobrepeso tienden a tener tasas de prefiez mas bajas (Colazo
& Mapletoft, 2007).

Las condiciones sanitarias de las receptoras constituyen también una parte
importante de la estrategia de gestiéon de un programa de TE. Su aplicacion e
implementacion deben llevarse a cabo mucho antes de que los animales sean
utiizados como receptores. Las enfermedades especificas que deben
descartarse antes de que los animales entren al programa incluyen: Diarrea
viral bovina (DVB), Leucosis enzodtica bovina, Neosporosis, Paratuberculosis y
Brucelosis. Al realizar estas pruebas al grupo de receptoras se asegura que
estas condiciones no se conviertan en un factor limitante en la tasa de éxito del
programa de TE (Phillips & Jahnke, 2016), puesto que estos patdgenos estan
asociados a una disminucion de la fertilidad, al prevenir la fertilizacion o al
causar muerte embrionaria, pérdida fetal o disfuncion ovéarica (Lamb &
Mercadante, 2015).

3.2.4 Diferencias al usar receptoras nuliparas o multiparas

Aunque la utilizacién de vaquillas como receptoras es una practica comun en
muchos lugares, esto tiene ventajas y desventajas. Por lo general, estos
animales tendran tasas de prefiez mas altas que las vacas, que van del 10 al
23 % (Phillips & Jahnke, 2016). Esto concuerda con un estudio realizado por
Aoki et al. (2004), donde se sefala que las tasas de prefiez de embriones de
PIV son significativamente mas bajas en vacas Holstein (33,1 %) que en
vaquillas Holstein (44 %); asi mismo Ferraz et al. (2016) en su estudio, al
evaluar la paridad de receptoras de la raza Holstein, obtuvieron tasas de

prefiez de 42 % para nuliparas y de 31,6 % para multiparas.

La desventaja de las vaquillas es que son usadas para portar genética que
normalmente no se selecciona para facilitar el parto, ya que el manejo de este

debe ser una preocupacion principal cuando se utilizan novillas como
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receptoras (Phillips & Jahnke, 2016). De esta forma, las receptoras deben
poseer el tamafio y peso adecuado que les permita parir sin grandes
dificultades y ademas, deben tener buena habilidad materna para levantar al

ternero de manera que le permita expresar su potencial genético (Uribe, 2018).
3.2.5 Sincronizacion de las receptoras

Para la sincronizacibn de las hembras receptoras hay que considerar
fundamentalmente si la transferencia va a ser con embriones frescos o con
embriones congelados. Si la TE es en fresco, las receptoras en la
sincronizacion deben estar en estro el mismo dia que las donantes, para que
de esta manera al momento de la transferencia coincida la misma secuencia de
ovulacion, favoreciendo la prefiez para las receptoras una vez que ha sido
transferido el embrion. Mientras que si se utilizan embriones congelados, las
receptoras deben sincronizarse para que entren en estro y esperar 7 dias para

transferir los embriones (Orellana & Peralta, 2007).

Es necesario resaltar que un aspecto de la TE en la cual se ha avanzado es la
sincronizacion de celos de las receptoras. Se han probado con éxito diversos
protocolos en el desarrollo de las prostaglandinas y demas tratamientos
hormonales. Los avances en este campo incluyen la utilizacion de
progestagenos con protocolos que posibilitan la transferencia del embrién a
tiempo fijo, sin la necesidad del dificil control del estro, con base en la induccion
de la ovulaciéon con Estradiol. A los 7-8 dias después del supuesto estro,
aquellas receptoras que disponen de un CL, de al menos 15-18 mm de
diametro (evaluado por medio de ultrasonografia rectal), son transferidas con
un embrion. Ademas se puede incluir la creacion de CL accesorios o
complementarios, la superovulacion con eCG (gonadotropina coridnica equina)
o la suplementacion con P4 luego de la transferencia (Colazo & Mapletoft,
2007; Martinez, 2008).

3.3 Técnica no quirargica de transferencia de embriones

Antes de realizar la transferencia es importante evaluar la presencia de un CL,

ya que el embrion debe ser depositado en el cuerno ipsilateral al ovario donde

se encuentre el CL. Se realiza palpacion rectal y se utiliza el ecografo para ver
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el estado del CL, y una vez evaluado se realiza una marca sobre la grupa del
lado donde se encontro el CL (Orellana & Peralta, 2007). A decir de Alkan et
al., (2020), se considera razonablemente que la calidad del CL, a partir de su
tamafio y consistencia, es un factor asociado al éxito en la seleccion de

receptoras.

Luego de realizada la evaluacion del CL y el vaciado del recto, un asistente
tiene que lavar y secar la vulva y la zona perineal de la receptora.
Seguidamente debe realizarse anestesia epidural para bloquear los
movimientos rectales y el musculo del esfinter anal, lo que permitira una mejor
manipulacion del utero, para lo cual se aplica 5 ml de lidocaina al 2 % entre las
articulaciones del sacro y la primera vértebra coccigea (Orellana & Peralta,
2007).

Una vez que la pajuela que contiene el embridn esta preparada, el técnico debe
preparar la pistola de TE, para ello toma la pajuela de forma cuidadosa por el
extremo donde se halla el sello de algoddn, debe introducirla por la punta de la
pistola de TE, de la misma manera que se haria al colocar una pajuela de
semen en una pistola de Inseminacion Artificial (IA). A continuacién, se
introduce la pistola cargada con la pajuela dentro de la vaina o catéter para TE,
el cual es similar a uno de IA, difiriendo de esta en la longitud, siendo un poco
mas largo y de color distinto (azul), y también presenta una punta de metal con
2 orificios laterales por donde va a salir el embrién. El Gltimo paso en la
preparacién de la pistola de TE consiste en colocar una camisa protectora
estéril plastica que posibilita mantener el catéter libre del contacto con las

secreciones y exudados vaginales (Orellana & Peralta, 2007).

Después de la aplicacion de la anestesia epidural y de la preparacion de la
pistola de TE, sin todavia colocar la mano en el recto, se debe introducir la
pistola de TE en la vagina y extenderla hasta cerca del cuello uterino. Una vez
alli, se procede a empuijar la pistola a través de la camisa sanitaria plastica que
esta sobre el catéter azul. Seguidamente, se coloca la otra mano en el recto, se
ubica la cérvix y se estira hacia adelante, eliminando de esta forma los pliegues
vaginales que puedan estar obstruyendo la pistola. Luego de esto, se pasa la

pistola de TE al cuarto anillo cervical y se le mantiene momentaneamente alli.
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Si el CL esta a la derecha, antes de pasar la pistola al cuerpo del utero se debe
retraer el cuello uterino caudalmente y luego extender la mano hacia adelante y
tirar de la punta del cuerno uterino derecho hacia arriba y caudalmente. Como
este cuerno no va a permanecer en esa posicion por mucho tiempo, es
necesario pasar rapidamente la pistola de TE al cuerno derecho y se empieza a
deslizar la pistola por el cuerno, con los 4 dedos posicionados en los lados
medial y ventral al cuerno, deben usarse para enderezar la pared del cuerno
mientras se continua hacia adelante. Una vez que se llega a la curvatura del
cuerno, se usa el pulgar y el indice para tirar del cuerno hacia adelante y hacia
abajo desde su posicion vertical o lateral, lo que posibilita obtener cierta
distancia de la curvatura. Cada receptora representa un desafio distinto, ya que
algunas permitiran el paso casi hasta la punta uterina mientras que en otras
deberad depositarse cerca del inicio de la curvatura debido a su tamario,

gordura, etc., (Robertson, 2015).

