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RESUMEN

El objetivo del estudio fue utilizar la Somatotropina bovina recombinante (rBST) en
cabras lecheras superovuladas para determinar como actla en la eficiencia embrionaria fuera de
la estacion reproductiva. Se utilizaron 15 cabras (primer etapa, reproductiva) Saanen (n=8) y
Alpina (n=7) y 16 cabras (Alpina n=6, Nubio n=9, Saanen n=1) en la segunda etapa. La
sincronizacion del estro, se realizd durante 7 dias con CIDR (Control Interno de Liberacion de
Droga) y 200 mg de FSHp (Hormona foliculo estimulante porcina). Las cabras se asignaron en
tres tratamientos ajustados en base a peso vivo (PV) y condicién corporal (CC) (0 mg, 100 mg y
200 mg de rbST). El lavado se realiz6 a los 7 dias posteriores al retiro del dispositivo mediante
laparotomia. Los resultados de la primer etapa, para el nimero de cuerpos luteos fueron iguales
estadisticamente (3.2+2.4 control, 5.3+2.1 100 mg y 6.7+2.8 200 mg). EI nimero de embriones
recolectados fue siginificativamente mayor para el tratamiento de 200 mg de rbST (7.00+4.95);
sin embargo, el porcentaje de embriones recolectados fue menor en el tratamiento de 200 mg de
rbST (63.6%), grupo control (100%) y el tratamiento de 100 mg de rbST (83.3%). El porcentaje
de embriones transferibles fue del 100% para todos los tratamientos. En la segunda etapa, no
hubo una respuesta significatoria en el tratamiento de superovulacion y por lo tanto no se logro
evaluar el efecto de la rBST. Después de los resultados, se puede concluir; que la rBST tiene un
efecto positivo en cuanto a la cantidad y calidad de embriones producidos por cabras

superovuladas.

Palabras clave: Somatotropina bovina recombinante, embridn, superovulacion, FHSp, cabras.



I. Objetivos y Metas.

Objetivo general: Determinar el efecto de una dosis Unica de rBST en la eficiencia embrionaria

en cabras sometidas a un programa de superovulacion.

Metas.

¥ Implementacion y desarrollo de un programa MOET en caprinos en el estado de Nuevo
Ledn para lograr indices productivos y reproductivos eficientes, que vengan a fortalecer la
cadena sectorial de esta especie pecuaria en beneficio de los productores y por lo tanto en el

desarrollo sustentable del sector pecuario de la region.

¥ Estandarizar un protocolo corto con la aplicacion de una dosis unica de rBST en los
programas MOET de acuerdo a las condiciones en que se explotan las cabras a nivel

estatal.

I1. Hipotesis.

La dosificacion de una dosis Unica de rBST mejorara la eficiencia embrionaria en cabras que

se someten a un tratamiento corto de superovulacion.

! $"



I11. Introduccién.

La produccion caprina en México se ha incrementado en los ultimos afios, debido al
aumento en la demanda de carne y leche (AMCGCR, 2007). Los productores demandan una
mejor calidad genética en sus animales, y recurren al extranjero para adquirir material genético
sobresaliente (Gama y Bressan 2011). Dentro de las técnicas de reproduccion asistida (TRA)
empleadas actualmente a nivel mundial, se encuentra la inseminacion artificial, acompafiada de
otra técnica, que es el programa integral MOET (Mdltiple ovulacion y transferencia de
embriones), donde el objetivo es acelerar el progreso genético via madre (Baldassarre 2007). En
los ultimos 25 afios se han logrado considerables avances en programas MOET, como
herramienta del mejoramiento genético en ovinos y caprinos, siendo necesario maximizar la
produccion y sobrevivencia de embriones para obtener varias crias de alto mérito genético. Cabe
sefialar que una hembra de alto valor genético podra formar parte de un programa de
transferencia en mas de una oportunidad, de manera que es posible multiplicar su potencial
reproductivo, al utilizarse cabras de escaso valor genético como receptoras de embriones
genéticamente superiores (Mueller, 1993). El potencial natural reproductivo de cada especie y de
cada raza es una limitante a la rapidez de difusion del progreso genético. En las condiciones
tradicionales de cria ovina y caprina, el nimero de descendientes producidos por hembra y por
afio es de una o dos crias, por lo tanto durante su vida reproductiva se logran obtener entre 6 a 8
crias. Los programas MOET permiten incrementar el potencial reproductivo de las hembras de
alto valor genético mediante un mayor aprovechamiento de la gran reserva de ovocitos que se
encuentran en el ovario. Sin embargo, esta técnica desde sus inicios ha tenido respuestas muy
variadas en cabras en funcién de la tasa de recuperacion y calidad embrionaria, dependiendo de

los protocolos de superovulacion que se han utilizado a nivel mundial (Cognie, 2003). Gran parte



de la variabilidad en la respuesta ovulatoria se atribuye a la poblacion folicular presente en los
ovarios al momento de iniciar el tratamiento superovulatorio, la cual es completamente aleatoria
en los protocolos convencionales (Gonzalez-Bulnes 2007). Diversas estrategias han sido
disefiadas y evaluadas con el objetivo de aumentar en nimero de foliculos reclutables y disminuir
los efectos negativos de foliculos dominantes al comienzo del estimulo gonadotropico. Entre las
estrategias utilizadas se destacan: 1) El uso de agonistas y/o antagonistas de GnRH (Hormona
liberadora de gonadotrofinas) previo a la superovulacion a los efectos de incrementar el namero
de foliculos pequefios disponibles para estimulacion con FSH exdgena (Cognie et al., 2003); 2)
iniciar el tratamiento superovulatorio al comienzo del ciclo, inmediatamente después de la
ovulacion (Menchaca y Rubianes 2002); 3) asegurar concentraciones de progesterona alta durante
la fase inicial del tratamiento superovulatorio (Gonzalez-Bulnes et al., 2004). Recientemente, , se
han realizados estudios en ovejas relacionados con la aplicacién previa a la ovulacion de la
Somatotropina bovina recombinante (rBST), para mejorar la maduracién de una mayor cantidad
de foliculos e incrementar la cantidad recuperada de embriones y la viabilidad embrionaria
(Navarrete et al. 2008; Mejia et al. 2011). La rBST tiene efectos directos en la fisiologia
reproductiva de bovinos y ovinos, que incluyen: mayor tamafio del cuerpo lateo, incremento en la
secrecion de progesterona y una ligera extension del estro por el alargamiento de la vida media
del cuerpo luteo (Navarrete et al. 2008); también se ha encontrado que altera los componentes del
sistema de factores de crecimiento insulinico, IGF (principalmente IGF-1) estimulando la
esteroidogénesis folicular (Montero-Pardo et al. 2011) y los fluidos uterinos (Costine et al. 2005).
El aumento de los IGF-1 disminuye las secreciones de Interferon (IFNT), producidas en el
embridn, dando como resultado una aceleracion en el desarrollo embrionario (Montero-Pardo et
al., 2011; Mejia et al. 2011). Asimismo, se ha relacionado con el desarrollo y mantenimiento de

la sensibilidad a la LH en los foliculos antrales de ovinos. En este sentido, la administracion de

I &



rBST mantiene la sensibilidad de los foliculos ovaricos de LH (hormona leutilizante) y FSH en

ovejas hipofisectomizadas (Eckery et al. 1997).



IV. Revision de Literatura.

En las cabras, el principal problema que surge reproductivamente es de ser una especie
que muestra una estacionalidad reproductiva, la cual esta relacionada con las variaciones anuales
del fotoperiodo (Delgadillo et al, 2004). El inicio y la duracion de su periodo reproductivo
durante todo el afio, depende de diferentes factores ambientales y fisioldgicos (latitud y el clima,
la disponibilidad de alimentos, la raza y el sistema de reproduccién). El hecho de que su actividad
sexual es estacional, afecta a la distribucién de su produccion durante el afio y es un problema

tanto en los productos lacteos y los sistemas de produccion de carne (Chemineau et al, 2004).

1V. 1. Ciclo Estral

El ciclo estral se compone de todos los cambios morfoldgicos y fisioldgicos en los ovarios
y el tracto genital para la expresién del estro (fase de receptividad hacia el macho) y a la
ovulacion, lo cual involucra la preparacion de los genitales para la copula, la fecundacion y
posteriormente el embrion. Durante el transcurso de la temporada de reproduccion, las hembras
pueden someterse a varios ciclos de estro sucesivamente y el nimero de ciclos sucesivos depende
de la longitud de la época de reproduccion y la cria de las cabras (Chemineau et al. 1999). La
longitud de ciclo estral se define por el intervalo entre dos expresiones sucesivas de estro o dos
ovulaciones (Evans 2003). Por lo tanto, la duracién promedio del ciclo estral de la cabra es de 21
+ 4 dias (Fig. 1). Un estudio con cabras alpinas durante la temporada reproductiva registré un
77% de normalidad en la duracién de sus ciclos (17-25 dias), el 14% fueron de corta duracion (8
dias en promedio) y el 9% fueron ciclos largos (39 dias en promedio, Baril et al. 1993). La alta
frecuencia relativa de ciclos cortos es caracteristica de las cabras triponas o jovenes, y se

incrementa cuando la ovulacion es inducida justo antes o durante la temporada reproductiva. Esta



proporcion puede ser modulada por el medio ambiente, donde se menciona al fotoperiodo y la

nutricién (Santiago et al. 2008).

V. 1.1 El ciclo ovarico y su regulacion.

Durante el periodo del ciclo estral, los ovarios sufren un proceso de cambios morfoldgicos
(reclutamiento y crecimiento folicular), biogquimicos (maduracién folicular) y fisioldgicos
(regulaciones enddcrinas); cambios que transcurren durante el proceso de la ovulacién. Todo este
conjunto de cambios ciclicos que se lleva en las génadas, es lo que Ilamamos ciclo ovarico

(Rahman et al. 2008).

