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1. INTRODUCCION

La técnica de transferencia embrionaria (TE) fue establecida alrededor de los
afios 1970’s. Inicialmente, las técnicas de transferencia embrionaria eran
exclusivamente quirurgicas. Sin embargo, hacia los afios de 1980’s, la mayoria de
los embriones eran transferidos mediante la técnica no-quirargica (Jones and
Lamb, 2008).

El costo economico de un programa de TE se le atribuye principalmente al
mantenimiento y cuidado de las vacas receptoras. Con cada transferencia no
exitosa, los costos de alimentacion, de sincronizacion de estros y los costos de la

TE se incrementan.

Para que un programa de transferencia sea efectivo, se deben tomar en cuenta
numerosos factores, entre los cuales, los principales factores responsables del
resultado de un transferencia embrionaria son la nutricion, el control del ciclo

estral y el manejo de la vaca receptora (Jones and Lamb, 2008).

La nutricion, los intervalos post-parto y la sincronia de las vacas donadoras con
las vacas receptoras, son elementos importantes para el éxito de la TE. Estudios
recientes han desarrollado protocolos de sincronizacion de estros que permiten
una mejor sincronia entre los animales (Tribulo et al., 2000; B0 et al., 2001). Estos
protocolos comprenden el uso de la suplementacion con progestagenos en
conjunto con estradiol y prostaglandinas. En diversos estudios se han evaluado
los efectos de la suplementacion de las receptoras con agentes farmacéuticos,
hormonas o aditivos nutricionales, de entre los cuales se pueden incluir la
progesterona, gonadotropina coridnica equina (eCG) y flunixin de meglumine
(Looney et al., 2006).

En muchas maneras, el manejo de la vaca receptora es un tanto mas critico que
el manejo de la vaca donadora, debido a que el animal receptor debe establecer y

mantener una prefiez, parir y criar al becerro(a) de alta calidad genética.



1.1. Objetivo

Usar el CIDR como coadyuvante del cuerpo luteo aplicado inmediatamente
después de la transferencia de embriones y mantenido intravaginalmente durante

7 0 14 dias en vacas receptoras.

1.2. Hipotesis

Mediante la aplicacion del CIDR inmediatamente después de la transferencia

embrionaria en las receptoras se podra aumentar la tasa de prefiez.

1.3. Justificacion

La transferencia de embriones es una técnica de reproduccion asistida util para
mejorar la genética de un hato. Desde este punto de vista, el uso del CIDR podria
incrementar la efectividad de ésta técnica, para incrementar los indices de

gestacion y paricion.



2. REVISION DE LITERATURA

El principal objetivo de la transferencia embrionaria (TE) es aumentar o amplificar
las tasas reproductivas de animales de alta calidad genética. La TE es
especialmente util en ganado bovino, debido a la baja tasa de reproductividad en
estos animales (Seidel, 1991). Existen diversos factores que determinan el
resultado exitoso de una transferencia embrionaria, entre los cuales se incluyen
los factores asociados con el embridn, con la técnica de transferencia, con la vaca

receptora, y ademas, una interaccion entre los factores ya mencionados.

El uso (condicién) de una vaca receptora depende de diferentes factores, en los
cuales se incluye el manejo, la nutricién y el control del ciclo estral para asegurar
la presencia de un cuerpo lateo funcional al momento de la transferencia

embrionaria (Jones and Lamb, 2008).

La mortalidad embrionaria es el principal factor que limita el establecimiento y el
mantenimiento exitoso de la prefiez. Existen diversos factores que se le pueden
atribuir a la muerte embrionaria, sin embargo, el factor dependiente de la
supervivencia 0 muerte embrionaria es la concentracion de progesterona en

periodos especificos de la gestacion.

2.1. Factores asociados con el embrién

El estado de desarrollo del embrion, al igual que su calidad, tiene una alta
influencia sobre el resultado de la transferencia embrionaria. Schneider et al.
(1980), reporto una baja tasa de prefiez al transferir embriones en etapa de
morula temprana. En otros estudios, se ha demostrado que los embriones
calificados como excelentes o buenos resultan en una mayor tasa de prefiez, que
aquellos calificados de menor calidad (Schneider et al., 1980; Hasler, 2001).
Diversos autores han demostrado que no existe una diferencia sobre la tasas de
prefiez al transferir embriones en etapa de moérula tardia y/o etapa de blastocisto
tardio al usar embriones frescos (Schneider et al., 1980; Hasler, 2001). Hasler
(2001), obtuvieron resultados similares transfiriendo embriones congelados-

descongelados. Sin embargo, estudios realizados al transferir embriones frescos
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producen tasas de prefiez mas altas, que las transferencias usando embriones

congelados-descongelados (Hasler, 2001).

2.2. Factores asociados con la técnica de transferencia embrionaria (TE)

La técnica de TE implica remover el embrion de su ambiente uterino normal, y en
la mayoria de los casos, si se requiere, el congelamiento y posterior
descongelamiento de dichos embriones. Estos manejos causan dafos celulares
irreversibles en el embrién, lo cual disminuye la tasa de sobrevivencia al momento
de la transferencia (Jones and Lamb, 2008). Es de suma importancia que la
persona a realizar la transferencia tenga experiencia, porgue no solo determina el
sitio de deposicion del embridn, sino también el trauma al Gtero al momento de
transferir el embrion (Sreenan and Diskin, 1987). Durante la TE no-quirurgica, el
Utero debe de ser palpado via rectal para depositar el embrion en el cuerno
uterino ipsilateral al cuerpo lateo. La manipulacion del Gtero puede causar la
secrecion de PGF2-alfa del endometrio uterino (Ferguson, 1941; Wann and
Randel, 1990), la cual puede tener un efecto directo sobre la sobrevivencia del
embrion y su desarrollo (Schrick et al., 2003). En un estudio realizado por Seals et
al. (1998), reportaron que una inyeccion de PGF2-alfa 5 a 8 dias después de la
Inseminacion artificial (IA) incrementaba la mortalidad embrionaria. Otro de los
factores importantes, es la habilidad de determinar la presencia de un cuerpo
lateo (CL) funcional al momento de la transferencia. Spell et al. (2001), reportaron
gue la tasa de prefiez no disminuia al usar vacas receptoras que tenian un cuerpo
lateo con fluido en su interior. Un CL de un diametro de 10 mm es un tamafio
aceptable y optimo. No se han observado diferencias en la tasa de prefiez a
medida que el tamafio del CL se incrementa. Diversos estudios han indicado que
no existe correlacion alguna entre el tamafo del CL y la tasa de prefiez (Bo et al.,
2001; Hasler et al., 1987; Remsen and Roussel, 1982; Coleman et al., 1987).