Para el cuerno izquierdo, se inicia con los cuatro dedos laterales y ventrales al
cuerno con el pulgar en la parte superior del cuerno. Se empuja el Gtero
ligeramente hacia la derecha en la cavidad pélvica, lo cual permite entrar en el
cuerno izquierdo de forma atraumatica. Luego, se continlda atravesando el
cuerno mientras que con apoyo de los dedos se empuja el cuerno de izquierda
a derecha para permitir un paso directo hacia adelante. Una vez que se llega a
la curvatura, se mueve la pistola con la mano que esta en el exterior lo mas
hacia la derecha posible (o cual mueve la punta de la pistola hacia la izquierda
internamente). Con la pistola en el lumen de la curvatura, se envuelven los
dedos debajo de la curvatura hacia el lado medial y se sostiene la curvatura,
doblandola todo lo que se pueda y se debe deslizar la pistola lo mas lejos
posible sin golpear o raspar la pared, y finalmente se deposita el embrion
(Robertson, 2015).

3.4 Evaluacion y manejo de embriones

3.4.1 Etapa de desarrollo del embridn
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El cbédigo especifico para la etapa de desarrollo del embridbn es numeérico,
partiendo desde 1 (ovocito no fertilizado) hasta 9 (blastocisto eclosionado en
expansion) (Phillips & Jahnke, 2016).

Etapa 1 (Unicelular o sin fertilizar).- Un ovocito recolectado al dia 7 es un

ovocito sin fecundar (UFO) (Fig. 1).

Figura 1. Ovocito sin fecundar (UFO)
Fuente: (Phillips & Jahnke, 2016).

Etapa 2 (2 a 12 células).- Embriones recuperados al dia 7 y contienen de 2 a
12 células que estan sumamente retrasadas en su desarrollo, deben

considerarse muertos o degenerados (Fig. 2).

Figura 2. Embrién degenerado

Fuente: (Phillips & Jahnke, 2016).

Etapa 3 (Morula).- Contienen 16 células o mas, y los blastomeros individuales

son dificiles de distinguir entre si (Fig. 3).
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Figura 3. Morula

Fuente: (Phillips & Jahnke, 2016).

Etapa 4 (Mérula compacta).- Los blastémeros individuales forman una masa

celular compacta, sin embargo las células aun no logran diferenciarse (Fig. 4).

Figura 4. Mérula compacta

Fuente: (Phillips & Jahnke, 2016).

Etapa 5 (Blastocisto temprano).- Dentro de la masa celular empieza a
formarse una cavidad llena de liquido llamada blastocele, la cual permite que
los blastomeros se diferencien en células del trofloblasto externo y masa celular

interna (Fig. 5).
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Figura 5. Blastocisto temprano

Fuente: (Phillips & Jahnke, 2016).

Etapa 6 (Blastocisto).- Hay una capa trofoblastica externa, una cavidad
blastocele y una masa celular interna bien definidas. El embrién ocupa la mayor

parte del espacio perivitelino (Fig. 6).

Figura 6. Blastocisto

Fuente: (Phillips & Jahnke, 2016).

Etapa 7 (Blastocisto expandido).- La particularidad mas notable de esta
etapa es el incremento en el diametro total del embrion asi como el

adelgazamiento de la zona pelucida (Fig. 7).
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Figura 7. Blastocisto expandido

Fuente: (Phillips & Jahnke, 2016).

Etapa 8 (Blastocisto eclosionado).- El embrién empieza a eclosionar o se ha
salido completamente por medio de una grieta en la zona pelucida. En algunos

casos, el embrion puede colapsarse, mostrando una apariencia distinta (Fig. 8).

Figura 8. Blastocisto eclosionado

Fuente: (Phillips & Jahnke, 2016).

Etapa 9 (Blastocisto eclosionado expandido).- ElI embrion incuba o
eclosiona de la zona pelucida y se vuelve a expandir (Fig. 9).
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Figura 9. Blastocisto eclosionado expandido

Fuente: (Phillips & Jahnke, 2016).
3.4.2 Calidad del embrién

De acuerdo a la Sociedad Internacional de Transferencia Embrionaria, los
embriones se clasifican en 4 grados: | (excelentes y buenos), Il (regulares), lll
(pobres) y IV (degenerados). La tasa de prefiez en hembras receptoras de
embriones se ve influenciada claramente por la calidad del embrién
independientemente si  son transferidos en fresco, criopreservados,
mircromanipulados o producidos in vitro (Mariano, 2009). En embriones in vivo
frescos la tasa de prefiez es del 76 % y del 64 % para embriones in vivo

congelados (Hasler, 2012).
3.4.3 Congelacion de embriones

La criopreservacion tiene como finalidad mantener la funcionalidad de células y
tejidos a bajas temperaturas, las mismas que se encuentran entre -80 y -196 °C
(punto de ebullicion del Nitrégeno), es asi que las células y tejidos se
mantienen con vida latente por tiempo indefinido. En este proceso se forma
hielo intra o extracelular que puede ser dafino para los embriones, es por eso
gue se usan sustancias crioprotectoras para disminuir los dafios a las células
(Belascoain et al., 2010).

El proceso de congelacion fue el primero en ser introducido y actualmente es el
mas utilizado (Rodriguez & Jiménez, 2011), para esto es necesario el uso de

crioprotectores, entre los cuales encontramos los intracelulares como el
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Glicerol, Propilenglicol o Etilenglicol y los extracelulares como la Glucosa,
Fructuosa, Lactosa, entre otros (Cordova et al., 2015). La congelacion con
cualquiera de estos crioprotectores utiliza una curva lenta que ayuda a
mantener un equilibrio entre los factores que pueden causar dafio celular al
embriodn, sin embargo el Etilenglicol es el mas usado por técnicos de TE ya que
permite una transferencia directa sin la necesidad de extraer el crioprotector
(Rodriguez & Jiménez, 2011) con una tasa de prefiez entre el 50 y 70 %
(Massip, 2001).

3.4.4 Supervivencia de los embriones congelados

Para el proceso de congelacion lenta se utiliza el Etilenglicol como crioprotector
lo cual permite la transferencia de embriones de manera directa a una
receptora bovina, y se conoce como el método convencional de eleccion para
embriones colectados in vivo (Do & Taylor, 2020). Dentro de este proceso se
valora el porcentaje de supervivencia embrionaria a la congelacion, los
embriones una vez descongelados se cultivan en medio SOF (Fluido Sintético
de Oviducto) para luego valorar el estado de re-expansion y de eclosion
(sobrevivencia) de los embriones cada 24 h hasta completar las 72 h (Villamil et
al., 2012), ademas estos autores reportan un porcentaje de re-expansion del 86
% y una tasa de eclosion de 81 %; argumentando que el porcentaje de
sobrevivencia disminuye debido al factor receptora y dicho porcentaje de

sobrevivencia se representa en la prefiez.
3.5 Diferencia entre transferencia de embriones frescos y congelados

La TE es idéntica a la transferencia en fresco, excepto que los embriones
congelados-descongelados deben ser transferidos inmediatamente luego de la
descongelacion, mientras que los embriones frescos pueden mantenerse entre

6 a 8 horas antes de la transferencia (Robertson, 2015).