El crecimiento folicular se desarrolla de una manera de ondas durante todo el ciclo (Evans
2003). Una onda folicular es caracterizada por una liberacién de hormona gonadotropica
(GnRH); , estas ondas, dependen del crecimiento folicular como lo es: el reclutamiento, seleccion
y dominancia folicular, que generalmente en cabras y ovejas se presenta por tres ondas
foliculares (Driancourt, 2001). Diversos estudios utilizan la técnica de ecografia y mediciones de
niveles de gonadotropinas en plasma sanguineo para determinar las ondas que prevalecen durante
el ciclo (Ali 2006; Simdes et al. 2006; Martinez et al. 2005). La ultima onda proporciona el
foliculo ovulatorio. Cuando se producen ovulaciones dobles, suelen ser de los foliculos derivados
de la misma onda, pero en algunos casos se derivan a partir de dos olas consecutivas del foliculo

(Evans 2003).
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Fig.1. Representacion esquematica de los diferentes eventos fisioldgicos que ocurren durante el ciclo estral en la cabra: el patron

de desarrollo del foliculo, ciclo ovarico y las regulaciones endocrinas. * Foliculo ovulatorio (s). Adaptada de: Evans (2003).

El ciclo ovarico lo podemos dividir en dos fases: a) fase folicular y b) fase luteal (Fig. 1).
La fase folicular esté representada por la onda folicular, la cual desarrolla el foliculo ovulatorio e
involucra la maduracién de los foliculos dependientes de gonadotropinas hasta la ovulacion
(crecimiento terminal). Durante la fase folicular, la FSH secretada por la glandula pituitaria
estimula el crecimiento folicular. Una onda corta de gonadotrofina actta sobre los foliculos
antrales (de 2-3 mm de diametro), los cuales son elegidos para poder desarrollarse. S6lo 2 o 3 de
estos foliculos Ilegan a medir 4 mm de diametro y son elegidos para entrar en la fase dominancia.

Bajo la influencia de la LH, llegan a la fase pre-ovulatoria (6-9mm), mientras que los foliculos



subordinados son degenerados (atresia folicular). EI aumento de las concentraciones periféricas
de 17-1- estradiol, (secretada por los foliculos mas grandes) induce un comportamiento de estro y
actia como un "feedback™ positivo en el eje de gonadotropina. El consiguiente aumento de la
secrecion de GnRH induce el aumento de las cantidades de pre-ovulacién de LH e induce la
ovulacion 20-26 horas més tarde y posteriormente; la luteinizacién de las células foliculares
(Rahman et al. 2008). EIl comienzo de la fase folicular, antes de que el comportamiento del estro
sea observado, también se le conoce como proestro. La fase del estro incluye eventos de la
conducta estral a la ovulacion. La tasa de ovulacion se ve afectada por la época y por la nutricion
(Scaramuzzi et al. 2006). La fase luteal tiene su inicio en al momento de la ovulacion. Alrededor
de 5 dias después del comienzo del estro, las células del foliculo ovulado se tornan a células
luteales y comienzan a formar el cuerpo luteo (CL). EI CL comienza a secretar progesterona (Ps),
por lo tanto las concentraciones de P4 en plasma sanguineo comienzan a incrementar (> 1ng/ml)
durante 16 dias. Durante esta fase lutea, la gonadotropina dependiente de crecimiento folicular
continlia de una forma de onda similar a la progesterona, pero inhibe la ovulacién. Al final de la
fase latea, 16-18 dias después del estro, la prostaglandina F,- es secretada por la pared no
fecundada del utero, esto induce la regresion del CL (luteolisis) acompafiada de una disminucién
en las secreciones de progesterona. Esta disminucion en las concentraciones de progesterona en
el plasma sanguineo va acompafiada del aumento de la secrecion de las hormonas gonadotrépicas
(GnRH), para comenzar una nueva fase folicular. La fase folicular es llamada también, periodo
post-estro, el cual puede ser dividido en metaestro (cuando las concentraciones periféricas de la
progesterona comienza a aumentar) y diestro (cuando las concentraciones periféricas de la

progesterona son altas hasta el comienzo de la lutedlisis).
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Fig. 2. La evolucién del comportamiento sexual durante el ciclo estral en cabras japonesas de linea enana. De: Fabre-Nys

(2000)

IV. 2. Fundamentos y objetivos de la técnica MOET

La finalidad de la aplicacion de esta técnica en los animales domésticos tiene
fundamentos genéticos, comercial, sanitario y de conservacion de especies. Permite lograr los

siguientes objetivos:

I Introducir y difundir rdpidamente nuevas razas o genotipos de alto valor productivo.
Las caracteristicas deseables son rapidamente introducidas en la majada o hato en

una sola generacion.

Reducir riesgos en la transmision de enfermedades, debido a que en los primeros

estadios de su desarrollo, los embriones presentan una proteccion natural contra los



agentes infecciosos. Esta ventaja comparativa ha favorecido el comercio

internacional de embriones congelados.

Difundir material genético de alto valor comercial con facilidad de adaptacion
ambiental de las crias a diferentes sistemas de produccion y manejo (mediante

receptoras adaptadas a la region).

Aumentar el progreso genético en la produccion, a traves del incremento en la
intensidad de seleccién de las madres destinadas a la produccién de machos
genéticamente superiores, al disponer de un mayor numero de crias por hembra

seleccionada.

Acortar el intervalo generacional. La posibilidad de obtener descendencia de las
madres a temprana edad permite una reduccion del intervalo generacional, con

mayor beneficio cuando se emplea semen de animales jovenes.

Apoyar las técnicas reproductivas en las que interviene la micromanipulacion de
embriones (determinacion del sexo, fecundacion 0in vitro0, clonacion, transgénesis,

etc.).

Conservar razas 0 especies. La conservacion de material genético (embriones
congelados) en bancos de germoplasma permite la conservacién de genes que de

otra manera desaparecerian con la especie.



V. 2.1 Principios y consideraciones generales.

La eleccion de las hembras donantes se realizara teniendo en cuenta su valor genético y en
base a los criterios apropiados de mejoramiento de las aptitudes productivas para cada raza y

tomando en cuenta el objetivo principal productivo (Evans 2003).

Las condiciones generales de un buen estado reproductivo, sanitario y nutricional son
imprescindibles, tanto para las hembras donantes como para las receptoras. Se debe realizar el
control clinico de los animales, los tests serologicos de enfermedades infecto contagiosas

(Brucelosis, Aftosa, etc.) y los controles parasitarios correspondientes (Gibbons et al. 2009).

Las hembras deben al menos haber tenido una cria, y se debe considerar un minimo de 2
meses post parto antes de comenzar los tratamientos hormonales. Acortar estos tiempos puede
significar una baja respuesta al tratamiento y por lo tanto una baja produccién de embriones

(Gibbons et al. 2008 ; 2009).

La necesidad de utilizar hembras jovenes como donantes puede llevar a una baja
eficiencia reproductiva. En el supuesto caso de tratar una hembra nulipara, el peso minimo debera
ser del 75% del peso adulto de la raza y haber presentado estros anteriormente (Gibbons et al.

2008).

Se recomienda no usar triponas como madres receptoras. Lo indicado son las hembras
adultas, que puedan llevar a cabo la gestacién sin comprometer su crecimiento y contribuir al

desarrollo de la cria por medio de una buena lactancia.



Los programas MOET requieren de una serie de manipulaciones de las donantes y
receptoras. En el caso de recurrir a instalaciones extraias, es preferible que los animales tengan
un periodo de adaptacion previo, de uno a dos meses, antes de comenzar los tratamientos.La
identificacién con nameros visibles a la distancia, permite realizar los manejos necesarios sin

cometer equivocaciones y sin provocar stress, que perjudicar los resultados.

Se debe considerar los aspectos sanitarios, nutricionales y reproductivos de los machos y
la calidad seminal ya sea que se utilice monta natural o la inseminacién artificial con semen

fresco, refrigerado o congelado.

IV. 3. Fisiologia hormonal en un programa MOET

Los tratamientos hormonales que pueden ser usados en programas MOET son induccién
del estro y la ovulacién maultiple (hembras donantes) o la ovulacion (hembras receptoras) y la
sincronizacion del estro entre ambas (Gonzalez-Bulnes et al. 2004).La GnRH es un decapéptido
producido por neuronas secretoras del sistema nervioso central. La secrecion de esta hormona
esta influenciada por condiciones externas (fotoperiodo, stress, nutricion) e internas (estrégenos,
progesterona, feromonas). Su accion se ejerce a nivel de las células gonadotroéficas de la hipdéfisis,
activando la sintesis y liberacién de FSH (hormona foliculo estimulante) y LH (hormona

luteinizante) (Evans 2003).

Las gonadotrofinas, FSH y LH, son glicoproteinas sintetizadas a nivel de la hipoéfisis

anterior, y participan en la regulacion de la funcion ovarica.

La FSH favorece el crecimiento y la maduracion folicular y de los ovocitos; induce en los

foliculos maduros la presentacion de receptores a la LH y sostiene la liberacion de estrégenos. La
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secrecion basal estd asociada a la dinamica folicular durante la fase luteal y presenta dos
incrementos durante la fase folicular: el primero conjuntamente a la descarga preovulatoria de
LH, que es GnRH dependiente y otro, de menor intensidad, 18 horas mas tarde producto de la

caida de los niveles sanguineos de los estrogenos (no dependiente de la GnRH) (Evans 2003).

La LH incrementa su concentracion durante un periodo corto previo a la ovulacion en
forma de pulsos. La frecuencia de los pulsos de LH esta supeditada a la estimulacion de las
células hipofisiarias por la GnRH. Cada pulso de LH, corresponde con un pulso de GnRH.
Durante la fase preovulatoria, el incremento de la secrecion de estrégenos liberados por los
foliculos ejerce un retrocontrol positivo sobre el eje hipotdlamo hipofisiario, que induce al
denominado "pico preovulatorio de LH". La LH participa conjuntamente con la FSH en la
maduracion final del foliculo, induce la liberacion del ovocito (ovulacion) y la formacion del

cuerpo lateo a partir del foliculo que present6 ovulacion (Ali 2006).