2.3. Factores asociados con la vaca receptora

El manejo de la vaca receptora es un tanto mas critico para el resultado exitoso
de la TE que el de la vaca donadora, debido a que la vaca receptora debe de

establecer una prefiez, mantenerla hasta el parto, parir y criar al becerro de alta
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calidad genética. EI manejo-nutricibn y el control del ciclo estral, son los
principales factores que se tiene que tomar en cuenta para asegurar la presencia
de un cuerpo lateo funcional al momento de la transferencia embrionaria (Jones
and Lamb, 2008).

2.3.1. Manejo-Nutricion

El manejo posparto y la nutricion son dos de los factores que tienen fuerte
influencia sobre el resultado de la TE. Las vacas incluidas en un programa de
sincronizacion deben de tener un intervalo post-parto de por lo menos 50 dias, y
las vaquillas deben de tener un intervalo mayor de 50 dias después del destete
para poder ser sincronizadas. Los intervalos post-parto, son influenciados por
diversos factores en vacas de carne. Los animales que no experimentan
problemas al parto, y que ademas, son mantenidos en un estado nutricional
adecuado estaran ciclando alrededor de los 50 dias postparto (Looney et al.,
2006; Short et al., 1990). La nutricion juega un papel importante en todos los
aspectos de la reproduccion, y es especialmente critica para las vacas receptoras
(Looney et al., 2006). Un consumo insuficiente de energia, proteinas, vitaminas y
micro- y macro-minerales ha sido asociado a un pobre desempefio reproductivo.
De todos estos nutrientes, el balance energético es probablemente el factor
nutricional altamente relacionado al desempefio reproductivo en bovinos (Jones
and Lamb, 2008). Mapletoft et al. (1986), reportaron que la tasa de prefiez se ve
influenciada por la condicién corporal, independientemente del tipo de embrién
usado (fresco o congelado). La evaluacion de la condiciéon corporal (CC) (BCS,
Body Condition Score), es un método confiable para valorar el estado nutricional
de las vacas receptoras. Mapletoft et al. (1986), reportaron que las tasas de
prefiez eran significativamente mas altas en animales que tenian una CC de 3y 2
(escala de 1-5; 1=vaca que presenta emaciacion y 5 vaca obesa) en comparacion
con aquellas que tenian una CC de 1 o menor. Lowman (1985), reporté que una
CC de 2.5 al momento del destete y de por lo menos 2 al momento de la TE seria
lo optimo para el resultado exitoso de la TE.



2.3.2. Control del ciclo estral

El uso (condicion) de una vaca receptora, es determinado por el tiempo de
expresion del estro y por la presencia del cuerpo lateo funcional. Diversos autores
mencionan que las tasas de prefiez varian de acuerdo a la sincronia entre la vaca
donadora y la receptora. Spell et al. (2001), demostraron que las tasas de prefiez
tienden a ser mayores cuando las vacas receptoras coinciden en estro con las
vacas donadoras, o0 bien 12 a 24 h antes. Otros estudios demuestran que las
tasas de prefiez disminuyen cuando las vacas receptoras estan en estro 12 h
después que la vaca donadora (Schneider et al., 1980; Hasler et al., 1987). La
certeza y la exactitud para la deteccion visual del estro son de suma importancia
para la sincronizacibn de la vaca receptora con la etapa de desarrollo
embrionario. La variabilidad en la cual las vacas receptoras inician la expresion
del estro puede estar influenciada por la deteccion visual (Looney et al., 2006).
Nuevos protocolos de sincronizacion de estros han incluido, tanto el control de la
fase lutea como el crecimiento folicular, con lo cual se ha incrementado la
precision de la sincronia entre las vacas receptoras (Tribulo et al., 2000; B6 et al.,
2002). Estos protocolos de sincronizacion consisten en la insercibn de un
dispositivo intravaginal de progesterona y la administracion de benzoato de
estradiol (2.5 mg) y progesterona (50 mg, i.m.) al dia “0” (sincronizacion de oleada
folicular), PGF2-alfa al momento del retiro del dispositivo intravaginal para
asegurar la lutedlisis (dia 7-8), y 24 h después una aplicacion de benzoato de
estradiol para sincronizar la ovulacion (Bo et al., 2002). Este método permite tener
una mejor sincronizacion entre las vacas receptoras, sin embargo, bajo la
influencia del estradiol, puede ocasionar la ovulacién de foliculos inmaduros no

aptos para la transferencia embrionaria.

2.4. Cuerpo luteo y concentracion de progesterona

El cuerpo lateo (CL) se forma después de una ovulacion, y es la fuente principal
de progesterona. La morfologia del CL y las concentraciones plasmaticas de
progesterona son buenos indicadores de la sintesis de progesterona dentro del
CL (Singh et al., 2003). La intensa angiogénesis, la proliferacion de las células de

la granulosa y de la teca de la pared del foliculo luteinizado y su diferenciacion
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durante los primeros 5-6 dias después de la ovulacion, resulta en un incremento
progresivo en las concentraciones plasmaticas de progesterona, que van de <1
ng/ml a los 3 dias después de la ovulacion a aproximadamente 3 ng/ml al dia 6
(después de la ovulacion). La concentracion plasmatica de progesterona alcanza
un pico maximo entre los dias 10 y 14 post-ovulacion, seguida de un disminucion
alrededor del dia 16 debido a la lutedlisis inducida por la PGF2-alfa secretada por

el endometrio de la vaca no prefiada (Adams et al., 2008).

Comunmente se asume, que un cuerpo liteo de gran tamafio sera asociado con
una alta concentracion plasmatica de progesterona. Diversos estudios se han
realizado con el objetivo de estudiar la relacion, sin embargo, los resultados han
sido inconsistentes (Yung et al., 1996; Sartori et al., 2002). En otro estudio (Mann,
2008), demostré un incremento dramatico del tamafio del cuerpo luteo entre los
dias 5 al 8, mientras que a los dias 8 al 16 no se mostro incremento alguno,
indicando que para el dia 8, el cuerpo Iuteo esta por alcanzar su estado fisico de
madurez, y para el dia 16 este ha alcanzado la completa madurez. En cuanto a la
concentracion de progesterona, se mostro un incremento del dia 5 al 8, al igual
que del dia 8 al 16. Esto indica que al dia 5, se presento una fuerte relacion entre
el tamafio del cuerpo lateo y la concentracion de progesterona, sin embargo, esta

relacion desaparecio a los dias 8 al 16.