Segun Cordova et al. (2015) una de las principales desventajas de congelar
embriones es que la tasa de prefiez obtenida con embriones congelados es 10
% inferior al de embriones frescos. Ademas, los embriones seleccionados para
la criopreservacion deben incluir la mayoria de los embriones de buena calidad

gue van desde las etapas 4 a 7.
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En un estudio retrospectivo realizado por Hasler (2001), la tasa general de
prefiez resultante de la transferencia de 9.023 embriones frescos fue del 68,3
%, en comparacion con el 584 % (p < 0,001) para 5.297 embriones
congelados-descongelados. A decir de Hasler (2001), sugiere que la
disminucién en la tasa de prefiez asociada con los embriones congelados-
descongelados se debe a dafios que no son visualmente obvios segun los
procedimientos de clasificacion de calidad.

3.6 Factores que afectan l|la tasa de prefiez en programas de

transferencia de embriones.

3.6.1 Protocolo de sincronizacién para las receptoras

Tanto la IATF (Inseminacion artificial a tiempo a fijo) como la TE requieren de
protocolos de sincronizacién para que el resultado sea exitoso y los requisitos
para ambos casos son similares (Baruselli et al., 2015). Bo et al., (2004)

plantean el siguiente protocolo para la TE.

e Dia 0: Administracién de 2mg de Benzoato de estradiol (BE) + implante
de P4 con el fin de sincronizar el desarrollo folicular.

e Dia 7: Retiro del implante de P4 y administracion de PGF2a, para
provocar lutedlisis.

e Dia 8: Administracion de 1mg de BE para inducir la ovulacion.

e Dia 9: Se considera el dia de estro.

e Dia 16: Se realiza la TE.

3.6.2 Efecto del estro en programas de TE

La utilizacion de protocolos de sincronizacion para la transferencia de
embriones (FTET) tiene como objetivo aumentar el nUmero de receptoras de
embriones sin la necesidad de observar o detectar la presencia de estro (Lamb
et al., 2016). Sin embargo en estudios realizados por Bo et al., (2004) y Vera,
(2017), en ganado Bos indicus sobre los porcentajes de prefiez en vacas y
vaquillonas en relacién a la presencia de estro (parche pintado/no pintado)
demuestran que la presencia de estro afecta positivamente los porcentajes de
prefiez en relacion a cuando no se detecta el estro.
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3.6.3 Cuerpo Luteo

La presencia de un CL es trascendental al momento de la transferencia de
embriones, dado que el embrion se depositara en el cuerno ipsilateral al ovario
que contiene el CL, permitiendo asi una concepcion exitosa (Bartlomiej et al.,
2021). En novillas de carne, en el dia 6 a 8 post-estro presentan un CL de
alrededor de 24 mm (Spell et al., 2001), sin embargo en vaquillas Holstein el
CL al dia 6 presenta un diametro de 17 mm y de 24 mm al dia 12 (Herzog et
al., 2010; Ayala et al., 2017).

De acuerdo a la morfologia del CL se pueden describir 2 tipos, ya sea
compacto o cavitario, sin embargo esto no tiene repercusion sobre la tasa de
prefiez en hembras receptoras de embriones, ya que tienen la misma funcion
que es la produccion de P4 (Oyuela & Jiménez, 2010; Nogueira et al., 2012; De
Armas et al., 2019). No obstante algunos técnicos o veterinarios optan por
descartar las receptoras con CL cavitarios, pero la presencia de dicha cavidad
no es suficiente para descartarlos, resultando importantisimo realizar
valoraciones ecograficas asi como analizar la concentracion de P4 (Bartlomigj
et al., 2021).

3.6.4 Lugar de depésito del embrién

Al dia 6 post-inseminacion el embridon migra hacia el utero, transformandose en
moérula temprana y en el dia 7 el embrién alcanza el cuerno uterino recibiendo
el nombre de blastocisto. Por lo que se recomienda hacer la recoleccién de
estas estructuras en estos dias debido a que aun no se han fijado a la pared
uterina. Por lo tanto, el depdsito del embrion en la receptora se debe realizar en
el mismo sitio (parte craneal) del cuerno uterino ipsilateral al CL (Duica et al.,
2007).

En la TE se puede obtener un 69 % de prefiez cuando se deposita en el tercio
craneal a diferencia de 60 % si se deposita en el tercio inferior, sin embargo si
se utilizan embriones de calidad 1 tal diferencia no existe (Hasler, 2010).
Ongubo et al., (2015) en su estudio obtuvieron mejores resultados cuando
depositaron el embrion en el tercio medio (48 %), lo contrario sucedié con
Roper et al., (2018) y Alkan et al. (2020), los cuales en sus trabajos
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consiguieron una tasa de prefiez de 41 y 43 % respectivamente, cuando

depositaron el embrion en el tercio craneal.
3.6.5 Manipulacion del cuerno uterino

En el momento de depositar el embrién en las receptoras, el técnico manipula
el cérvix (paso de la pistola de transferencia) y el cuerno uterino (depésito del
embrion). Es por ello que existe una correlacion entre el tiempo que se demora
en pasar el cérvix frente a las tasas de prefiez, es decir mientras mas tiempo se
demora en el pasaje de la cérvix menor sera el porcentaje de prefiez
(Jaskowski et al., 2010; Aguiar et al., 2013; Lopes et al. 2015). Adicionalmente,
si el técnico mantiene por mas tiempo su brazo dentro de receptora hasta
depositar el embridn (tiempo total), existe menos probabilidad de gestacion
(Roper et al., 2018).

Entonces, al realizar el depdsito del embrién en el Utero de la receptora es
importante tener en cuenta el tiempo y la dificultad para pasar el cuerno uterino,
debido a que cuando es mas dificultoso se tarda mas tiempo, esto provoca una
mayor manipulacion y por ende se produce un aumento en la secrecion de
PGF2a, siendo esto perjudicial para la viabilidad del embrién (Roper et al.,
2018).

3.6.6 Diagnostico de niveles de progesterona (P4)

El nivel de P4 es de vital importancia para el embrién, ya que de ello depende
la supervivencia del mismo, datos reportados por Ayala et al., (2017) y
corroborados (Lamb, 2005; Chagas et al., 2002; Herzog et al., 2010; Carvalho
et al., 2015) dicen que los niveles de P4 son de 3 ng/ml al dia 6. Resultados de
varias investigaciones mencionan que para establecer la gestacion es

necesario mantener una concentracion circulante de 2 a 5 ng/ml (Lamb, 2012).

La P4 promueve a las glandulas endometriales a sintetizar factores de
crecimiento, aminoacidos y carbohidratos necesarios para el desarrollo,

crecimiento e implantacion del embrion (Gonella et al., 2013).