La P, es un esteroide secretado por el cuerpo lateo; en el caso de ocurrir fertilizacién, se
mantiene en valores constantes durante la gestacion a partir de la placenta y del cuerpo lateo. Su
funcién es mantener la prefiez hasta el parto. Antes de la ovulacion, participa con los estrégenos
en la manifestacion externa del celo. Ejerce un retrocontrol negativo sobre el hipotalamo,
inhibiendo la secrecion de GnRH vy la consiguiente pulsatilidad de LH, de manera que bloquea la

ovulacion (Evans 2003).

La prostaglandina es secretada por el endometrio uterino. Su incremento induce la
lutedlisis (eliminacion del cuerpo lateo), y por ende, el descenso de los niveles de progesterona y

la aparicién de un nuevo periodo de estro (Evans 2003).
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V. 4. Estimulacién ovarica para la ovulacion multiple

La ovulacién mdaltiple ha sido inducida en la especie ovina y caprina, mediante la
administracion de 1000 a 1200 Ul de eCG (Gonadotropina corionica equina), 48 horas antes de
finalizar el tratamiento progestacional. Los tratamientos con eCG han dado resultados inferiores a
los obtenidos mediante FSH, debido a que por su elevado peso molecular, tiene una vida media
larga (21 horas) y provoca un crecimiento folicular disperso, induce la formacién de foliculos
anaovulatorios, luteinizacién folicular prematura y reduce la fertilidad, recuperacion y calidad
embrionaria (Nunes y Salgueiro, 2011). La ovulacion multiple se presenta a las 54 horas post

retiro-dispositvo de progestageno (PRDP) (Goel et al. 2005).

Una mayor eficiencia se logra cuando se utiliza FSH de origen porcino u ovino (Alberio
et al. 1993). En contraste con la eCG, el empleo de la FSH determina una mejor migracion
espermatica (Evans y Armstrong, 1984), mayor tasa de fertilizacion cuando se emplea la
inseminacién artificial (Evans et al. 1984) y una mayor produccién de embriones (Armstrong et

al. 1983; Torres et al. 1987).

El tratamiento mas utilizado para provocar la ovulacion mdaltiple en caprinos es la
aplicacion de dosis iguales de FSH hacia el final del tratamiento progestageno. A diferencia de la
eCG, la FSH presenta una vida bioldgica corta (3 a 4 horas), por lo que se hace necesario su
administracion repartida en 6-8 aplicaciones cada 12 horas. La ovulacién multiple se presenta a

las 60 horas PRDP (Evans 2003).

Las dosis de FSH se expresan en miligramos Armour, que es una unidad de actividad de
un test bioldgico equivalente de 10 a 14 pug de hormona FSH pura. Las dosis recomendables para

las cabras y las ovejas varian entre los 16 a 20 mg Armour (Gonzélez et al. 1991; Brebion et al.
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1992); la respuesta ovulatoria a estas dosis esta sujeta a los diferentes genotipos. EI aumento de la
dosis de FSH (mayor a 16-20 mg Armour) no produce un incremento de la respuesta ovulatoria.
Asi mismo la FSH puede expresarse en mg de NIH-FSH-P1, recomendandose dosis totales de

hasta 200 mg por hembra donante.

Para obtener una mejor respuesta ovulatoria se aconseja administrar LH en forma
creciente hacia el final del tratamiento progestacional (Baril et al. 1992). Se recomienda una
relacion FSH/LH de 3:1 (ler a 3er aplicacion), 1:1 (4ta aplicacion) y 1:2 (5ta aplicacion). La
presentacion del estro post tratamiento de FSH es variable; sin embargo es habitual observar celo
entre las 24 a 36 horas PRDP. El tratamiento para las cabras es similar al presentado para el ovino
(administracion de 20-30 mg de NIH-FSH-P1 (Folltropin-V, Bioniche, Céanada) por oveja
tratada). Para obtener una mejor tasa de fertilizacion, se recomienda un tratamiento corto con un
progestageno en esponja intravaginal o CIDR de 12 dias y una dosis de PF,+ (50 pg de

Cloprostenol) 48 horas antes de retirar las esponjas (Corteel et al. 1988).

Cabe considerar que siempre sera necesario determinar una dosis recomendable segun la
eficiencia del tratamiento de ovulacion multiple y ajustarla en base a la especie, raza, época del

afio, sistema de produccidn, entre otros factores.

IV. 5. Factores que influyen en la respuesta a la superovulacion.

El factor intrinseco de cada animal juega un rol primario en la respuesta al tratamiento de
superovualcion. Estudios realizados en vacunos demostraron que solamente el 68% de las
hembras respondid con embriones transferibles. EI 32% restante incluia a las hembras sin
respuesta a la estimulacion ovarica, sin recuperacion de embriones u ovocitos, 0 con recuperacion

de embriones no transferibles (Donaldson, 1984). Por consiguiente siempre se debe tener
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presente que un porcentaje de hembras no responderan al tratamiento hormonal de
superovulacion. La variabilidad individual a la respuesta hormonal de ovulacion multiple est4
condicionada por factores extrinsecos (raza, estacion sexual, alimentacién) e intrinsecos

(foliculogénesis) ( Gonzalez- Bulnes et al. 2004).

La raza es un importante factor de variacion, presentandose en las mas prolificas una
mayor respuesta a la ovulacion multiple, embriones transferibles y crias nacidas (Gonzalez-
Bulnes et al. 2004). La época reproductiva también influye sobre el nimero medio de
ovulaciones por hembra, siendo superior en la estacién reproductiva respecto al periodo de
anestro. Esta diferencia no se observé en las cabras lecheras (Baril y Vallet, 1990b), aunque la

calidad de los embriones fue superior en la época reproductiva (Baril y Vallet, 1990a).

La alimentacion, principalmente energia, juega un factor fundamental en la respuesta a los
tratamientos hormonales de ovulacion mdltiple, debido a que se ha demostrado que no solamente
afecta la respuesta ovulatoria sino que es posible que se presenten lutedlisis prematuras, tanto en
estacién como en contraestacion sexual. Consecuentemente la recuperacion embrionaria es baja.
En cabras, la aparicion de este fendmeno es muy variable (0 a 27%). Este problema también ha

sido reportado en ovinos (Gonzalez- Bulnes et al. 2004).

La respuesta ovulatoria a los tratamientos hormonales ha sido estudiada en base a la
presencia folicular en los ovarios y se ha determinado que esta positivamente correlacionada con
el nimero de foliculos chicos (2 a 3 mm de diametro) al momento de la primera aplicacion de
FSH, la cantidad de foliculos medianos (4-5 mm) al momento de finalizado el tratamiento
progestacional y el nimero de foliculos grandes (>6 mm) al momento del estro (Gonzalez-Bulnes

et al. 2000). Se ha sugerido que el blogueo gonadotropo mediante un tratamiento prolongado con
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antagonista de la GnRH (10 a 14 dias), previo a la aplicacién de FSH, posibilita incrementar el
namero y concentrar las ovulaciones, reducir su variabilidad entre animales y duplicar el nimero
de corderos nacidos por donante (7 crias por hembra donante) con una alta repetibilidad. A su
vez, la administracién endovenosa de 3 mg de LH a las 32-36 horas de finalizado el tratamiento
progestacional, posibilita sincronizar la ovulacién entre las 20D28 horas post aplicacion,
permitiendo realizar la inseminacion artificial a tiempo fijo a las 48050 horas PRDP (Cognie et

al. 2003).

En la actualidad existen varios factores no bien esclarecidos, que controlan la
foliculogénesis, el crecimiento folicular, la maduracion de los ovocitos, la ovulacion y la
fertilizacion. Los avances que se logren en el entendimiento de sus funciones y sus
interrelaciones, determinaran una mayor eficiencia de los tratamientos hormonales de ovulacion
multiple, reduciendo los costos e incrementando los beneficios de esta técnica (Gonzélez- Bulnes

et al. 2004).

IV. 6. Sincronizacion del estro donante-receptora.

La sincronizacion de los estros de las receptoras mediante tratamiento progestacional se
realiza en forma conjunta con las hembras donantes. El objetivo es lograr que ambas presenten el

mismo dia del ciclo estral en el momento de la recuperacion y siembra de embriones.

Los analogos sintéticos de la progesterona, el FGA (acetato de fluorogestona) y el MAP
(acetato de medroxiprogesterona), son comunmente empleados en esponjas intravaginales para
los tratamientos de sincronizacion de celos. Se aplican durante 14 dias en las cabras. En México,
Australia y Nueva Zelanda es muy frecuente la utilizacion de progesterona via vaginal,

empleando el CIDR. La sincronizacién también se puede llevar a cabo mediante la colocacion de
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CIDR con una larga (14 dias) o corta (7 dias) duracion con resultados similares y aceptables.
Cuatro dias antes de realizar el retiro del dispositivo se comienza el tratamiento de
superovulacion (25mg FSHp) con intervalos de 12h. En el caso de las receptoras, es
recomendable la dosisficacion de 350mg de eCG al momento de retirar el dispositivo (Sanchez-

Davila et al. 2013).

= 4 4 q4 S
I I I I |
Dia0 Dia 4* Dia 5* Dia 6* A 7+
*25mg FSHp ¢/ 12h
= ]
\
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l ]
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Dia0 Dia 7**

**350mg eCG

Fig. 3 Ejemplo de un cronograma para la sincronizacién de hembras donantes(superior)- receptoras (inferior) para el Noreste

de México

1V. 7. Fecundacién de la hembra donante

La fecundacion en las hembras donantes puede realizarse mediante servicio de monta
controlada o mediante inseminacion artificial (IA), con semen fresco o congelado. El servicio de
monta controlada se realiza cada 12 horas, desde el comienzo del celo y hasta su finalizacion. En
el caso de emplearse la 1A, ya sea con semen fresco o congelado, se recomienda el empleo de la

técnica laparoscopica, debido a que la deposicion del semen en los cuernos uterinos y en



proximidad del sitio de fertilizacion, permite aumentar las tasas de fertilizacion, asi como reducir

las dosis de inseminacion (Menchaca y Rubianes 2007).