La secrecidon lutea de progesterona es esencial para el establecimiento y el
mantenimiento de la gestacion, debido a que juega un papel importante en el
desarrollo uterino, implantacion, alimentacion y la supervivencia del embrion/feto
(Ulberg et al., 1951; McDonald et al., 1952; Spencer et al., 2004). Durante la fase
lutea seguida inmediatamente después del estro, la progesterona regula el
establecimiento y el tiempo de los mecanismos de regresion lutea (Garret et al.,
1988a). Por los mismos mecanismos, la progesterona prepara al utero para el

reconocimiento materno (Vincent and Inskeep, 1986; Vincent et al., 1986).

Diversos estudios han demostrado bajas concentraciones de progesterona en
plasma en vacas que no llegaron al término de gestacion. Algunos autores
reportan un relacion positiva entre las concentraciones de progesterona y la

supervivencia embrionaria a los dias 4, 5 y 6 del ciclo estral (Green et al., 2000;
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McNeill et al., 2006), mientras que otros no encontraron relacion alguna sino hasta
los dias 14 y 17 de gestacion (Chagas and Lopes, 2005).

A pesar de la inconsistencia de estos estudios, existe una buena indicacién de
que las bajas concentraciones de progesterona durante la etapa latea pos-
ovulatoria temprana, o un retraso en la secrecion normal de progesterona durante
este periodo, estan asociados con la disminucion en la tasa de supervivencia
embrionaria (Darwash and Lamming, 1998; Hommeida et al., 2004). Se ha
demostrado que la suplementacion de progesterona al dia 5 incrementa la tasa de
supervivencia embrionaria en vacas mostrando una baja concentracion de
progesterona en ese dia, sugiriendo que la secrecion de progesterona en la etapa
post-ovulatoria puede ser un factor critico sobre el crecimiento y desarrollo
embrionario (Starbuck et al., 2001).

En diversos estudios se han evaluado los efectos de la suplementacion de las
vacas receptoras con agentes farmacéuticos, hormonas o aditivos nutricionales
con el objetivo de incrementar la tasa de supervivencia embrionaria, de entre los
cuales se pueden mencionar la progesterona, gonadotropina coriénica equina
(eCG), gonadotropina coridnica humana (hCG), hormona liberadora de
gonadotropinas (GnRH) y flunixin de meglumine (Looney et al., 2006). El concepto
de incrementar la concentracion sanguinea de progesterona para incrementar la
tasa de prefiez ha sido reportado en diversos estudios (Macmillan and Peterson,
1993; Smith et al., 1996).

Los porcentajes mas altos de perdidas embrionarias en bovinos, se presentan
entre los primeros 42 dias de gestacion (Inskeep, 2002). Inskeep (2004),
menciona que la baja tasa de supervivencia embrionaria entre la quinta y la
novena semana de gestacion, esta asociada a las bajas concentraciones de
progesterona hacia la quinta semana de gestacion. Maurer and Chenault (1983),
reportaron que el 67% de las muertes embrionarias ocurren alrededor del dia 8 de

gestacion.

Las concentraciones de progesterona han sido implicadas en la muerte

embrionaria durante diferentes periodos, de entre los cuales se puede mencionar
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el periodo post-ovulatorio temprano, durante los dias 4 al 9 de gestacién, durante
el reconocimiento materno (dia 14 al 17) y durante el periodo embrionario tardio
(dia 28 al 42). Estas bajas concentraciones de progesterona, conlleva a una
excesiva concentracion de otras hormonas las cuales causan la muerte

embrionaria (Inskeep, 2004).

2.5. Efecto embriotéxico/luteolitico de PGF2-alfa

Las concentraciones de progesterona antes del estro alteran la morfologia
endometrial durante el ciclo estral subsecuente (Shaham-Albalancy et al., 1997).
Debido a las bajas concentraciones de progesterona durante este periodo (2.1 a
2.3 ng/ml), se incrementa la secrecion de PGF2-alfa en respuesta a la oxitocina
(Shaham-Albalancy et al., 2001).

Cooper et al. (1991), mencionan que el tiempo aparente de la perdida
embrionaria, alrededor de los dias 5 al 8 de gestacion, esta altamente relacionado
con el incremento de la secrecion uterina de PGF2-alfa a los dias 4 al 9 después
del estro. Schallenberger et al. (1989), observaron un incremento en la

concentracion de progesterona hasta el dia 6 después del estro.

El papel de las prostaglandinas sobre la implantacion embrionaria no estd muy
bien aclarado en rumiantes. Sin embargo, un efecto embriotéxico de la PGF2-alfa
ha sido demostrado en ratones (Harper and Skarnes, 1972), conejos (Maurer and
Beier, 1976) y ratas (Breuel et al., 1993a).

La exposicion in vitro de un embrion en etapa de morula a la PGF-2alfa inhibe su
desarrollo (Schrick et al., 2003). Seals et al. (1998), mencionan que los embriones
expuestos in vivo a PGF-2alfa a los dias 5-8 después de la inseminacién artificial

son menos probables sobrevivir para el termino de gestacion.

2.6. Efecto embriotéxico del estradiol 17-beta

Los patrones del desarrollo folicular y la resultante secrecion de estradiol-17 beta

durante los dias 14 al 17 de gestacion, puede ser un factor importante relacionado
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con la muerte embrionaria durante el reconocimiento materno. Este concepto fue
originalmente descrito por Macmillan et al. (1986), y ha sido apoyado en diversos
estudios por Thatcher et al. (1989). En estos estudios se demostrdo que la
ovulacion o la atresia del foliculo mas grande durante la fase latea intermedia

algunas veces se incrementaba la tasa de prefiez.

Pritchard et al. (1994), mostraron evidencia de la asociacion de la muerte
embrionaria con la excesiva secrecion de estrogenos durante el reconocimiento
materno. En su estudio la tasa de concepcion a primer servicio por inseminacion

artificial disminuia a medida que las concentraciones de estradiol incrementaban.

2.7. Reconocimiento materno

El crecimiento y desarrollo del embrién/feto, inequivocamente requiere de la
accion de la progesterona y de hormonas originadas de la placenta/embrion sobre
el utero para regular la funcién y diferenciacién del endometrio, para las sefiales
del reconocimiento materno, implantacion y la interaccién entre el embrién/feto y
el utero. Las hormonas derivadas del embrién/feto actian en el Utero de una
manera paracrina para establecer y mantener la gestacion. El establecimiento de
la prefiez involucra el reconocimiento materno y la implantacion del embrién. El
reconocimiento materno se puede definir como un proceso fisiol6gico donde el

embridn/feto envia sefiales hacia el sistema materno (Spencer et al., 2004).