Para la determinacion de P4 se utiliza técnicas de inmunoanalisis como:
Radioinmunoensayo (RIA), ELISA y Quimioluminiscencia. Estas técnicas se
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basan en la medicion de cantidad de un anticuerpo (Ac) que se une a un
antigeno (la hormona, Ag), lo cual esta relacionado con la concentracion
especifica de la hormona, generalmente se encuentra niveles elevados de P4 a

partir del dia 10 post-ovulacion (Matamoros et al., 2002).
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1 Materiales

a. Materiales Bioldgicos

40 vaquillas Holstein mestizas.

40 embriones congelados de calidad 1 (excelentes).

b. Materiales fisicos

Ecografo veterinario portatii (CONTEC® CMS600P2VET, sistema
de diagndstico de ultrasonido B; China), con una sonda lineal de
7,5 MHz.

Kit de transferencia de embriones.

Termo de criopreservacion de embriones.

Jeringas y agujas descartables.

Crondmetro.

Tubos tapa roja Vacutainer®.

Parches detectores de celo (A.l. Tags™ C35069, USA).

c. Materiales quimicos

Dispositivos intravaginales de liberacion lenta de progesterona
(CIDR® 1,3g; Zoetis, Peru).

Agente Luteolitico (Ciclase DL® 250 pg/ml; Zoetis, Peru).
Benzoato de estradiol (Gonadiol® 1mg/ml; Zoetis, Peru).
Lidocaina al 2 %.

Gel lubricante.

Kit para la cuantificacion de P4: Bovine Progesterone ELISA Kit
(Mybiosource Inc. MBS766057-48-Strip-Wells; California, USA).
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4.2 Métodos y técnicas empleadas

4.2.1 Areade estudio

Figura 10. Mapa de la ubicacion del &rea de estudio
Fuente: Instituto Geografico Militar del Ecuador (1999)

Este trabajo de investigacion se realiz6 en 10 ganaderias lecheras situadas

sobre los 2.500 m.s.n.m. en las provincias de Azuay y Cafar.

La provincia del Azuay estda formada por 15 cantones, los mismos que
constituyen 27 parroquias urbanas y 60 parroquias rurales. En esta provincia
hay dos estaciones: la seca y himeda, a causa de la fragmentacion geogréfica
ocasionada por la Cordillera de los Andes, teniendo en la region occidental
temperaturas de entre 20 y 33 °C, mientras que en la zona andina su
temperatura oscila entre 10 y 28 °C. Azuay representa el 4,92 % de la
superficie de labor agricola a nivel nacional, contando con alrededor de
430.000 cabezas de bovinos, de los cuales 94.961 son vacas en ordefio,

produciendo 482.401 litros de leche diarios.

La provincia de Cafiar a su vez esta constituida por 7 cantones que presentan
pisos climaticos similares al Azuay, teniendo por tanto climas y temperaturas
muy parecidos. Esta provincia representa el 1,93 % de la labor agropecuaria

nacional, donde se encuentran 149.624 bovinos, de los cuales 50.669 son
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vacas en ordefio, siendo la quinta provincia con mayor produccion de leche,
llegando a 324.578 litros de leche diarios (INEC, 2017).

4.2.2 Procedencia de los embriones congelados

Los embriones congelados que se emplearon eran procedentes de otro

proyecto de investigacion, a continuacion, se detalla el protocolo que fue usado

en dicho proyecto para su congelacion.

Los embriones fueron seleccionados y clasificados segun los criterios de

clasificacion del IETS y se usaron Unicamente los clasificados como excelentes
(calidad 1).

Empaquetado de los embriones

Las pajuelas fueron previamente identificadas.

El Etilenglicol fue mantenido a temperatura ambiente antes de la
utilizacion de este.

Los embriones fueron lavados segun las recomendaciones de la IETS,
brevemente: los embriones seleccionados para congelacion fueron
lavados 3 veces en gotas o en una placa de 4 pocillos, 3 pocillos con
una solucion de lavado (PBS o Lactato suplementado).

Luego estos se pasaron al cuarto pocillo que contenia el crioprotector
(Etilenglicol).

Se cargaron las pajuelas de la siguiente manera: medio, seguido de aire,
medio, aire, embrién, aire, medio, aire, medio.

Las pajuelas fueron selladas y colocadas a temperatura ambiente.

El tiempo de estabilizaciébn embrién-crioprotector previo a la colocacién
dentro de la cdmara no debia ser inferior a 5 min y no debia sobrepasar
los 10 min.

Proceso de congelacion de los embriones

Antes de empezar la maniobra de congelacion se estabilizé el equipo a 6
°C. Para ello se colocé la crio camara directamente en el Nitrogeno
liquido.

Luego se eligié el programa y curva de crioconservacion para medio
Etilenglicol.
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e Se procedi6 a colocar los embriones en la camara de criopreservacion.

e Una vez que todos los embriones se encontraron en la camara de
congelacion se dio al botéon “Run”, a los dos minutos se realizo el
“Seeding”, con la ayuda de una pinza o un isotopo previamente
sumergido en Nitrégeno liquido, mediante el contacto por un tiempo de 1
a 2 s pinza- pajuela menisco superior.

e Setapo la camara y a los 2 min el equipo emitié una alerta en la que se
comprobd el estado de siembra.

e Se dejo que concluya la curva de congelacién seleccionada.

e Una vez finalizado el protocolo se sumergieron las pajuelas directamente
en Nitrégeno liquido, se dejaron por un tiempo de 5 min y quedaron
listas para ser almacenadas.

4.2.3 Receptoras

Fueron seleccionadas como receptoras 40 vaquillas Holstein mestizas que
pertenecian a ganaderias situadas sobre los 2.500 m.s.n.m., con un peso Vivo
promedio de 381 + 19,853 Kg, condicion corporal de 3,106 + 0,246 en escala 1-
5 (Wildman et al., 1982), edad de 20,775 £ 2,031 meses, criadas y manejadas
en sistemas de pastoreo, ciclicas, sanas, sin problemas reproductivos
(determinado mediante examen reproductivo), con aprobacion en la prueba del
enhebrado y finalmente con la presencia de un CL = 15 mm de diametro,

observado mediante ecografia el dia de la transferencia.

4.2.4 Diseio experimental

La investigacion fue de caracter descriptiva cuasi-experimental, donde se

evaluaron las siguientes variables:
Independientes:

e Tamafio del cuerpo lateo (CL).

e Niveles de Progesterona sanguinea (P4).
e Tiempo utilizado en pasar la cérvix.

e Lugar de depdsito del embridn.

e Tiempo total utilizado en la transferencia del embrion.
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Dependiente:

e Prefiez o gestacion.

4.3 Metodologia

4.3.1 Protocolo de la sincronizacion del estro y de la TE

El dia O de inicio del protocolo se colocé un dispositivo intravaginal de
liberacion de P4 (CIDR® 1,3g; Zoetis, Perl) + 2 mg de Benzoato de estradiol
(Gonadiol® 1mg/ml; Zoetis, Peru), por via IM. El dia 7 por la mafiana se aplico
una dosis IM de 500 pg de un agente luteolitico (Ciclase DL® 250 ug/ml;
Zoetis, Peru) y se retird el dispositivo intravaginal, ademas se aplicé un parche
colorimétrico (A.l. Tags™ C35069, USA) que nos ayuddé a detectar la
presentacion del estro. El dia 8, las vaquillas recibieron 1 mg por via IM de
Benzoato de estradiol, y 54 h posteriores al retiro del dispositivo intravaginal
(dia 9) se observo si los animales presentaron 0 no estro en base al color del

parche y el dia 16 recibieron la transferencia del embrién (Figura. 11).