1V. 7.1 Dosis inseminantes

Las siguientes son dosis de inseminacion de referencia para la 1A con semen fresco (en

millones de espermatozoides):

- 1A cervical: 800 (ovinos) - 400 a 600 (caprinos).

- 1A laparoscdpica: 80 (ovinos) - 100 (caprinos) (Brebion et al. 1992).

La dosis seminal empleada en la IA laparoscopica con semen congelado en ovinos (Wolff

et al. 1994) y caprinos (Vallet y Baril, 1990) es de 100 millones de espermatozoides.

IV. 7.2 Momento 6ptimo de realizacion de la 1A

En caprinos, se recomienda realizar la 1A laparoscopica con semen fresco entre las 20 y
24 horas post inicio del celo (Vallet y Baril, 1990). Si se utiliza semen congelado, es conveniente

realizar la 1A a las 46-52 horas PREIP (Menchaca y Rubianes 2007).

1V. 7.3 Tasa de fertilizacion

La eficiencia de la fertilizacion en las hembras multiovuladas ha presentado resultados
muy variables en funcién de la técnica de fertilizacion empleada, momento de inseminacién y
respuesta individual ovulatoria al tratamiento hormonal. La fertilizacion de los ovocitos se puede
realizar mediante servicio natural, 1A cervical o laparoscdpica. Se debe tener en cuenta que

mediante el servicio natural o la IA por via cervical en las donantes de alta respuesta ovulatoria
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(mas de 10 a 12 ovulaciones) se obtiene una baja tasa de fertilidad, debido a la reduccién del
transporte espermatico en el tracto reproductivo. Los programas de inseminacion a tiempo fijo
(IATF) por laparoscopia con semen congelado para los tratamientos de ovulaciéon multiple son
muy riesgosos y solo deben ser utilizados cuando se conoce la distribucion de celos de la
poblacion en particular, para el régimen hormonal y estacion en la cual se desea trabajar. La
eficiencia de fertilizacion con el empleo de semen congelado a tiempo fijo ha presentado
resultados variables. Sin embargo, se recomienda inicialmente realizar la inseminacion
laparoscépica, luego de detectado el celo. En este investigacion, se realizo la 1A via laparoscoia
con semen congelado 51h post- retiro CIDR. En caprinos, se obtuvieron porcentajes de
fertilizacion del 32% (1A cervical) y 65% (1A laparoscopica) con semen fresco (Menchaca y

Rubianes 2007), y 70-75% con semen congelado por laparoscopia (Fieni et al. 1990).

La tasa de fecundacion es muy dependiente del nivel de respuesta ovulatoria al
tratamiento de estimulacién. En las cabras Alpinas y Saanen, la fertilidad disminuye cuando la
respuesta ovulatoria es elevada (>15 cuerpos luteos, 49% vs. <15 cuerpos luteos, 66%) (Baril et
al. 1989). La fertilidad de la IA en las hembras multiovuladas es menor respecto a la
inseminacién de animales testigo no tratados. La tasa de fecundacién no se puede incrementar por
medio de un mayor nimero de inseminaciones o elevando la concentracion espermatica de la

dosis inseminante (Vallet et al. 1991; Brebion et al. 1992).



1V. 8. Colecta de embriones

La metodologia empleada para la obtencion de embriones consiste en inyectar un medio
liguido para producir una corriente de arrastre (lavado o flushing) a través de los cuernos
uterinos. Se utiliza un medio comercial en base a PBS (Solucion Buffer Fosfato), al que se le
debe adicionar un 10% de suero adulto bovino, ovino o caprino inactivado. Para la obtencion de
suero, se sangra en forma aséptica con material esterilizado. El suero se centrifuga a 2000 g
durante 15 minutos. Se toma el sobrenadante y se realiza una segunda centrifugacion. Se filtra
por membrana de 0.22 um. La inactivacion de la proteina complemento se realiza en bafio de
agua a 56 jC durante 30 minutos. El suero filtrado inactivado se puede conservar durante un afio

a-20 iC.

En la presente investigacion, el lavado se realiz6 en el 7mo dia PRDP. Sin embargo,
debido a que el desarrollo embrionario inicial en caprinos presenta un retraso de 12 a 24 horas, la

colecta de embriones se recomienda en los dias 8vo o 9no PRDP (Moore, 1980).

Las colectas embrionarias se realizan en los dias mencionados debido a los siguientes

fundamentos:

Los embriones estan en el tercio superior de los cuernos uterinos.

Presentan la membrana pellcida, necesaria como barrera sanitaria.

La congelacion se realiza en estado de moérula compacta o blastocisto.



Dias post retiro de esponjas Caprinos Ovinos

7 Morula Morula
8 Morula Morula compacta
Blastocito
9 Morula compacta Blastocito expandido
Blastocisto Blasticito fuera de la zona
pelicida
Blastocisto expandido
10 Blastocisto fuera de la zona Blasticito fuera de la zona
pellcida pellcida

Tabla 1. Desarrollo embrionario comparativo entre ovejas y cabras en diferentes momentos después del retiro de las esponjas

intravaginales (Adaptacion de Moore, 1980).

Las técnicas para la colecta de embriones en los pequefios rumiantes son:

8.1 Técnica quirlrgica

8.2 Técnica no quirdrgica

IV. 8.1 Técnica quirdrgica

La hembra se ubica en un plano inclinado en una camilla (cabeza hacia abajo). Se rasura 'y
se desinfecta el campo operatorio. Se realiza una laparotomia media de 5a 7 cm, y a 3 cm por
delante de la ubre. Antes de comenzar con la recuperacién embrionaria se realiza una
determinacion de la respuesta ovulatoria (recuento del nimero de cuerpos luteos), mediante
ecografia o por observacion laparoscopica. En base al numero de estructuras colectadas se

determina el porcentaje de recuperacion embrionaria.
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La recuperacion embrionaria consiste en la colocacion de una sonda Foley de dos vias
(cal. 10 x 5cm). Se realiza una puncién en la unién Gtero tubérica y se enhebra la sonda en el
interior de la luz del cuerno uterino (1 cm), fijando la misma por medio de un clamp vascular o
ligadura (Fig 4). Aproximadamente a un par de cm de la bifurcacion de los cuernos uterinos, se
realiza una segunda puncion, para la inyeccion de 20 cc de PBS a 38 jC (Fig 5). De esta manera
se produce una corriente de arrastre que fluye hacia la unién Utero tubarica, donde esta ubicada la
sonda, y el medio de colecta es recuperado en una caja de Petri (Fig 6). Se procede de igual

manera con el otro cuerno uterino.

Fig 5. Segunda puncién en oviducto para la aplicacion de Fig 6. Colecta de embriones mediante arrastre en una caja
20cc de PBS. petri.



Finalizada la recuperacién embrionaria, se realiza la sutura de los planos quirdrgicos y se

administran antibidticos (3 dias).

El medio recuperado en cajas de Petri cuadriculadas para proceder a la busqueda de

embriones bajo lupa (10X) en un estereoescopio.

En la primera recuperacion embrionaria, la técnica quirdrgica permite alcanzar una
eficiencia media del 60%. El inconveniente que presenta es la formacion de adherencias post
quirargicas que reducen la eficiencia en la obtencion sucesiva de embriones. Se a observado que
haciendo una correcta lubricacion durante el tiempo de la cirugia se logra evitar de manera

significativa las adherencias (Baril, et al. 1995).

IV. 8.2 Técnica no quirurgica

La técnica no quirargica o por laparoscopia fue desarrollada por Mc Kelvey et al. (1986)
en ovinos, y por Vallet et al. (1987) en caprinos. Se realizan tres punciones (con trocares) en la
cavidad abdominal. La primera puncion permite introducir el laparoscopio; la segunda, una sonda
de tres vias (cada via corresponde a: 1) entrada del PBS, 2) salida del PBS e 3) insuflacién del
balén); y la tercera, una pinza no traumatica. Esta pinza permite la manipulacion del tracto
reproductivo, a fin de hacer avanzar la sonda por la luz uterina y fijar la unién utero tubérica
durante el flujo del PBS. Esta técnica requiere un muy buen entrenamiento y su costo es elevado
debido a la necesidad de disponer de un laparoscopio. Presenta una menor eficiencia en la
recuperacion de embriones (60%). La obstruccion de la sonda por coadgulos 0 mucus representa a

veces una gran dificultad; pero su ventaja es que disminuye las adherencias y por lo tanto no se



disminuye el porcentaje de recuperacion embrionaria en intervenciones sucesivas. Vallet et al.

(1987) obtuvieron tasas de recuperacion del 59, 58 y 68% en caprinos.

El tiempo medio para realizar una recuperacion de embriones es de aproximadamente 15

a 20 minutos (quirdrgica) y 20 a 30 minutos (por laparoscopia) por hembra.

Independientemente de la técnica de recuperacion embrionaria utilizada, y si se desea
contar con la seguridad de que las hembras donantes no queden prefiadas por embriones no
recuperados, se recomienda la administracion de prostaglandinas PF2 alfa al final de las

intervenciones (5 mg de Dinoprost trometamina).

1V. 9. Busqueda y clasificacion de embriones.