El periodo de pre-implantacion “compromete” especificas interacciones feto-
maternales, las cuales conllevan al reconocimiento materno y por consiguiente al
mantenimiento de la prefiez. El embrion/feto en desarrollo sintetiza y secreta una
gran cantidad de citocinas, hormonas, enzimas, prostaglandinas (Schafer-Somi,
2003).

La placenta juega un papel importante en el desarrollo y crecimiento fetal, y es el
organo responsable de mediar/modular el ambiente materno necesario para
desarrollo optimo del embrion/feto (Anthony et al., 1995), debido a que durante la
prefiez, la placenta es el sitio de transferencia de nutrientes entre la madre y el

embridn/feto. Actuando como un o6rgano autocrino, paracrino y endocrino, la
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placenta sintetiza una gran cantidad de esteroides y péptidos hormonales, los
cuales regulan el desarrollo de la unidad feto-placental (Gootwine, 2004).

2.7.1. Citocinas

Las citocinas participan en el mantenimiento del cuerpo lateo, implantacion,
crecimiento y desarrollo fetal, y en diversos mecanismos inmunomoduladores.
Nasu et al. (1999), mencionan que la presencia local de estas proteinas puede ser

decisiva para la supervivencia embrionaria.

En rumiantes, el IFN-t (interferon tau, una citocina), es esencial para el
mantenimiento de la prefiez en rumiantes, debido a que previene la accion
luteolitica de la PGF2-alfa (Capon et al., 1985; Bazer et al., 1986; Bazer, 1989;
Bazer et al., 1989; Gnatek et al., 1989; Hommeida and Al-Afaleq, 1994; Spencer
et al.,, 2007). El efecto anti-luteolitico del IFN-T resulta de la inhibicion de la
expresion endometrial de los receptores de oxitocina (Demmers et al., 2001). La
administracion de oxitocina a los dias 5 al 8 después de la inseminacion atrtificial,
reduce la indice de prefiez de un 80 a un 33% (Leemaster et al., 1999). Mann and
Lamming. (2001), demostraron que una baja concentracién de progesterona entre
los dias 3 al 8 seguidos de la concepcion esta asociada con la presentacion de
embriones pequefios al dia 16 de gestacion, lo cual causara una produccion
insuficiente de IFN-1. El IFN-T, corresponde al IFN del trofoblasto tipo 1 o proteina
del trofoblasto (Hauptmann and Swetly, 1985). Las células mononucleadas del
trofoblasto en las etapas tempranas de desarrollo son las responsables de la
produccion y secrecion de interferon-tau (Thatcher et al., 2001). El IFN-1, es
primeramente producido por el embrion al dia 12 de gestacion, y su concentracion
en el lumen uterino alcanza un pico a los dias 15-17 de gestacion (Schafer-Somi,
2003). En todos los rumiantes, el IFN-T es secretado por el trofoblasto antes de la
implantacion, entre los dias 10 y 21- 24. En un estudio realizado, se detecto que
el trofoblasto bovino expresa, entre los dias 17 y 25 de gestacion, un considerable
namero de genes de b- IFN-T (Interferon tau bovino) (Ealy et al., 2001).

Ademas de la accion anti-luteolitica, en algunas especies los IFN’s trofoblasticos

promueven la inmunoregulacion, esto para evitar que el sistema inmune materno
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reaccione en contra del embrion. Se ha demostrado que el b- IFN-T inhibe la
proliferacion de ciertas sub-poblaciones de linfocitos, y es sugerido que regula la

liberacion de citocinas de los linfocitos endometriales (Skopets et al., 1992).

2.7.2. Hormonas y/o proteinas que produce la placenta/feto

Las proteinas y/u hormonas originadas en la placenta, que han sido encontradas
en sangre de la madre en diferentes estadios de la gestacion de rumiantes, han
sido utilizadas para obtener un diagndstico de prefiez més certero, asi como un
indicador de la viabilidad del feto (Ranilla et al., 1994). Dentro de este grupo se
encuentran el lactégeno placentario, las glucoproteinas asociadas a la prefez
(PAG’s), en donde incluye a la proteina B especifica de la prefiez (PSPB), al
suero proteico 60 de la prefiez (PSP-60), y a la glucoproteina asociada a la
prefiez (PAG) (Patel et al., 1997). Diversos estudios revelan que la PSPB, el PSP-
60 y la PAG, tienen secuencias aminoacidicas (amino-terminales) similares, si no
es que idénticas. Para evitar confusiones, estas tres glucoproteinas son referidas
como PAG-1 (Xie et al., 1991; Lynch et al., 1992).

2.7.2.1. Glucoproteinas asociadas a la prefiez

Las glucoproteinas asociadas a la prefiez (PAG’s), son una familia multigénica
perteneciente a la superfamilia de proteinasas asparticas (Xie et al., 1991), las
cuales son abundantemente expresadas en la capa superficial de la placenta de
los rumiantes (Wooding et al., 2005). Las PAG’s, comienzan su expresion al
momento de la implantacion, y esa expresion persiste durante toda la gestacion.
Se han aislado distintos genes de PAG’s en diferentes especies animales, como
por ejemplo, bovinos, ovinos (Xie et al., 1991; 1994; 1997; Green et al., 2005),
caprinos (Garbayo et al., 2000), porcinos (Szafranska et al., 1995; Panasiewicz
and Szafranska, 2000; 2001), felinos (Gan et al., 1997; Green et al., 1998), raton
(Chen et al., 1999) y en equinos (Green et al., 1999).

Roberts et al. (1990), mencionaron que las proteinas secretadas por el trofoblasto
han sido por mucho tiempo reconocidas como factores endocrinos involucrados

en el reconocimiento materno, y aunque su funcion biologica no es conocida aun,
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estas proteinas son consideradas como un herramienta util para diagnosticar
prefiez (Zoli et al., 1991; Zoli et al., 1992), ademas de proveer informacién

potencial sobre la viabilidad del feto/embrion (Hodgen and Itskovitz, 1988).

Algunas funciones que se les atribuyen a las PAG’s incluyen la union y transporte
de péptidos bioactivos (Roberts et al., 1996), agentes luteotropicos o
luteoprotectivos (Del-Vecchio et al.,, 1990; Xie et al., 1994), reguladores de la
esteroidogénesis placentaria 0 como inmunomoduladores (Zoli et al., 1992) y

regulacion de la migracion de células trofoblasticas (Wooding et al., 2005).