BE PG+Parche BE Celo TE
CIDR I I I I
0 7 8 9 10 16

Figura 11. Protocolo de sincronizacion del estro y dia de la transferencia de
embriones en vaquillas Holstein mestizas.

4.3.2 Valoracion de las caracteristicas del cuerpo luteo de la receptora

En el dia 16, antes de realizar la transferencia del embrion a la receptora, se
realiz0 una ecografia transrectal mediante un equipo portati (CONTEC®
CMS600P2VET, sistema de diagnostico de ultrasonido B; China) con una
sonda lineal transrectal con 7,5 MHz; con la finalidad de determinar la
presencia o ausencia del CL en uno de los dos ovarios, las vaquillas con CL

mayor a 15 mm fueron utilizadas como receptoras.

El tamafio del CL se determind mediante la medida del ancho y largo del
mismo Yy este valor se dividié para dos segun la metodologia descrita por Ayala
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et al.,, (2017). Para el andlisis estadistico los datos obtenidos fueron

organizados en tres grupos en base al tamafio del CL: Grupo 1 < 17 mm;
Grupo 2 > 17y <20 mm; Grupo 3 2 20 mm.

4.3.3 Preparacion de lareceptora para la transferencia del embrion

Los animales fueron colocados en la manga de manejo cuidando la
bioseguridad de la receptora y del técnico. Luego se procedi6 a lavar y secar la
zona perineal con una mezcla de agua y Amonio cuaternario al 2 %. A
continuacion se aplic6 Lidocaina al 2 %, via epidural, en el espacio

intervertebral (Ultima sacra y primera coccigea).

4.3.4 Proceso de preparacion de la pajuela para realizar la
transferencia

La técnica de descongelado y preparado de la pajuela con el embrion fue
realizada de forma similar en todas las transferencias, brevemente: se tomo la
pajuela del tanque de Nitrdgeno con pinzas, se mantuvo por 5 s a temperatura
ambiental, luego la pajuela fue sumergida en el termo de descongelacién que
contenia agua a 35 °C, esto por un lapso de 30 s, a continuacién se tomo la
pajuela, se sec6 y se armd en la pistola de transferencia, se cubrié con el
catéter y se colocé una camisa sanitaria, para posteriormente transferir el

embrion en la receptora.
4.3.5 Determinacién del tiempo utilizado en pasar la cérvix

El tiempo necesario para pasar la cérvix fue considerado desde que el técnico
se encontraba con la pistola de transferencia en la entrada de la cérvix hasta
que se paso por completo el mismo (tiempo valorado en segundos). Este
tiempo se categoriz6 de acuerdo con la metodologia descrita por Alkan et al.,
(2020), la cual fue modificada en cuanto al tiempo empleado en: Grupo 1 (Facil)
<30 s; Grupo 2 (Moderado) > 30y < 60 s; Grupo 3 (Dificil) 2 60 s.

4.3.6 Ubicacion del lugar de depésito del embrion

Se registro el lugar de ubicacion del embridn, sea este: tercio craneal, medio o

caudal del cuerno uterino ipsilateral al CL. Esta informacion la proporcioné el
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técnico transferidor del embridén, que siempre fue el mismo en todas las

transferencias realizadas.

Los datos obtenidos fueron agrupados en: Grupo 1 = tercio craneal; Grupo 2 =
tercio medio; Grupo 3 = tercio posterior.

4.3.7 Medicion del tiempo total utilizado para la transferencia

Para realizar la medicion de esta variable se adapté la metodologia realizada
por Roper et al., (2018). Brevemente, se procedié a tomar el tiempo desde que
la receptora ingres6 a la manga de sujecion por primera vez, y termind cuando
el técnico retird la pistola de transferencia de la receptora (tiempo en segundos
y transformados a minutos). Luego estos resultados fueron agrupados en tres
grupos: Grupo 1 (minimo) < 9 min; Grupo 2 (moderado) > 9y < 13 min; Grupo 3
(largo) = 13 min.

4.3.8 Toma de muestras de sangre para valorar los niveles de
progesterona

Luego de realizar la transferencia del embrion el dia 16 del protocolo, se tomd
10 ml de sangre mediante puncién en la vena coccigea, con tubos
Vacutainer™ tapa roja y agujas especificas para estos tubos, la muestra fue
centrifugada a 2.500 rpm, durante 15 minutos, posteriormente se tomé el
sobrenadante, se colocé en un vial y se congelo a -20 °C hasta su andlisis, el
mismo que se realizé en el Laboratorio de Microbiologia y Lactologia de la
Facultad de Ciencias Agropecuarias de la Universidad de Cuenca. La
concentracion de la P4 fue determinada mediante un test inmunoldgico por
ELISA, el Bovine Progesterone ELISA Kit (Mybiosource Inc. MBS766057-48-
Strip-Wells; California, USA) el cual tiene una sensibilidad de 0,188 ng/ml y una
excelente especificidad para la deteccion de P4. Mide un intervalo de 0,313-20

ng/ml.

Una vez obtenidos los valores, se agruparon estos de acuerdo con la
concentracion de P4 en: Grupo 1 < 3,7 ng/ml; Grupo 2 > 3,7 y < 4,3 ng/ml;
Grupo 3 = 4,3 ng/ml.
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4.3.9 Valoracion del porcentaje de gestacion en las receptoras

La determinacion de la gestacion en las receptoras se realizé 35 dias pos-
transferencia del embrién, mediante un ecégrafo veterinario portatil (CONTEC®
CMS600P2VET, sistema de diagndéstico de ultrasonido B; China), con una
sonda lineal de 7,5 MHz, el diagndstico fue realizado siempre por el mismo

técnico.
4.4 Analisis Estadistico

Los datos se almacenaron en Excel y luego fueron procesados en el programa

estadistico SPSS version 25.

Se determinaron estadigrafos principales en todas las variables. Se considero
la ganaderia y la sesion de lavado como co-variables. Las variables tamafio de
CL (Grupo 1 £17 mm; Grupo 2 > 17 y < 20 mm; Grupo 3 = 20 mm), niveles de
P4 (Grupo 1 < 3,7 ng/ml; Grupo 2 > 3,7 y < 4,3 ng/ml; Grupo 3 2 4,3 ng/ml),
tiempo de transferencia de embriones (minimo < 9 min; moderado > 9 y < 13
min; largo = 13 min), tiempo de paso del cérvix (Facil < 30 s; Moderado > 30y <
60 s; Dificil 2 60 s), y el lugar de depdésito del embridn (tercio craneal, medio o
posterior del cuerno uterino ipsilateral al CL), fueron confrontados contra el
porcentaje de prefiez, mediante una prueba Kruskal-Wallis y para determinar

correlacion se utilizé el test de Spearman.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Resultados generales del porcentaje de gestacion obtenido al
utilizar embriones congelados-descongelados

Se trasfirieron un total de 40 embriones congelados-descongelados de calidad
1 (excelentes) en 40 receptoras nuliparas de raza Holstein mestiza (n= 40),
obteniendo una tasa general de gestacion del 42,5 %, como se detalla en la
Tabla 1.