El medio de lavado recolectado es vertido en una placa de bdsqueda de embriones. La
busqueda se realiza bajo lupa con platina térmica a 38 4C (Fig 7). Se recomienda efectuar siempre
una segunda lectura de la placa. A medida que se identifican los embriones, 10os mismos son
aspirados mediante micropipeta y colocados en una caja de Petri con medio de conservacion
enriquecido con suero al 20% a resguardo de la luz y a temperatura de laboratorio. Una vez
finalizada la busqueda, se procede a la clasificacion de los embriones. De ser posible es
importante utilizar campana y aire filtrado. Cabe recordar que se debe trabajar en condiciones

estrictas de esterilidad.

La clasificacion de los embriones se realiza en base a sus aspectos morfoldgicos y con 10
a 40x. Una micropipeta o una fina pipeta de vidrio permitird mover los embriones, para poder
observarlos desde distintos angulos. Se debe observar la integridad de la membrana pellcida y su

esfericidad (Fig 8). EI embrion debe tener un desarrollo acorde con el dia de colecta; se tolera
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hasta un maximo de 24 horas de retraso. Las células deben ser claras y de contorno regular,

siendo la opacidad signo de degeneracion.

Fig 7. Busqueda de embriones realizada en estereoescopio Fig 8. Blastocistos caprinos grado 1 y I1.
a 40x.

En algunos embriones, se puede observar desprendimiento parcial de células en el espacio
perivitelino. Esta caracteristica es tolerable si el resto conforma una masa celular uniforme y sin
opacidad. Cuando los embriones son dudosos, se recomienda realizar una segunda observacion a
las dos horas. Este tipo de examen morfologico no constituye un test absoluto de la viabilidad
embrionaria. Sin embargo se presentan diferencias significativas en la sobrevivencia embrionaria
(Bari et al. 2003) cuando se transfieren embriones de calidad regular respecto a la calidad buena o
excelente (Anexo 1). Esta diferencia es mayor cuando se procede a la siembra de embriones que

fueron congelados o vitrificadosen nitrogeno liquido.



La tasa de sobrevivencia embrionaria no es afectada por el dia en que se realiza la colecta
embrionaria (dia 5 o 6 post estro). En los estadios embrionarios normales para los dias
correspondientes a su colecta (dia 5, morula; dia 6, blastocisto) se presentan valores similares de
sobrevivencia embrionaria ovina (74%). Sin embargo, blastocistos colectados en dia 5 tienen una

alta sobrevivencia respecto a morulas retardadas colectadas en dia 6 (Bari et al. 2003).

1V. 10. Transferencia de embriones

Se recomienda que el tiempo transcurrido entre la recuperacion de los embriones y su
siembra sea inmediato y no supere las 2 horas en el medio de conservacion embrionario. Si se
trata de embriones previamente congelados, el tiempo maximo entre descongelamiento y siembra
se reduce a 20 o 30 minutos. El sitio habitual de siembra de los embriones es el cuerno ipsilateral

del ovario con cuerpo ldteo.

Los 2 métodos més utilizados en la siembra de embriones son el quirdrgico o no
quirurgico por laparoscopia (Gonzélez et al. 1991). En ambos casos se procede a realizar una
puncion en la cara dorsal del cuerno uterino y en su tercio superior. Mediante una micropipeta, se

deposita el embrién en la luz uterina (acondicionado en 10 ul de PBS).

Existe una técnica combinada en la cual se visualiza el cuerno uterino por laparoscopia, se
realiza una pequefia incisién de 1 cm en la linea media abdominal, y mediante una pinza, se
exterioriza el cuerno uterino para realizar la siembra embrionaria (Siembra semi-quirtrgica de

embriones) (Fotos 9y 10).

En las cabras lecheras, se ha determinado una tasa superior de sobrevivencia embrionaria

cuando se realiza una siembra doble (Armstrong et al. 1983; Tervit et al. 1983). La tolerancia en
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el tiempo de sincronizacion de estro entre donante y receptora es de +1 dia. A mayor

sincronizacion, mayor es la eficiencia de la transferencia (Gonzélez- Bulnes et al. 2004).

Fig 9. Busqueda del cuerno uterino para transferir
embriones.

Fig 10. Siembra de embrién mediante técnica semi-
quirdrgica.

Cabe consignar que se ha mencionado el "efecto donante™ como la variabilidad que se
puede presentar en la tasa de sobrevivencia de embriones (0 a 78%) para una igual calidad

embrionaria entre distintas madres (Heyman et al. 1987).

Es importante realizar un examen laparoscopico o ecografia de los ovarios de las
receptoras, con el fin de asegurarse que se dispone de hembras con uno o dos cuerpos lGteos
correspondientes al dia 6 o 7 del ciclo estral. Asimismo se debe tener presente, al realizar la
seleccion de las receptoras, que la sobrevivencia embrionaria esté influenciada por el nimero de
cuerpos lateos. Armstrong et al. (1983) obtuvieron valores del 52, 63 y 75% de sobrevivencia
embrionaria con recipientes con 1, 2 y 3 cuerpos luteos. La técnica de laparoscopia facilita la

realizacion de una buena clasificacion de las receptoras por su respuesta ovulatoria.



En ciertas oportunidades y en especial cuando se trata de cabras, se presentan receptoras
con foliculos quisticos o cuerpos luteos regresados. Estas hembras no deben ser utilizadas como

receptoras.

En referencia a la siembra embrionaria por via cervical, la misma es de muy baja
utilizacion debido a la dificultad que presenta el paso del cérvix (Lewalski et al. 1991; Flores-

Foxworth et al. 1992).

Es muy importante considerar el tiempo entre la recuperacién, blsqueda y clasificacion
hasta la siembra de los embriones. Debido al trabajo que implica la realizacion de un programa de

TE, debe estar muy bien organizado y coordinado para obtener 6ptimos resultados.

1V. 11. Conservacion de embriones

IV. 11.1 Conservacion por enfriamientoa 5 jC

La posibilidad de conservacion de embriones facilita la difusion de material de alto valor
genético a nivel local o regional. Para un transporte a corta distancia, la refrigeracion a 5 jC
permite su conservacion por 24 horas, en medio de cultivo (Ovum Culture Medium). La

velocidad de enfriamiento se realiza a razon de 1 jC por minuto.

El calentamiento de los embriones se realiza a 0.6 jC por minuto o bien se colocan
directamente a 37 jC en PBS enriquecido. Se examinan a 10x, se seleccionan y se siembran
inmediatamente. El porcentaje de sobrevivencia varia entre el 35 al 48% (Bilton y Moore, 1976;

Driancourt et al. 1988).



IV. 11.2 Conservacion por congelamiento en nitrégeno liquido

En 1976 se publicaron los primeros trabajos en caprinos (Bilton y Moore, 1976) y en

ovinos (Willadsen et al. 1976).

Al igual que el semen de estas especies, es posible realizar el congelamiento de sus
embriones y mantenerlos en nitrogeno liquido por periodos prolongados. Este método de
conservacion ha permitido la comercializacion internacional y por ende la difusion a nivel

mundial del material genético.

El procedimiento consiste en someter las células embrionarias a la incorporacion de
medios crioprotectores. Estos compuestos (polialcoholes) son capaces de penetrar en las células
por difusion simple y su funcion es disminuir la formacion de los cristales de agua por medio del
descenso del punto de congelacion. El medio que contiene los embriones (extracelular) es mas
rico en agua que el medio intracelular. Por lo tanto, al comienzo del congelamiento, la formacion
de los primeros cristales de hielo se produce en el medio extracelular, generando la salida de agua
intracelular hacia el exterior, por difusion, y disminuyendo la formacion de hielo intracelular. Los

tiempos y la velocidad del proceso de congelamiento determinan la futura viabilidad del embrion.

Se ha determinado la mayor eficiencia de sobrevivencia embrionaria post
descongelamiento cuando se emplea etilenglicol, respecto al glicerol o dimetilsulfésido (DMSO).
Como valores de referencia, es posible obtener porcentajes de prefiez entre el 39 al 55% (Le Gal

et al. 1993)

La congelacion se realiza con embriones de calidad excelente o muy buena, en estado de

morula compacta o blastocisto expandido (dia 6to o 7mo post estro). El estadio de blastocisto es

! &-



mas resistente al congelamiento, debido a que una parte de las células puede sufrir severos dafos,

pero sin que se limite su futuro desarrollo.

La seleccion de los embriones antes de su congelamiento es de vital importancia, debido a
que su estado determina sus posibilidades de sobrevivir a la descongelacion. Los blastocistos sin
membrana pelucida pueden ser congelados sin afectarse su sobrevivencia. Las limitantes en este

caso son de tipo sanitario.

La conservacion de embriones en nitrogeno liquido puede llevarse a cabo mediante la

técnica de congelamiento o vitrificacion.

IV. 11.3 Técnica de descongelamiento

El descongelamiento de los embriones se realiza en bafio termostatico de agua a 37 iC
durante 30 segundos. Posteriormente, se realiza la extraccion progresiva del crioprotector en
etapas sucesivas (5 a 10 minutos cada una), sumergiendo los embriones en placas de Petri con
concentraciones decrecientes de etilenglicol (1 M, 0.5 M) en base a PBS + suero 20%, y luego se
los coloca en una placa con PBS + suero. Seguidamente se realiza una evaluacion de las
caracteristicas morfoldgicas. En este exdmen se lleva a cabo una seleccion de los embriones
debido a los dafios que se presentan por el proceso de congelamiento/descongelamiento. Como

valor de referencia, se acepta entre un 10 y un 30% de embriones dafiados.

Otra técnica de remocidn del crioprotector al descongelamiento, consiste en el empleo de
sucrosa. Esta sustancia, debido a su alto peso molecular, no puede pasar al interior de los
embriones y genera, por lo tanto, un medio hiperosmatico extracelular que ejerce una funcién de

difusion masiva del crioprotector hacia el exterior de los embriones. Asimismo produce retencion



de agua en el medio extracelular impidiendo que ésta ingrese a mayor velocidad que la salida del
crioprotector. En la practica, los embriones descongelados se colocan en una soluc ién de sucrosa
0.25-0.5 M en PBS + suero durante 5 a 10 minutos, y luego se realizan 3 pasajes sucesivos de 5 a

10 minutos en PBS + suero.