El trabajo mas reconocido con las PAG’s, ha sido el desarrollo y la aplicaciéon
comercial de la PSPB como un marcador bioguimico de prefiez (Butler et al.,
1982). Las concentraciones PAG-1 empiezan a incrementarse alrededor del dia
15-35 de gestacioén, pero debido a la variacion que existe entre los animales, el
uso de esta glucoproteina como un diagndstico de prefiez efectivo es entre los
dias 26 al 30 (Humblot, 2001; Zoli et al., 1992).

2.7.2.2. Lactdgeno placentario (LP)

El lactdgeno placentario es una hormona miembro de la familia de genes de la
hormona del crecimiento (GH, growth hormone) y prolactina (PRL), sintetizada y
almacenada en los granulos secretores de la células binucleadas del trofoblasto
(Byatt et al., 1992; Wooding, 1992; Gootwine, 2004), y es secretada tanto en la
circulacion fetal como en la maternal. El LP es detectable en el tejido trofoblastico
aproximadamente al dia 36 de gestacion en la vaca, y continda su secrecion
durante toda la gestacion. En la oveja, el LP puede ser detectado en la circulacion
materna al dia 50, con un pico de concentracion de 1-2 ng/ml alcanzado entre los
dias 120 y 140 de gestaciéon, para posteriormente disminuir hasta el momento
parto (Gluckman et al., 1979; Kappes et al., 1992). En la vaca el patron de
concentracion materna y fetal de LP es muy similar al de la oveja, sin embargo, en
la oveja los niveles de LP son mas bajos que en la vaca, puesto que en la vaca el
pico alcanzado es de 2-3 ng/ml (Gootwine, 2004). En la vaca el LP es detectable
en la circulacién materna al cuarto mes de gestacién, y su concentracion en el

suero materno permanece < de 1 a 2 ng/ml a lo largo la gestacion. Las
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concentraciones en plasma fetal alcanzan un pico maximo hacia el segundo tercio
de gestacién, para posteriormente estabilizarse y disminuir hasta el momento del
parto (Beckers et al., 1982; Byatt et al., 1987).

Aunque su funcion no estd completamente comprendida, estudios realizados in
Vivo e in vitro han sugerido que el lactébgeno placentario tiene multiples efectos
somatogénicos (GH) y lactogénicos (PRL). Algunas funciones que se le atribuyen
al lactégeno placentario, dependiendo de la especie, son la angiogénesis
placental, metabolismo fetal y maternal, desarrollo y funcién de gldndula mamaria,
esteroidogénesis placental y ovarica, tasa de crecimiento y funcién luteal (Patel et
al., 1996; Pedersen et al., 1998; Gregoraszczuk et al., 2000; Corbacho et al.,
2002; Gertler and Djiane, 2002; Gootwine, 2004). En roedores, se dice que el LP
puede tener una accién luteotropica (Talamantes and Ogren, 1988). Lucy et al.
(1994), demostraron evidencia que el LP bovino tiene una accion similar.

2.8. Incremento de latasa de supervivencia embrionaria

Diversos estudios se han realizado usando suplementos, hormonas y otros
farmacos con el objetivo de incrementar la tasa de supervivencia embrionaria.
Dentro de los cuales se puede mencionar al flunixin de meglumine, gonadotropina
corionica equina (eCG), progesterona, gonadotropina coriénica humana (hCG) y

hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH) (Looney et al., 2006).

2.8.1. Flunixin de meglumine

Las perdidas embrionarias durante el reconocimiento materno, pueden deberse a
una inhibicién insuficiente de la secrecion uterina de PGF2-alfa (Thatcher et al.,
2001). La manipulacion del utero causa la liberacion de PGF2-alfa (Ferguson et
al., 1941). Durante la transferencia de embriones (TE), el utero debe ser
manipulado para depositar el embrion en el cuerno uterino, lo que causa la
liberacion de la PGF2-alfa. La liberacion inducida de PGF2-alfa durante la TE,
puede inhibir el desarrollo embrionario después de la transferencia, y puede ser
responsable de la disminucion significativa de la tasa de prefiez (Rowe et al.,

1980; Schrick et al., 2003). El flunixin de meglumine es un potente agente
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antiinflamatorio no-esteroidal que inhibe la ciclooxigenasa, previniendo Ila
conversion del acido araquidénico a PGF2-alfa (Anderson et al., 1990; Odensvik,
1995). La administracion de flunixin de meglumine al momento de la transferencia
embrionaria, indicé que este agente antiinflamatorio puede ser benéfico para
incrementar la tasa de prefiez (Schrick et al., 2001). Purcell et al. (2005),
obtuvieron un resultado similar, en donde se mostro un incremento en la tasa de
prefiez de un 74.7% en vacas tratadas con flunixin de meglumine, contra un
65.0% del grupo testigo. Schrick et al. (2001), reportaron diversas interacciones
entre los efectos del flunixin de meglumine y ciertas caracteristicas embrionarias,
dentro de las cuales se puede mencionar el grado de calidad del embrién, la

etapa de desarrollo y el tipo de embrién (fresco o congelado).

2.8.2. Gonadatropina coriénica equina (eCG)

Diversos estudios han mostrado resultados diferentes en cuanto al uso de eCG,
dependiendo del dia del ciclo estral en que se administre. Nogueira et al. (2004),
encontraron una tasa de concepcion baja en el dia 21 después de la transferencia
embrionaria en vacas receptoras que recibieron 400 o 600 Ul de eCG dos dias
antes de una administracion de PGF2-alfa (25.0 y 25.6%, respectivamente),
comparadas con las vacas testigo que obtuvieron una tasa de concepcion de un
44.2%. Se puede especular que en este estudio, un incremento prematuro en la
concentracion de progesterona pudo haber ocurrido antes del dia 5 del ciclo
estral, debido a una luteinizacién prematura de un foliculo(s) presente(s) al
momento de la administracion de eCG. Se ha reportado que 2500 Ul de eCG
inducen la superovulacion y la formacion de multiples cuerpo lateos, esto se le
atribuye a la actividad parecida a la que tiene con la FSH y LH (Dieleman et al.,
1993; Vos et al.,, 1994). Cameron and Batt. (1991) y Kuran et al. (1996),
reportaron una luteinizacion y secrecioén prematura de progesterona antes de la

ovulaciéon, al momento de la administracion de eCG.