Tabla 1. Tasa general de prefiez de las receptoras nuliparas Holstein mestizas
al utilizar embriones congelados-descongelados de calidad 1.

Frecuencia Porcentaje (%) Porcentaje
valido
Prefiada 17 42,5 42,5
Vacia 23 57,5 57,5
Total 40 100 100

La tasa de prefiez que se obtuvo (42,5 %) se encuentra dentro de los valores
normales o aceptables al utilizar embriones congelados-descongelados. En
este contexto, Martinez et al., (2002) en su trabajo determinaron un porcentaje
de gestacion de entre el 39 a 45,4 % cuando usaron Etilenglicol como
crioprotector; de igual manera Bé et al., (2004), reportan valores similares (47
%), teniendo en cuenta que las receptoras eran cruces de Bos indicus x Bos
taurus. Asi mismo Bényei et al., (2006) en su estudio llevado a cabo en Brasil,
utilizando embriones Holstein congelados por curva lenta y transferidos a

receptoras Bos indicus x Bos taurus obtuvieron un 41 % de gestacion.

5.2 Evaluaciéon del tamafo del cuerpo lateo (CL) frente a la tasa de

prefiez.

El porcentaje de gestacion de las vaquillas con relacion al tamafio del CL en el
grupo 1 (< 17 mm) fue nula, es decir no existieron receptoras gestantes. No
obstante, en los grupos 2 (> 17 y <20 mm) y grupo 3 (> 20 mm) se observaron

resultados significativamente superiores al grupo 1, pero no significativos entre
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5
ellos (p > 0,05); sin embargo, se evidencié un aumento del 47,7 % (grupo 2) a
80 % (grupo 3) que puede ser representativo a la hora de valorar el tamafo del
CL para receptoras en TE (Figura 12).
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Figura 12. Porcentaje de gestacion en los diferentes grupos de acuerdo con el
tamafio del CL. Grupo 1 <17 mm; Grupo 2 > 17 y < 20 mm; Grupo 3 = 20 mm.
Prueba de Kruskal-Wallis. Valor de correlacion r = 0,59; p < 0,05.

Estos resultados guardan concordancia con los descritos por autores como
Diuca, (2010) quienes establecieron que la tasa de prefiez con respecto al
diametro del CL es de 58 % cuando el diametro del CL es de 2 cm de diametro
y 41 % para animales que presentaron 1,5 cm de diametro, esto cuando se
transfirio el embrion al dia 7 post-estro. Del mismo modo Nogueira et al.,
(2012); Gonella et al., (2013); Alkan et al., (2020) encontraron mayores tasas

de prefiez cuando el tamafio del CL fue superior.

Sin embargo, en otros trabajos se describe que no existe relacion entre el
tamafo del CL y el porcentaje de gestacion al transferir embriones en el dia 7
(Spell et al., 2001; Herzog et al., 2010; Hasler, 2014; Oshba et al., 2019), esto
podria ser concordante con la evidencia cientifica que menciona que el tamafio

del CL no influye la produccion de P4 (Pérez et al., 2020).
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5.3 Evaluacién de los niveles de progesterona (P4) frente a la tasa de

prefiez.

Los niveles de P4 presentes en el suero sanguineo obtenido de las muestras
que se tomaron el dia que se realizé la transferencia de los embriones (Figura
13) muestran tasas de prefiez de 9,1 % cuando los niveles de P4 fueron
menores a 3,7 ng/ml (grupo 1), 47,1 % para valores entre 3,7 a 4,3 ng/mi
(grupo 2) y de 66,7 % cuando los niveles de P4 fueron superiores a 4,3 ng/mi
(p < 0,05). Ademas, se determind una correlacion media positiva y significativa
entre la secrecion de P4 y la tasa de gestacion al momento de realizar la
transferencia el dia 7 post-estro (r = 0,44; p < 0,05).
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Figura 13. Porcentaje de gestacion en los diferentes grupos de acuerdo con la
concentracion de P4. Grupo 1 < 3,7 ng/ml; Grupo 2 > 3,7 y < 4,3 ng/ml; Grupo 3
= 4,3 ng/ml. Prueba de Kruskal-Wallis. Valor de correlacion r = 0,44; p < 0,05.

Los hallazgos obtenidos en el presente trabajo estan en concordancia en lo
descrito por Baruselli et al.,, (2010), quienes describieron que las tasas de
gestacibn se ven afectadas por las concentraciones de P4, dichos
investigadores, ademas, hacen una correlacion con el tamafio del cuerpo lateo,
aduciendo a que a mayor tamafio del CL mayor produccion de P4 y mejor tasa

de concepcion.

Sin embargo, estudios como el de Lamb, (2005), reportaron resultados buenos
de las tasas de concepcidn en programas de transferencia incluso cuando los
valores de concentracion de P4 fueron tan bajos como de 0,58 ng/ml hasta
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valores superiores a 16 ng/ml al momento de realizar la transferencia del
embridn. Este criterio es compartido por Chagas et al., (2002); Noguiera et al.,
(2012), quienes no encontraron diferencia significativa en las tasas de
gestacion en novillas Holstein al utilizar embriones congelados-descongelados.
Estos autores mencionan que si bien no hay un aumento de manera
significativa, pero si hay tendencia a aumentar las tasas de gestacion con
respecto a valores mayores de concentracion de P4.

Al valorar los resultados obtenidos tanto el tamafio del CL y los niveles de P4
en nuestro trabajo, podemos establecer que éstos influyen positivamente en el

porcentaje de gestacion en receptoras nuliparas Holstein mestizas.
5.3 Tiempo utilizado en pasar la cérvix frente a la tasa de prefiez

Al evaluar el tiempo utilizado para pasar la cérvix de las receptoras, se
obtuvieron tasas de prefiez del 60 % cuando se tardé menos de 30 s (grupo 1),
50 % cuando se demord entre 30 y 60 s (grupo 2), sin diferencia estadistica
entre estos dos grupos y finalmente, se observé un 10 % cuando tomdé mas de
60 s (grupo 3) para atravesar la cérvix, este grupo difiere con los grupos 1y 2
(Figura 14).
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Figura 14. Porcentaje de gestacién en los diferentes grupos de acuerdo al
tiempo empleado para pasar la cérvix. Grupo 1 < 30 s; Grupo 2 >30 y < 60 s;
Grupo 3 = 60 s. Prueba de Kruskal-Wallis. Valor de correlacion r = 0,36; p <
0,05.
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En este contexto, Alkan et al., (2020), al clasificar a las receptoras segun la
puntuacion del cuello uterino durante la transferencia en facil (< 60 s),
moderada (60-80 s) y dificil (> 80 s), obtuvieron tasas de gestacién de 41,2 %,
349 % y 30,3 %, respectivamente (p > 0,05), sin presentar un efecto
estadisticamente significativo; sin embargo se encontré que la probabilidad de
gestacion fue mayor cuando la puntuacion del cuello uterino fue facil (OR: 1,43)

y moderada (OR: 1,29) en comparacion con la dificil.