Se recomienda que ante la compra de embriones se solicite al laboratorio que realiz6 el
congelamiento de embriones, el envio del protocolo de congelamiento y de descongelamiento y
el certificado sanitario correspondiente. En caprinos, se ha observado una mayor sobrevivencia
de los embriones en estado de blastocisto expandido o sin peltcida (Chemineau et al. 1986; Li et
al. 1990). El inconveniente de realizar el congelamiento en ese estadio embrionario es la

restriccion sanitaria para los embriones sin membrana pelicida.

1V. 11.4 Técnica de vitrificacion

Otra técnica de conservacion a bajas temperaturas es la vitrificacion. El principio fisico se
basa en someter a los embriones a una alta concentracion de crioprotector en muy bajos

volumenes de solucién, de manera de evitar la formacién de cristales de hielo.

El procedimiento para la vitrificacion se realiza a temperatura de laboratorio (25 oC), en
tres pasos sucesivos de inmersion de los embriones en soluciones crecientes de glicerol y
etilenglicol, en base de PBS con 20% de suero fetal bovino (Martinez et al. 2006). Brevemente:
1) Glicerol 10% durante 5 minutos, 2) Glicerol 10% + Etilenglicol 20% durante 5 minutos y 3)
Glicerol 25% + Etilenglicol 25% durante 30 segundos. A continuacién los embriones son
aspirados en tips con 1 ml de medio (2 embriones/tip) y sumergidos en criotubos con nitrégeno

liquido (Gibbons et al. 2008 ; 2009).
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La desvitrificacion se realiza “al aire” a 37 oC durante 6 segundos. Inmediatamente los
embriones son colocados durante 5 minutos en una solucién de glicerol 12.5% + etilenglicol
12.5% + sucrosa 0.5 M en base de PBS con 20% de suero fetal bovino. Posteriormente se colocan
a temperatura ambiente en dos soluciones de 0.5 M y 0.25 M de sucrosa (5 minutos por
solucién). Por ultimo, los embriones son lavados 2 veces en PBS + suero (2.5 minutos por
solucion) (Gibbons et al. 2008). En caprinos, mediante la vitrificacion de blastocistos, se han
obtenido una tasa de sobrevivencia embrionaria entre el 64 al 70% y un porcentaje de prefiez
entre el 64 al 86% (2 embriones/receptora) (Traldi et al. 2009; Gibbons et al. 2010). Esta técnica

no es recomendable para vitrificar morulas caprinas debido a su baja eficiencia reproductiva.

1V. 12. Eficiencia de la transferencia de embriones

Traldi et al. 2009 y Gibbons et al. 2010; han presentado valores medios de referencia de la

eficiencia de las diferentes etapas de la ovulacién multiple y TE (tratamiento convencional FSH):

- NUmero de cuerpos luteos por hembra donante: 14.

- NUmero de embriones + ovocitos recuperados por via quirdrgica: 65%.

- Tasa de fertilizacion por 14 laparoscopica: 715%.

- Tasa de seleccion de embriones para congelamiento: 85%.

- Tasa de seleccion de embriones post descongelamiento: 80%.

- Porcentaje de prefiez (Siembra directa): 70%.



- NUmero de crias nacidas por hembra donante tratadas al azar: TE inmediata: 5

cabritos/cabra donante.

-TE congelados: 2 a 3.6 cabritos/cabra donante.

IV. 13. Ventaja sanitaria de la TE.

A pesar de las medidas sanitarias actualmente existentes, el riesgo de introducir
enfermedades a través de la incorporacion de animales vivos, es muy alto. La TE reduce
considerablemente este riesgo, debido a la barrera natural que presentan los embriones contra
bacterias y virus (Stringfellow et al. 1991). Se ha demostrado la posibilidad de obtener embriones
sin riesgo sanitario de madres infectadas con el virus de la Lengua azul (BTV). Por lo tanto es

posible recuperar el material genético de un plantel infectado.

La inmunidad pasiva que aporta la madre receptora confiere al feto una sanidad
invalorable, mas aun cuando los embriones son exportados a paises con enfermedades exoticas
para el pais de origen. Los costos de cuarentenas, de transporte y las dificultades de adaptacion de
los animales (condiciones climaticas, alimentarias y sanitarias), brinda a la TE una multiplicidad

de beneficios comerciales adicionales.

La Sociedad Internacional de Transferencia de Embriones (IETS) tiene como objetivo el
intercambio y divulgacion de los adelantos cientificos en la TE y las tecnologias afines. Su
comité de importaciones y exportaciones realiza la difusion de informacion técnica y cientifica
para la formulacion de las regulaciones sanitarias en el comercio de embriones. La IETS ha
realizado una importante publicacion de referencia sobre las normas generales de la TE

(International Embryo Transfer Society, 1990).



1V. 14. Mecéanismos de accion de la rBST.

El mecanismo por el cual la rBST mejora el porcentaje de prefiez esta relacionado con los
efectos directos e indirectos de la somatotropina en los procesos reproductivos. Después de la
inyeccion subcutanea de 500 mg de rBST, los niveles de IGF-1 aumentan y se mantienen
elevados durante 14 dias; la repeticion de la inyeccién cada 14 dias mantiene niveles de IGF-I
altos y constantes (Jousan et al. 2007). Habria dos periodos o ventanas fisioldgicas en las cuales
larBST y el IGF-I ejercen su efecto y corresponden a las etapas cuando ocurre la mayoria de las
pérdidas embrionarias. La primera ventana esta relacionada con la fertilizacion y el desarrollo del
embridn durante los primeros 7 dias. La adicion in vitro de rBST al medio de cultivo favorece la
maduracion del ovocito y aumenta la proporcién de embriones que se dividen. La rBST puede
actuar a través de las células del cumulus o directamente en el ovocito porque hay receptor en
ambas células (Izadyar et al., 2000). La administracion in vivo de rBST al momento del servicio
aumenta el porcentaje de ovocitos fertilizados y la proporcién de embriones transferibles
(Moreira et al., 2002a; Gutiérrez et al., 2005). EI embridon bovino tiene receptores para la
somatotropina e IGF-I (Izadyar et al., 2000); in vitro, la adicion de estas hormonas al medio
incrementa la proporcién de embriones que llega a la etapa de blastocisto (Moreira et al., 2002b).
Ademas, los embriones producidos in vitro con la adicion de IGF-1 producen mayores
porcentajes de concepcién después de su transferencia (Block y Hansen, 2007). La segunda
ventana fisiolégica corresponde a los dias cuando ocurre el reconocimiento materno de la
gestacion (16 a 19 dias después de la inseminacion). Hay receptores para rBST e IGF-I en las
glandulas endometriales (Pershing et al., 2002); asi, la administraciéon de rBST puede modificar
el ambiente uterino, lo cual favoreceria las condiciones del desarrollo embrionario y con ello su

capacidad para producir Interferon-tau (Spencer et al., 2004). Ademas, la rBST disminuye la
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sensibilidad del mecanismo que desencadena la secrecion de la PGF2a, mediante la disminucién
de la actividad de la enzima ciclooxigenasa en las células del endometrio (Badinga et al., 2002).
Moreira et al. (2000) y Morales-Roura et al. (2001) sugieren que la rBST también podria
favorecer la supervivencia embrionaria a través del mejoramiento de la funcién del cuerpo luteo.
Una de las causas de la muerte embrionaria se relaciona con el retraso del desarrollo embrionario,
lo que reduce la capacidad del embrion para producir Interferon-tau, por lo cual el embrién no
puede suprimir la sintesis de la PGF2a. El retraso del desarrollo embrionario se puede deber a las
concentraciones séricas bajas de progesterona que padecen las vacas lecheras, porque el cuerpo
luteo produce menos progesterona y las hormonas esteroides se catabolizan mas rapido

(Vasconcelos et al., 2003).

Las células grandes del cuerpo luteo tienen receptores para la somatotropina y la adicién
in vitro de IGF-1 a cultivos de células del cuerpo luteo aumenta la produccién de progesterona
(Spicer et al., 1993; Gong et al., 1994). Ademas, los bovinos (Lucy et al., 1994) y ovinos
(Montero et al., 2011; Zarco et al., 2012) tratados con rBST tienen concentraciones més altas de
progesterona. Pero segun Hernandez Cerén et al. (2000) y Gutierrez et al. (2005), las
concentraciones de progesterona son similares entre las vacas tratadas con rBST vy las testigo.
Asi, la funcion de la progesterona como parte del mecanismo de accion de la rBST en el

mejoramiento del porcentaje de prefiez es contradictorio todavia.

El tratamiento con rBST puede evitar el efecto de algunos factores toxicos para los
embriones presentes en el ambiente uterino. Asi, el IGF-I bloguea la induccién de apoptosis
causada por el estrés calorico y mitiga el efecto negativo del etanol en el desarrollo embrionario,
por lo que la rbST actuaria como un factor de sobrevivencia embrionaria ante factores uterinos

embriotdxicos (Jousan y Hansen, 2004).
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1V. 15. Uso de la rBST en caprinos y ovinos.

En ovejas y en cabras, la inyeccién de rBST aumenta las concentraciones séricas de IGF-I
y la produccion de leche, similar a lo observado en bovinos (Carrillo et al., 2007; Montero et al.,
2011). La eficiencia reproductiva en las ovejas tratadas con inyecciones repetidas de rbST con

fines productivos, es similar a la de ovejas no tratadas (Brozos et al., 1999).