Se ha demostrado bajas tasas de concepcion después de la inseminacion artificial
en vacas con un alta concentracibn de progesterona durante las etapas
tempranas del ciclo estral (los primeros 5 dias del ciclo) (Van Cleeff et al., 1996;

Shipley et al.,, 1988). Durante los primeros 5 dias del ciclo estral las
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concentraciones de progesterona permanecen a una concentracién de <2 ng/ml
(Wilmut et al., 1985; Garret et al., 1988a; Burke et al., 1994). Sin embargo,
concentraciones mas altas (>2 ng/ml) durante este periodo inducen la liberacion
prematura de PGF2-alfa del endometrio (Garret et al., 1987; Garret et al., 1988a).

En contraste con los resultados de Nogueira et al. (2004), B6 et al. (2002)
reportaron un incremento en la tasa de prefiez en vacas receptoras con multiples
cuerpo luteos inducidos por la administracion eCG al momento de la aparicion de
la oleada folicular. En este estudio, la oleada folicular fue sincronizada mediante la
administracion de progesterona (CIDR) y estradiol, seguida de una administracion
de eCG y PGF2-alfa 5 dias después, retiro de la fuente de progesterona al dia 8,

una administracion de estradiol al dia 9, y la transferencia a tiempo fijo al dia 17.

2.8.3. Progesterona

La concentracion periférica de progesterona durante la prefiez temprana tiene un
efecto significativo en la supervivencia del embrion/feto (Mann et al., 2003). Las
bajas concentraciones de progesterona entre los dias 3-8 seguidos de la
concepcién estadn asociadas con el pobre desarrollo embrionario al dia 16 de
gestacion, lo que resulta en una produccién de interferon-tau insuficiente para
suprimir la accion luteolitica de la PGF2-alfa ( Mann and Lamming, 2001). De
igual manera, un retraso en la secrecion post-ovulatoria de progesterona ha sido
asociada con una disminucion en la tasa de prefiez, tanto en vacas (Starbuck et
al., 1999; Stronge et al., 2005) como en vaquillas (Diskin et al., 2006).

La concentracion de progesterona puede ser incrementada mediante la ovulacion
de un foliculo dominante usando GnRH o hCG, para la formacion de cuerpo
liteos accesorios (Bartolomé et al., 2005; Franco et al., 2006). El dia en que un
foliculo dominante alcanza la maduracion suficiente para responder al tratamiento
con GnRH o hCG es alrededor del dia 5 (Diskin et al., 2002). El cuerpo luteo
accesorio creado por el tratamiento al dia 5, conlleva a un incremento en la
concentracion plasmatica de progesterona al dia 8, la cual alcanza un pico
maximo al dia 16-17 (Kerbler et al., 1997). En un estudio realizado por Chagas y
Lopes. (2005), reportaron un incremento (53.5%) en la tasa de prefiez al dia 28 en

vacas receptoras, al administrar al dia de la transferencia embrionaria 1500 Ul de
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hCG, contra un 38.1% en vacas que no fueron tratadas. Las concentraciones
plasmaticas de progesterona en las vacas prefiadas y tratadas con hCG, fueron
significativamente mas altas que en las vacas prefiadas testigo (no recibieron

tratamiento alguno).

La suplementacién directa y exdgena de progesterona (Cleeff et al., 1991; Mann
and Lamming, 1999), permite tener mejor control sobre el tiempo de
administracion, y ademas de esta forma se incrementan muy rapido las
concentraciones plasmaticas. Esto puede ser logrado mediante la administracion
intramuscular de progesterona o mediante la insercion de un dispositivo
intravaginal liberador de progesterona (Beltman et al., 2009). Estudios han
descrito el efecto de los progestagenos exdgenos sobre el desarrollo embrionario,
por ejemplo Garret et al. (1988), reportaron un avance en el desarrollo
embrionario y un incremento en la produccién de interferén-tau, al suplementar

progesterona en las etapas tempranas de la fase lutea.

Diferentes autores, mencionan que el tiempo critico para la suplementacion de
progesterona esta entre los dias 4 al 5 de gestacién, debido a que ésta altera la
actividad secretoria del endometrio, influyendo de esta manera en el crecimiento y
desarrollo embrionario (Garret et al., 1998; Geiser et al., 1992). Sin embargo, en
un estudio la tasa de prefiez disminuyo de un 46.4% (en vacas control) a un
18.2% en vacas tratadas con la suplementacion de progesterona post-
inseminacion artificial (Van Cleeff et al., 1996; Garret et al., 1988a; Lynch et al.,
1999). En cambio, Mann and Lamming. (1999), concluyeron que la
suplementacién de progesterona en la prefiez temprana conlleva a un incremento
de un 5% sobre la tasa de prefiez. Otros estudios han demostrado que la
insercion de un dispositivo intravaginal liberador de progesterona entre los dias 2
al 7, incremento la tasa de supervivencia del embrién/feto de un 10-15%
(Starbuck et al., 1999; Mann and Lamming, 1999). Contrariamente, un estudio
demostré que la suplementacion de progesterona a partir de los primeros 2 dias
después de la ovulacion y continuandose por 7 dias suprimia la fertilidad; de esta
forma indica una posible interferencia con el desarrollo endégeno del cuerpo liteo
(Cleeff et al., 1996). Aunque, Beltman et al. (2009) no reportaron tal efecto. En

vacas lecheras se incremento la tasa de prefiez de un 35 a un 45% al
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suplementar progesterona mediante el uso de un CIDR usado del dia 3.5 al 10
post-inseminacion artificial (Larson et al., 2007).

Beltamn et al. (2009), encontraron una relacién positiva entre el incremento de la
concentracion plasmatica de progesterona y la tasa de supervivencia embrionaria,
después de suplementar progesterona mediante el CIDR del dia 3 al 6.5 post
inseminacion artificial. Resultados similares se obtuvieron, entre dias 4.5 y 8 post
inseminacion artificial. Con este estudio, se demuestra que el incremento de la
concentracion de progesterona durante las etapas tempranas de gestacion, esta
asociada con un avance en el desarrollo embrionario conllevando a un incremento

en la produccion de interferon-tau.

Todas estas investigaciones que se han llevado a cabo sobre la suplementacion
de progesterona para mejorar 0 incrementar la tasa de prefiez, han mostrado
discrepancia en los resultados. En parte, esta variacidon en los resultados es
probablemente debido al hecho que algunos animales con una concentracion baja
natural de progesterona, exhiben un efecto benéfico seguido de Ila
suplementacion de progesterona. Ademas, el estado fisiol6gico preciso en el cual
el desarrollo embrionario es beneficiado por las altas concentraciones de
progesterona, no se conoce aun (Beltman et al., 2009). Pero lo que si se ha
demostrado, es que vacas con una baja concentracion de progesterona al
momento que el embrién estaba en etapa de mérula o blastocito, tenia un pobre
desarrollo embrionario al dia 16, lo que conllevaba a una produccion insuficiente

de interferén-tau (Mann and Lamming, 2001).