Similares resultados fueron denunciados por Aguiar et al., (2013) y Lopes et al.,
(2015), quienes informaron que las tasas de gestacion en receptoras con paso
cervical dificil (> 80 s) durante la TE fueron mas bajas en comparacion con
aquellas con paso cervical facil. Cabe mencionar que estos investigadores
utilizaron Meloxicam, un inhibidor de la Ciclooxigenasa-2 (COX-2), dividiendo a
las receptoras en dos grupos: Control (CON) y Meloxicam (MEL). Aguiar et al.,
(2013), observaron diferencias significativas (p < 0,01) en la tasa de gestacion
entre los grupos CON y MEL (23,91 % vs 66,13 %) en vaquillas que
presentaban cuello uterino de Grado Il (> 80 s), atribuyendo sus resultados a
un posible aumento de la produccién de PGF2a endometrial en respuesta a la
manipulacion cervical/uterina prolongada requerida en hembras con un mayor
grado de dificultad para pasar el catéter. Por su parte en el estudio de Lopes et
al., (2015), considerando los animales con un cuello uterino de grado Il, las
tasas de gestacion no fueron estadisticamente significativas entre los grupos
MEL y CON (54,54 % y 42,86 %, respectivamente), pero si hay una diferencia

numeérica.

Jaskowski et al., (2010), en su estudio determinaron que si el tiempo necesario
para la insercion de los embriones en el utero fue de 10-60 s, la tasa de
gestacion llegaba al 53,4 %. Por el contrario, si el tiempo necesario para
depositar el embribn en el cuerno uterino superaba los 60 s, la tasa de
gestacion bajaba a un 20,4 %; llegando a afirmar que cuanto mayor sea el
tiempo de paso a través del cuello uterino hasta el sitio de depdsito del embridn

en el Utero, menor sera la tasa de concepcion en las receptoras.
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Los resultados de estas investigaciones y lo encontrado en el presente trabajo,
permite afirmar que el tiempo necesario para atravesar la cérvix es un factor

determinante en las tasas de concepcion de las receptoras.

5.4 Lugar de depdsito del embrién en el cuerno uterino frente a la tasa

de preiez.

En cuanto a la evaluacion del sitio de depésito del embrion en el cuerno uterino
ipsilateral al ovario con CL, se obtuvieron tasas de gestacion del 60 % cuando
el embriéon fue depositado en el tercio craneal (Grupo 1), del 37,5 % cuando fue
depositado en el tercio medio (Grupo 2) y del 42,1 % cuando se deposité en el
tercio posterior (Grupo 3). No se observaron diferencias estadisticas entre los

grupos (p > 0,05) (Figura 15).
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Figura 15. Porcentaje de gestacion en los diferentes grupos de acuerdo al
lugar de depdésito del embrion. Grupo 1 = craneal; Grupo 2 = medio; Grupo 3 =
posterior. Prueba de Kruskal-Wallis. Valor de correlacion r = 0,05; p > 0,05.

Alkan et al., (2020), en su estudio obtuvieron mayor tasa de prefiez cuando los
embriones se colocaron en el tercio craneal del cuerno uterino con un 41,06 %,
mientras que al depositar los embriones en el tercio medio la tasa de prefiez
fue de 29,67 % (p < 0.05), existiendo por tanto una diferencia estadisticamente
significativa. Generalmente, el embrion llega desde el oviducto hasta el utero
aproximadamente 6-8 dias post fertilizacion (Bilodeau-Goeseels & Kastelic,
2003). Es asi como en los lavados uterinos al dia 7, los embriones son

recolectados principalmente de la parte craneal del cuerno uterino (Sponchiado
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et al., 2019). Por todo ello, se recomienda transferir los embriones al tercio
craneal del cuerno uterino con el fin de lograr mejores tasas de gestacion
(Hasler, 2010).

Asi también, Roper et al., (2018), determinaron que la tasa de gestacion
basada en la ubicacion de la transferencia de embriones tendi6 a diferir (p =
0,08) cuando el embrién se depositd en el tercio craneal (43 %), tercio medio
(31 %) o tercio caudal (24 %) del cuerno uterino; especificamente, hay una
notable diferencia proporcional cuando se comparan las regiones del tercio
craneal con respecto al tercio medio y caudal. A decir de los autores, estos
resultados indican que es mas probable que los embriones depositados en el
tercio craneal del cuerno ipsilateral al CL resulten en una gestacién después de
la TE, pero es importante considerar el nivel de dificultad para colocar el
embridn en el tercio craneal del cuerno uterino cada vez que se transfiere un

embrion.

Por su parte Ongubo et al., (2015), lograron una mayor tasa de concepcion
cuando los embriones se depositaron en el tercio medio del cuerno uterino
(48,84 %), en comparacion con el tercio inferior (26,92 %) y el tercio superior
(20,93 %); el analisis de regresion realizado mostré que el sitio de depdsito
influy6é significativamente en la tasa de concepcion, con el tercio medio
produciendo una tasa significativamente mayor (p < 0,05) que el tercio superior
e inferior. De acuerdo con los autores, esto puede atribuirse al hecho de que el
Utero no estaba listo para la implantacién con respecto al depdésito en el tercio
inferior; y que el tercio superior también tiene una tasa de concepcion mas baja
porque hay mucha manipulacién al intentar depositar el embrién lo que podria
provocar lesiones o estrés en la receptora y asi reducir la tasa de concepcion.
Sin embargo, cabe destacar que al tratarse de un estudio retrospectivo los
investigadores dan a conocer que las bajas tasas de concepcién obtenidas
pueden atribuirse a factores asociados con la falta de instalaciones adecuadas
para el programa de TE como microscopios modernos, el manejo de la
alimentacion, la eficiencia de la deteccion del estro, la mortalidad embrionaria
temprana causada por el estrés durante las transferencias y la presencia de

quistes ovaricos.
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Los resultados de investigaciones recientes, y lo encontrado en éste trabajo
indica que la tasa de gestacion en las receptoras es mayor cuando los
embriones son depositados en el tercio craneal del cuerno uterino ipsilateral al
CL, pero se debe considerar el nivel de dificultad que conlleva aquello,
tomando en cuenta aspectos como obstrucciones en el tracto uterino,

comportamiento de la receptora y experiencia del técnico.

5.5 Tiempo total de transferencia frente a la tasa de prefiez

Al valorar el tiempo total empleado en realizar la transferencia del embrion se
obtuvieron tasas de gestacion del 58,3 % cuando se demoré menos de 9 min
(Grupo 1), 41,2 % cuando se utilizaron entre 9 y 13 min (Grupo 2), y 27,3 %
cuando se requiri6 mas de 13 min (Grupo 3) en completar la maniobra (p >
0,05). No se observaron diferencias estadisticamente significativas entre
grupos, sin embargo, el porcentaje de gestacion tiende a ser mayor cuando el
tiempo total para realizar la transferencia es menor, aunque esta no sea

significativa en el estudio (Figura 16).
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Figura 16. Porcentaje de gestacion en los diferentes grupos de acuerdo con el
tiempo total empleado en realizar la transferencia del embrion. Grupo 1 < 9 min;
Grupo 2 > 9y < 13 min; Grupo 3 = 13 min. Prueba de Kruskal-Wallis. Valor de
correlacion r = 0,24; p > 0,05.