La prolificidad en los pequefios rumiantes estd determinada por el nimero de foliculos
que ovulan, la tasa de fertilizacion y la sobrevivencia embrionaria. La tasa de ovulacion puede
incrementarse por un aumento del niamero de foliculos dependientes de gonadotropinas. Asi, en
ovejas, la sobrealimentacion energética (flushing) incrementd la tasa de ovulacion mediante el
aumento de foliculos sensibles a la FSH (Scaramuzzi et al., 2006). En las ovejas tratadas con
rBST, aungue esta hormona favorece el desarrollo folicular, no aumenta la tasa de ovulacion

(Joyce et al., 1998).

En ovejas superovuladas aument6 la proporcion de embriones transferibles en ovejas
tratadas con somatotropina porcina (Folch et al., 2001). Ademas, ovejas fértiles tratadas con
rBST el dia del estro tuvieron embriones que alcanzaron etapas mas avanzadas de desarrollo,
comparadas con las ovejas testigo; pero, el mismo tratamiento no tuvo efecto en ovejas

subfertiles (Mejia et al., 2012).

Segun Carrillo et al. (2007), el tratamiento con rBST 5 dias antes de retirar la esponja con
FGA aumenta la prolificidad en ovejas (1.64 vs 1.25), lo que puede deberse a los efectos de la
rBST en el desarrollo embrionario y no en la tasa de ovulacion, la cual no es afectada por la
somatotropina en ovejas (Joyce et al., 1998; Scaramuzzi et al., 1993). Montero et al. (2011)

sefialan que el porcentaje de 6vulos fertilizados (85.7 £ 0.03 vs 62.0 + 0.04), la proporcién de
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embriones que alcanzo la etapa de blastocisto (68.7 + 0.05 vs 42.5 + 0.05) y el nimero de células
de los blastocistos (92 + 6 vs 75 + 6), fue mayor en las ovejas tratadas con rBST 5 dias antes de
retirar la esponja de FGA, respecto a las testigo. Esto coincide con un aumento en las
concentraciones séricas de IGF-1 e insulina. Estos resultados pueden explicar en parte un
incremento de la prolificidad en ovejas que recibieron rBST 5 dias antes de retirar el
progestdgeno (Carrillo et al. 2007). Asi, los niveles altos de rBST, IGF-1 e insulina pueden
favorecer el porcentaje de fertilizacion y la sobrevivencia embrionaria, y esto se reflejo en un

aumento de la prolificidad.

En cabras en anestro, la inyeccion de rBST 5 dias antes de retirar el progestageno mejoro
la respuesta estral y la tasa de gestacién (60.3 vs 33.9 %). El resultado en la respuesta estral (73.5
vs 51.7 %) es novedoso y puede ser provocado por el efecto del IGF-I y la insulina en el
desarrollo folicular. Ademas, en las cabras las concentraciones de IGF-I e insulina aumentaron
significativamente 1 dia después de la inyeccion de rBST y permanecieron altas hasta el dia 12

postratamiento (Martinez et al., 2011).



V. Materiales y Métodos

Primer etapa: Se utilizaron 15 cabras de las razas Alpina y Saanen, pertenecientes al Rancho

"Cerro de Agua" (Galeana, N.L.).

Segunda etapa: Se utilizaron 17 cabras de diferentes razas (Nubio n= 9, Saanen n= 1y Alpina

n= 7), provenientes del Rancho OMary0 (Higueras, N.L.).

V. 1. Localizacion del experimento

La presente investigacion se llevo a cabo en el Laboratorio de Reproduccion Animal de la
Facultad de Agronomia de la Universidad Autonoma de Nuevo Leon, ubicada en el km. 17.5 de
la carretera Zuazua-Marin en Marin, Nuevo Ledn. La situacion geografica del rancho
corresponde a los 25; 54' latitud Norte y 99; 58' longitud Oeste, a una altitud de 451 msnm. El
clima es extremoso, la temperatura a la sombra en el verano de 18iC llegando hasta 43iC y en el
invierno de 10% C hasta -2iC. La temperatura media anual es de 25% C (INFDN, 2005). Mientras
que la ubicacién geografica de la FAUANL corresponde a los 25; 53" latitud Norte y 100 02'

longitud, a una altura de 410 msnm (INEGI, 1983).

V. 2. Manejo de los animales

Se seleccionaron como hembras donadoras, aquellos animales que hayan presentado parto en
la época reproductiva anterior, presentando un descanso posparto de por lo menos 5 meses antes
de iniciar el tratamiento superovulatorio, asi mismo se eligieron hembras que no hayan sido
tratadas previamente con FSH y que muestren celo regular cada 21 dias, ademas de estar libres de

cualquier anomalia en su tracto reproductivo. En tanto las hembras receptoras, se eligieron de



acuerdo a su conformacion fisica, sin deberan presentar defectos fisicos y deberan contar con
buena conformacion pélvica, tener mas de 60 dias posparto; ademas de no contar con historial de

abortos y presentar ciclos estrales regulares de 21 dias.

V. 2.1. Condicién corporal (CC)

La condicién corporal fue considerada como un factor importante, ya que sera monitoreada
durante el transcurso del trabajo como un indicador del estado de salud del animal. Se utilizara la

clasificacion descrita por Arranz (2002).

V. 2.2. Manejo sanitario

Las hembras donadoras y receptoras se sometieron 30 dias antes del tratamiento hormonal a
un manejo sanitario, que consistid en la aplicacién de vitaminas A, D y E a razén de 1 ml /animal
con una concentracion de 500 000, 75 000 y 500 U.l. respectivamente. Asi mismo, se

desparasitard internamente con Closantel oral a una dosis de 1 ml por cada 20 Kg. de peso vivo.

V. 3. Sincronizacion donadora/receptora

La sincronizacién de estros se llevo a cabo mediante la insercion de dispositivos con 0.3 g de
progesterona (CIDR™", Pfizer, NY, USA) durante 7 dias, paralelo a la aplicacion unica de 5 mg
de dinoprost trometamina (Lutalyse™ ", Pfizer, NY, USA). Las hembras receptoras recibieron 350

Ul de gonadotropina corionica equina (eCG) al momento del retiro del CIDR™".



V. 4. Tratamiento superovulatorio y fecundacion

El tratamiento superovulatorio consistidé para todos los tratamientos en la administracion de 8
dosis iguales de 25 mg de FSHp (Folltropin-V™ ", Bioinche, Belleville, Canada) con 12 horas de
intervalo (8am- 8pm). La octava inyeccion de FSHp sélo se administré en aquellas hembras que
24 horas después de retirado el dispositivo, aun no presentaban sintomas de estro. Las cabras
fueron asignadas en 3 tratamientos, haciendo un bloqueo mediante condicion corporal y peso,
esto para tener grupos homogéneos y asi evitar alguna alteracion de resultados, los animales

tratados fueron los siguientes:

# TO: 11 cabras sin la aplicacion de rBST (Boostin-S™ ", Intervet, Mexico) (grupo control),

# T1: 10 cabras a las que se les aplicaron 100 mg de rBST

# T2: 11 cabras con la aplicacion de 200 mg de rBST.

En los tratamientos 1 y 2, la administracion de rBST se realiz6 via subcuténea e

inmediatamente después de haber detectado el estro.

V. 5. Deteccion de estros y fecundacion

La deteccion de estros se comenzd a partir de la remocion de los dispositivos,
realizdndose en forma continua y se dio por concluida 72h posteriores al retiro del dispositivo.
Para la deteccidn de estros, se utilizd un macho vasectomizado. Las cabras se inseminaron via

Laparoscopia a tiempo fijo, 51h en promedio después del retiro del CIDR™".



V. 6. Recoleccion, busqueda, clasificacion y transferencia de embriones

La recoleccion de embriones se realizo por la técnica de Laparotomia al 74 dia retirado el
dispositivo, utilizando la técnica quirdrgica descrita anteriormente. Una vez recolectado el lavado
uterino, se comenzo la basqueda y clasificacion de los embriones en base al criterio del Manual
del IETS (International Embryo Transfer Society). Se utilizd un microscopio binocolor marca
Carl Zeiss estereo con videocamara y monitor marca Sony. Los embriones de calidad excelente y

buena se transfirieron en fresco mediante la técnica semi-quirurgica (descrita anteriormente).

V. 7. Disefio experimental

Las cabras fueron asignadas con bloqueo de CC y PV en tres tratamientos, donde las
variables a evaluar fueron: porcentaje de celos, intervalo retiro-estro (IRE), nUmero de cuerpos
luteos (CL), nimero de embriones recolectados (ER), numero de embriones transferibles (ET).
Las variables fueron analizadas por medio de un andlisis de varianza, utilizando el Statistical
Package for Social Sciencies (IBM SPSS Release 18. SPSS Inc., Chicago, IL, USA), a través de

un modelo de Bloques Divididos, donde se determind el efecto del tratamiento.
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V1. Resultados y Discusion

Los resultados de la primer etapa se presentan en la tabla 2, donde se puede observar que

para evitar variaciones en cuanto al efecto del PV y CC, se logro estandarizarlos.

Tabla 2. Resultados del efecto de la rBST en cabras donadoras en época de anestro estacional.
(medias * EE).

VARIABLE CONTROL 100 mg rbST 200 mg rbST
N 6 4 5
PV(kg) 48.9 54.3 47.0

cC 2.8 2.8 2.9
%ESTROS 83.3 100.0 100.0
I.R.E.(h) 28.8+0.9 28.9+2.3 27.4+1.0
I.R.S.(h) 51.3+0.1 51.7+0.7 51.1+0.1
NCL 3.2+2.4° 5.3+2.1° 6.7+2.8°
ER 2.5+2.1° 5.0+3.5%® 7.0+4.9°
%ER 100.0° 83.3" 63.6°
MORULA 3.0° 2.0° 1.0°
BLASTOCISTO  0.0° 3.0° 6.0
%ET 100.0°% 100.0° 100.0°

a,b = Valores con diferente superindice son estadisticamente diferentes (P < 0,05).
PV= Peso vivo; CC= condicién corporal; I.R.E= intervalo retiro-estro; 1.R.S= intervalo retiro-servicio; NCL= nimero de
cuerpos luteos/animal; ER= embriones recolectados/animal; %ER= porcentaje de embriones recolectados; %ET= porcentaje de
embriones transferibles.