Carter et al. (2008), mencionan una diferencia en el tamafio embrionario al dia 16
cuando se suplemento con progesterona, mediante el uso del PRID
(progesterone-releasing intravaginal device), del dia 3 de prefiez en adelante.
Este incremento significativo en el tamafio embrionario al dia 16 fue de 5.97 cm
para el grupo testigo a 14.06 cm en la vacas suplementadas con progesterona. En
cambio en la investigacion realizada por Beltman et al. (2009), no existio efecto
benéfico sobre la sobrevivencia del embrién al dia 25 de gestacidon. Esto sugiere
gue la progesterona solamente es crucial para promover un avance en el

crecimiento embrionario, esto, para asegurar una fuerte sefial anti-luteolitica
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(reconocimiento materno). Sin embargo, una vez que ocurra el reconocimiento

materno, la tasa de desarrollo embrionario es menos relevante.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Lugar del estudio

La conduccion de los experimentos se llevaron a cabo en el Centro de Produccion
Agropecuaria de la U.A.N.L., ubicado en carretera nacional Cd. Victoria-Monterrey
Km 145 AP#93, Linares, N.L., y en el Rancho “El 27” en Villagran, Tamaulipas;

durante los meses de Junio 2008 a Marzo 2009.

3.2. Animales experimentales y mantenimiento

Este estudio involucré la transferencia de embriones frescos y congelados
recolectados de 9 vacas donadoras de la raza Simmental (n=7) y Simbrah (n=2).
Se utilizaron un total de 57 vacas receptoras de la raza Simmental (n=9), Simbrah
(n=6), Tuli (n=7) y cruzas de Simmental x Simbrah (n=35).

Antes de iniciar el estudio se estimé la condicién corporal (CC) de los animales
receptores, mediante la escala de 1 a 9, donde uno significa animal flaco y nueve
animal gordo (Whitman, 1975). La CC promedio fue de 4.6 con un rango de 3.5 —

5 (todos los datos individuales de los animales estan en el anexo 1).

Los animales usados en el Centro de Produccion Agropecuaria de la U.A.N.L.,
durante el periodo Junio 2008 a enero 2009, se mantuvieron en produccion semi-
intensiva en pastas compuestas de zacates Pretoria y Klein. Los minerales (en
polvo) y agua fueron ofrecidos a libre acceso. En cambio, los animales utilizados
en Villagran, Tam., se mantuvieron durante todo el estudio en pastas compuestas

de zacate Buffel. Los minerales y agua fueron ofrecidos a libre acceso.
Durante este periodo se realizaron un total de seis programas de transferencia de

embriones, de los cuales cuatro se realizaron en el Centro de Produccion

Agropecuaria (lugar 1, n=22) y dos en Villagran, Tam (lugar 2, n=35).
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3.3. Sincronizacion y deteccion del estro de animales receptores

Todos los animales usados en el Centro de Produccion Agropecuaria, se trataron
igual para la sincronizacion de estros (Figura 1). El método utilizado fue mediante
el uso de progestagenos, para lo cual, se uso el dispositivo intravaginal CIDR
(Controlled Internal Drug Release) (Pfizer®, 1.99 de progesterona natural
micronizada) por 7 dias. Al momento de la aplicacion del CIDR, se administro 2.76
mg de estradiol intramuscular (Estrol, Loeffler® benzoato de estradiol 2.76 mg en
1 ml) y 50 mg de progesterona (Progesterona®, Fort Dodge Progesterona 50 mg
en 1 ml). Al retiro del dispositivo CIDR se administré6 PGF2-a (LUTALYSE', Pfizer,
Dinoprost Trometamina 5mg en 1 ml 6 Reprodin, Bayer® Clorprostenol sédico
25mg en 1ml). 24 h después del retiro del CIDR, se administr6 1.38 mg (0.5 ml)

de estradiol (Estrol, Loeffler® Benzoato de estradiol 2.76 mg en 1 ml).

La unica diferencia en el tratamiento de sincronizacion para los animales de
Villagran, Tam; fue la administracion de 300 Ul (1.5 ml) de gonadotropina
coriénica equina (eCG o PMSG) en el dia 5 del tratamiento (Novormon, Syntex;
5000 Ul en 25 ml de solvente) (ver Figura 1).

La deteccion del estro se llevd a cabo mediante observacion. Los horarios para la
deteccion de estros fue de 6 pma 8 pm; 11 pmal am; 6 am a 8 am; y de 11 am
alpm.

3.4. Sincronizacién del estro y superovulacion de los animales donadores

La sincronizacion de los estros se llevd a cabo paralelamente y con el mismo
protocolo que las vacas receptoras. Las superovulacion se realizo unicamente en
las vacas donadoras (ver protocolo con dosis en anexo 2), mediante la
administracion de Folltropin-V (Bioniche Animal Health, 400 mg de FSH liofilizada
en 20 ml). La figura 2 muestra esquematicamente la forma como se trataron los

animales donadores para sincronizar los estros y la superovulacion.
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3.5. Obtencion y transferencia embrionaria

La obtencion y la transferencia embrionaria se realiz6 al séptimo dia después de
la inseminacion artificial de las vacas donadoras. La técnica para recolectar los
embriones fue mediante la via transcervical (no-quirdrgica) usando un catéter
Foley (Minitube, Foley catéter, 2-way, 5 cc balloon) de dos vias, y medio PBS
(Phosphate Buffered Saline, Bioniche Animal Health). Para facilitar la recoleccion
de los embriones, se administr6 anestesia epidural (5 ml de clorhidrato de
lidocaina al 2%; PISACAINA® 2% VET). Una vez recolectados, los embriones
fueron clasificados en el laboratorio bajo un microscopio de luz a 10x y 40x.
Aquellos embriones que fueron clasificados en etapa de blastocisto o mérula con
calidad 1 y 2, se transfirieron en fresco o congelados-descongelados a vacas
receptoras que previamente fueron evaluadas y que presentaron un cuerpo lateo
funcional con aproximadamente un diametro de 1.5 cm. La técnica de
transferencia fue por via transcervical (no-quirdrgica) usando un aplicador francés
(Embryo transfer gun, Agtech 21” Sheath, Radiated). El lugar anatémico en donde
se deposito el embrion fue en el tercio distal del cuerno uterino ipsilateral al
cuerno donde ocurrio la ovulacion. Para facilitar la transferencia embrionaria, se
administré anestesia epidural mediante la aplicaciéon de 5 ml de Clorhidrato de
lidocaina al 2% (PISACAINA® 2% VET, 20 mg de clorhidrato de lidocaina en 1

ml).

| PM: Retiro CIDR+ PGF2alfa |

A

Deteccion de
| CIDR+E2+P4 Transferencia

calores ; -
embrionaria

[ I
— T | [ i [ | | | _ i
0 1 2 3 4 ? 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
1

™

+

l eCG{Vacaslugar 2) | lPM:estracliol]

Dias de tratamiento

Figura 1. Protocolo de sincronizacion de estros y transferencia embrionaria en
vacas receptoras.
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Figura 2. Protocolo de sincronizacion de estros, superovulaciéon y recoleccion de

embriones en vacas donadoras.