Existe literatura limitada en cuanto a la valoracion de esta variable, inicamente
se encontré que Roper et al., (2018) han evaluado el tiempo total empleado en

realizar la transferencia del embrién. Dichos investigadores en su estudio
Pagina | 53

Carlos Alberto Encalada Neira

Milton Paul Morocho Barrera



E% UNIVERSIDAD DE CUENCA

agruparon a las receptoras de acuerdo con el tiempo transcurrido para
completar la transferencia del embrion en: minimo (6 a 9 min), moderado (10 a
13 min) y largo (14 a 25 min), alcanzando tasas de gestacion de 60, 37 y 25 %,
respectivamente, lo que denota un efecto estadisticamente significativo (p =
0,03). Ellos exponen que el tiempo total para realizar la TE esta asociado con la
puntuacion de cuello uterino y, siguiendo esta linea de pensamiento, las
transferencias mas dificiles requieren mas tiempo para completar la
transferencia, lo cual aumenta la manipulacion del tracto, conduciendo a una
mayor liberacion de PGF2a. Las células de un embrion en etapa de morula y
blastocisto poseen receptores para PGF2a, la cual es perjudicial para la
viabilidad de los embriones en las primeras etapas de desarrollo (Scenna et al.,
2004; Scenna et al., 2005). Por todo esto, Roper et al., (2018) sefalan que
cuando al técnico le toma menos tiempo completar la transferencia, hay una
mejora en las tasas de concepcién, recalcando que resulta muy importante
minimizar el tiempo total necesario para realizar las tareas involucradas en la
TE vy llevar de vuelta a los animales al entorno fisico en el que residian antes

de que se realizara la transferencia.

Otros investigadores como Kasimanickam et al., (2018) que, si bien no valoran
especificamente el tiempo total para completar la transferencia del embrion,
han manifestado que las tasas de gestacion fueron mas bajas después de la
transferencia de embriones cuando fue dificil de realizar, lo cual incluye
transferencia con méaxima dificultad, con manipulacién extrema del tracto

genital y con depdsito del embridn en la mitad superior del cuerno uterino.

Los resultados de las investigaciones descritas y lo encontrado en el presente
trabajo permiten sefialar que el tiempo total empleado para realizar la
transferencia del embrion, que incluyen las evaluaciones iniciales de las
estructuras ovaricas, el tiempo necesario para preparar el embrion y la cantidad
de tiempo para completar la transferencia; es un factor influyente en las tasas

de gestacion dentro de los programas de TE.
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6. CONCLUSIONES

Las receptoras que poseen un cuerpo luteo mayor a 20 mm en el momento de
la transferencia del embrion tienen mayor probabilidad de establecer una

gestacion con respecto a las receptoras con CL inferior a 17 mm.

Los niveles idoneos de P4 en sangre deben ser superiores a 4,3 ng/ml para

gue la tasa de gestacion no se vea afectada.

En un programa de TE, el tiempo necesario para pasar la cérvix debe ser el
menor posible (< 30 s) lo que puede evitar la liberacion de PGF2a y obtener

mejores resultados en cuanto a la tasa de gestacion.

Durante la TE congelados-descongelados las tasas de gestacion en las
receptoras no se vieron afectadas de forma significativa cuando se deposité el
embrién en el tercio craneal, medio o caudal del cuerno uterino, pero el
porcentaje de gestacion tiende a ser mayor cuando los embriones son

depositados en el tercio craneal del cuerno uterino ipsilateral al CL.

Finalmente, si bien el tiempo total que se demora un técnico de TE no influye
de manera significativa sobre las tasas de gestacion, es importante mencionar
qgue si se evidencié un aumento representativo porcentual cuando se requirié
menos de 9 min con respecto a si se demora mas de 13 min en completar la

transferencia.
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7. RECOMENDACIONES

En un programa de TE es importante considerar el CL tanto en su tamafo
como en su funcionalidad (secreciébn de P4), ya que estan directamente

correlacionados con las tasas de gestacion de las receptoras.

Se debe continuar con el estudio de estas variables con un numero de

animales mas grande para fortalecer los resultados actuales.
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ANEXOS

Anexo 1. Ficha de datos de las receptoras utilizada en la investigacion

FICHA DE VALORACION DE RECEPTORAS (VAQUILLAS)
“Influencia del cuerpo liteo, lugar de depésito del embrion y tiempo de
transferencia de embriones congelados-descongelados sobre la tasa de prefiez en
receptoras Holstein mestizas”

1.-Datos generales:
» Receptora N°

= Raza
= Edad
=  Peso

* Propietario
= Ubicacién del hato
2.-Anamnesis:
» Fecha de participacion ultimo evento de exposicion
» ;Hasido repetidora? (S1 /NO)
* Fecha de altimo celo
* Fecha de altimo servicio
3.-Historial clinico:
= Ultima enfermedad presentada
= Fecha de altimo tratamiento
» Farmacos aplicados
4.-Revision clinica:
= Condicion corporal (1-5)
5.-Chequeo ginecolégico:
= Ubicacion del utero (pelvis; entre pelvis y cavidad abdominal; cavidad
abdominal)
= Cuerno derecho (limpio/sucio)
= Cuerno izquierdo (limpio/sucio)
6.-Prueba del enhebrado
1.-Facil..........
2.-Moderado.......
3.-Dificil............
7.-Durante el protocolo de sincronizacion:
7.1. Mancha parche el dia de celo Si ...; No....

8.-Durante el proceso de transferencia

8.1.-Tiempo de inicio de la maniobra de transferencia......................
8.2.-Tiempo final de 1a maniobra de transferencia...........ccccceeeeneenen.
8.3.-Tiempo requerido para el proceso de transferencia en total.............
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9.-Caracteristicas del CL

9.1.-Tamaiio del CL (en mm)..................
9.2.-Clase de CL; Compacto....... ; Cavitario........
9.3.-Ubicacion del CL; OD.....; Ol......

=
N

10.-Caracteristicas de la cérvix
10.1.-Tiempo que se requiere para pasar la cérvix

Ol

dh

11.-Caracteristicas de los niveles de P4
11.1.-Nivel de P4..............

12.-Ubicacion del embrién
-Anterior (relacion al ovario)
-Medio

-Posterior (en relacion al ovario)

13.-Diagnostico de gestacion (35 dias); preiiada...... ; vacia.....

14.-Calidad de embridn transferido...eeeeeeeeeeeeeeeieeeeinneeennne

Nombre y firma del responsable
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Anexo 4. Valoracién del cuerpo luteo (CL) mediante ultrasonografia previo a la
transferencia de embriones

Cuerpo luteo de un didmetro de
20,5 mm.

Anexo 5. Proceso de transferencia de embriones

S
A~

TN A7

Aplicacion de lidocaina al 2 %, via epidural
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Proceso de descongelamiento de la pajuela que
contiene el embridn previo a la transferencia.

Proceso de preparacion de la pajuela que contiene el embridn.
Colocacion en la pistola de transferencia.
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Deposito del embrién en el cuerno
uterino

Toma de muestra de sangre de la
vena coccigea de una receptora
para medir niveles de P4.
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