El porcentaje de estros fue menor en el grupo control 83.33% (5/6) comparado con el
grupo de 100mg y 200mg de rbST, en los cuales se obtuvo el 100% de estros (4/4 y 5/5
respectivamente). Estos resultados fueron superiores a los reportados por Rivas et al (2010),
donde se obtuvo un 50 % de estros, pero con una condicion corporal méas baja (1.6). Pero
concuerda con lo reportado por Meza et. al. (2008), donde observaron que el nivel nutricional
afecta los procesos involucrados en el desarrollo folicular y tasa ovulatoria de los rumiantes, a
través de cambios en PV y CC. Para el IRE, todos los grupos se mostraron homogéneamente; sin

embargo, ultimamente se han realizado investigaciones con protocolos cortos de sincronizacion,
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donde se han obtenido diferentes IRE, el cual va a depender del protocolo a utilizar, por ejemplo,
Menchaca et al (2007) encontraron valores de IRE de 30.4 32.5, 33.1 para eCG y Benzoato de
estradiol respectivamente; estos valores fueron mayores a los observados en el presente estudio,
donde el IRE mayor fue de 28.86 + 2.27 h. La inseminacion artificial se llevo a cabo a tiempo
fijo, el grupo que se IA a un tiempo menor (51.1+0.1 h) fue el de 200mg rBST y el de mayor
tiempo fue el de 100mg rBST (51.7+0.7 h). La recomendacion para la IATF mediante
laparoscopia, es de 48 a 54h después del retiro de la fuente de progestageno, obteniendo indices
de prefiez de 49.4 a 63.7% (Menchaca y Rubianes, 2007). En este estudio, la IATF no fue mayor
a las 52h para ningan de los grupos, ya que estudios recientes, demuestran que la ovulacion
ocurre a las 56-58h en promedio después de haber retirado la fuente de progesterona (Menchaca
et. al. 2007, Fatet et. al. 2011), dandole tiempo suficiente para que se lleve a cabo la capacitacion

espermatica y fecundacion.

El NCL no mostré diferencia significativa entre los distintos tratamientos, sin embargo, se
observa que presentan un efecto positivo, conforme la dosis de rBST se incremento. Estos valores
fueron menores a los obtenidos en ovejas, en donde se obtuvo hasta 4.5 mas de NCL en las
ovejas que se les suministro rBST en comparacién del testigo (Zarco et al. 2011) y los reportados
por Montero-Pardo et al (2011), pero ambos estudios concuerdan que el uso de la rBST aumenta

el NCL.

Las variables en las que se observé una diferencia significativa fueron para el ER 'y % ER.
La cantidad de ER se incremento, conforme la dosis de rBST se incremento, dando como
resultado para el grupo control un total de 2.50+2.12, 5.00+3.54 para el tratamiento de 100mg de
rBST y 7.00+£4.95 embriones recolectados para el grupo de 200mg de rBST. Estos resultados

concuerdan a los reportados por Montero-Pardo et al. (2011), Zarco et al. (2011) y Navarrete et
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al. (2008). Esto se puede deber a la aceleracion del desarrollo embrionario dado por el efecto de
la rBST, en este trabajo se puede observar que en el grupo control se obtuvieron solamente
morulas, sin embargo; los animales tratados con rBST se observo la presencia de una mayor
cantidad de blastocitos.Para embriones trasnferibles fue del 100 porciento para todos los grupos;
se observé una uniformidad de la calidad en los embriones obtenidos de los grupos de 100 y
200mg de rBST, esto pudiera estar relacionado con la interaccion de la disminucion de las
secreciones de IFNT reportado por Zarco et al. (2011) donde mencionan que al suministrar la
rBST al momento del estro, hay una reprogramacion de la expresion génica del IFNT
disminuyendo sus secreciones, dando como resultado una mayor proporcion de embriones en una

etapa avanzada de desarrollo al 6 dia.

En cuanto a la segunda etapa, los resultados no fueron favorables para poder evaluar el
efecto de la rBST ya que las cabras no respondieron al tratamiento de superovulacién, los

resultados observados se describen a continuacién (Tabla 3)

Tabla 3. Resultados del efecto de la rBST en cabras donadoras al final de la época de anestro

estacional (medias + EE).

TRAT CONTROL 100 mg rbST 200 mg rbST

n 6 5 6
PV(kg) 41.5 43.3 42.4
CC 2.7 2.8 2.7
%ESTROS 100.0 (6/6) 60.0 (3/5) 83.3 (5/6)
I.LR.E.(h) 23.316.2 27.746.0 25.414.0
NCL 1.5+1.0a 1.2+1.3a 3.0+£0.7a
NF 0.8+1.3a 1.0+1.4a 0.7+1.3a

a,b = Valores con diferente superindice son estadisticamente diferentes (P < 0,05).
PV= Peso vivo; CC= condicién corporal; I.R.E= intervalo retiro-estro; NCL= nimero de cuerpos liteos/donante;
NF= nimero de foliculos/donante.



La CC fue menor a 3.0 para todos los tratamientos, en investigaciones recientes han
demostrado la importancia de la CC y el efecto de la alimentacion en la reproduccion y sobre
todo en programas MOET (Holtz 2005, Scaramuzzi et al. 2006, Carneiro et al. 2011, Lehloenya
2013, Nunes y Salgueiro 2011). Es bien sabido que el nivel nutricional afecta los procesos
involucrados en el desarrollo folicular y tasa ovulatoria de los rumiantes, particularmente a través
de cambios en peso vivo (PV) y condicion corporal (CC) y la influencia de la nutricion en la
funcién ovarica se clasifica como: 1) De largo plazo o efecto estatico, en el cual hembras con
mayores PV lograran mayores tasas ovulatorias (MezabHerrera et al., 2004; Scaramuzzi et al.,
2006; MezabHerrera et al., 2007); 2) de mediano plazo o efecto dinamico, donde aumentos en el
PV o CC en semanas previas y durante el empadre promoveran mayor eficiencia ovarica, medida
como la cantidad total de foliculos y cuerpos luteos presentes en el ovario (MezabHerrera et al.,
2004 y 2008); 3) de corto plazo o efecto agudo, donde un suplemento estratégico de proteina o
energia puede afectar positivamente la funcién reproductiva sin cambios en el PV o la CC
(Scaramuzzi et al., 2006). Dichos efectos nutricionales son mediados por cambios en los niveles
de hormonas metabdlicas y de la superfamilia de factores de crecimiento (MezabHerrera et al.,
2006). Las concentraciones séricas de la hormona del crecimiento (GH) fluctdan en respuesta al
estado nutricional, pudiendo deprimir la sintesis y secrecion de gonadotropinas (FSH y LH) y
afectar la eficiencia reproductiva (Scaramuzzi et al., 2006). Segln lo descrito, esta puede ser la
razon del por que nuestros resultados fueron negativos en esta etapa. Tanto el % estros y el IRE
en estos resultados fue variado, observando valores de desviacion estandar elevados lo cual puede
estas relacionado a una menor actividad ovarica, paralelo a disminuciones en los niveles séricos

de IGF-I y en consecuencia un bloqueo en las hormonas gonadotropicas inhibiendo el éxito del
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tratamiento superovulatorio (MezabHerrera et al. 2009). Sin embargo; podemos observar un
comportamiento favorable para los tratamientos de 100 y 200mg de rBST, observando un claro
incremento de NCL al aumentar la dosis, los cuales pueden estar ligados al aumento de IGF-1 'y
disminuciones del INFT, tanto IGFBI como el INFT (bajas concentraciones) ejercen un efecto
estimulador en la proliferacion y mitogénesis de células tecales y de la granulosa, favoreciendo la
formacion de foliculos preovulatorios (Davidson et al., 2002). Los IGFDI también son potentes
estimuladores de la secrecion folicular de esteroides y ejercen un efecto autocrino que potencia la
accion de FSH en las células de la granulosa; en las células de la teca su efecto es paracrino y
actla de manera sinérgica con LH (Scaramuzzi et al., 2006), teniendo como resultado final una
mayor respuesta en la tasa de ovulacién. Lo anterior describe el mecanismo de interaccion

positiva de la rBST en los resultados observados.
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VII. Conclusién

Después de los resultados obtenidos, se concluye que la rBST tiene un efecto positivo en
la cantidad y calidad de embriones obtenidos en programas de superovulacién en cabras,
considerando importante el tomar en cuenta el estado nutricional, antes, durante y después de un

programa MOET para obtener resultados favorables.
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IX. Anexos

Anexo 1. Grados de clasificacion de embriones

Grado I: Excelente, embrion ideal, esférico, simétrico, con células de tamafio, color y textura
uniforme. El desarrollo embrionario corresponde al dia de la recoleccion. No existen defectos

visibles. Los blastdmeros son claramente visibles y la zona pellcida esta intacta.

Grado II: Bueno, hay algunas imperfecciones triviales, el embrion tiene muy pocos blastomeros
desprendidos de la masa celular y/o posee una pequefia cantidad de vesiculas. Su forma puede ser

ligeramente irregular.

Grado I1l: Regular, el embridén posee defectos definidos: detritus celulares, forma irregular,
color muy oscuro o muy claro y/o ligero agrietamiento de la zona pellcida. Pocas células

degeneradas, vesiculas y presencia de blastémeros desprendidos.

Grado 1V: Malo, el embrién posee severos defectos: los correspondientes al grado Il mas
desarrollo retardado, seria ruptura de la zona pelacida el embrion puede estar parcialmente fuera
de la misma, forma muy asimétrica, tendencia a la desintegracion congranulacién y vacuolizacion
de los blastomeros. Incluye a los estados hasta 8 células y la degeneracién. Esta categoria de

embriones no es transferible.