3.6. Lavado y desinfeccién del CIDR (Controlled Internal Drug Release)

Después del retiro de los dispositivos CIDR de la vagina, durante el protocolo de
sincronizacion de estros; los dispositivos fueron lavados con agua corriente y
desinfectados con cloruro de benzalconio (Dermo Cleen® degasa), para eliminar
cualquier tipo de contaminante. Posteriormente, completamente secos, se

almacenaron hasta el dia de su reutilizacion.

3.7. Aplicacion del CIDR inmediatamente después de la transferencia

embrionaria

Inmediatamente después de la transferencia embrionaria, se aplicé nuevamente
el dispositivo intravaginal CIDR (Figura 3). Para esto, las vacas se dividieron en
dos grupos de la siguiente manera: Grupol (n=29) el CIDR permanecio en la

vagina por 7 dias y Grupo 2 (n=28) el CIDR permanecio por 14 dias.
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Figura 3. Aplicacién del CIDR inmediatamente después de la transferencia
embrionaria y retiro a los 7 dias (Grupo 1) o 14 dias (Grupo 2) después de la

transferencia embrionaria.

3.8. Medicion de los cuerpos lateos y diagndstico de prefiez

Durante los dias 0, 7, 14 y 21 después de la transferencia embrionaria, se
realizaron mediciones de los cuerpos lUteos existentes en los dos ovarios de
todas las vacas receptoras de los dos grupos (CIDR por 7 o 14 dias). Estas
mediciones se realizaron por medio de ultrasonografia (ALOKA SSD 900) usando
un transductor transrectal de 7.5 MHz. Asi mismo, paralelamente durante los
mismos dias, se realizé la identificaciéon de los embriones para confirmar la
prefiez. El diagnostico definitivo de gestacidon se realizé el dia 45 post

transferencia embrionaria mediante palpacion rectal y ultrasonografia.

3.9. Disefio estadistico

Los resultados de este estudio fueron analizados mediante el programa SAS
(2002). El tratamiento de CIDR fue incluido como efecto principal en el modelo
para la conocer el efecto de los tratamientos asignados (7 o 14 dias) sobre la tasa
de prefiez. Para observar la relacibn entre el tamafio del cuerpo liteo

inmediatamente antes de la transferencia y la tasa de prefiez se uso el coeficiente
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de correlacion de Pearson. Para comparar el efecto del tipo de embrion
transferido con la tasa de prefiez fue por medio del anélisis Chi-Cuadrada (X?).

25



4. RESULTADOS

4.1. Efecto de los tratamientos

Se sometieron un total de 57 animales receptores a la transferencia embrionaria,
los cuales se dividieron en dos grupos de acuerdo al tratamiento asignado. El
tratamiento 1, corresponde a la insercion y permanencia del CIDR en la vagina
durante 7 dias, y el tratamiento 2 durante 14 dias, en ambos el dispositivo
intravaginal fue aplicado al mismo tiempo de la transferencia embrionaria. Los

porcentajes de prefiez de los animales receptores se muestran en la tabla 1.

Tabla 1. Tasa de prefiez de las vacas receptoras de acuerdo al tratamiento.

Tratamiento Receptoras Tasa de preiiez (%) S.EM
Grupo 1 29 24.1 0.018
Grupo 2 28 39.3 0.094

La figura 4 muestra el porcentaje de prefiez global, asi como también los
porcentajes de prefiez del grupo 1 (7 dias) y 2 (14 dias). Las cantidades

numeéricas se presentan en la tabla 2.

45
40
35
30 +
25
20 -
15
10 +

Prenez (%)

Global Grupo 1 (CIDR por 7 dias) Grupo 2 (CIDR por 14 dias)

Tratamientos

Figura 4. Porcentajes de prefiez obtenidos de acuerdo al tratamiento.
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La tabla 2 muestra el diagnéstico de gestacion para ambos grupos realizado en el
dia 45 post-transferencia embrionaria por medio de ultrasonografia y palpacion

rectal.

Tabla 2. Numero de animales gestantes y no gestantes de acuerdo a los

tratamientos.

Diagnostico Grupo 1 Grupo 2
(CIDR por 7 dias) (CIDR por 14 dias)
Positivo 7 11
Negativo 22 17

Total animales
transferidos 29 28

El diagnéstico de gestacion en relacion con el tratamiento asignado fue evaluado
por medio el anélisis estadistico Chi-cuadrada (X?). Los resultados obtenidos no
fueron significativos (P>0.05) (X?°1.5128), aunque numéricamente se puede
apreciar que el grupo 2 (CIDR por 14 dias) obtuvo mejores resultados que el
grupo 1 (CIDR por 14 dias). En la tabla 3 se muestra la tabla de contingencia con

los valores observados y esperados del andlisis.

Tabla 3. Tabla de contingencia del diagnostico de prefiez en relacién con el

tratamiento asignado a cada grupo.

Diagnéstico Grupo 1 Grupo 2
(CIDR por 7 dias) (CIDR por 14 dias)
@] E O E
Positivo 7 9.1 11 8.8
Negativo 22 19.8 17 19.1

O = Frecuencia observada
E = Frecuencia esperada
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4.2. Efecto del tipo de embrién transferido (fresco o congelado-
descongelado)

Se contabilizo y evaluo el efecto del tipo de embrion transferido, esto es, embridn
fresco o embrion previamente congelado y descongelado. La tabla 4 muestra la
cantidad, tipo de embriones usados en la transferencia y los porcentajes de no

prefez o prefiez.

Tabla 4. Cantidad, tipo de embrion transferido y prefiez en cada grupo

tratamiento.

] . Grupo 1 Grupo 2
Tipo de embrion ] )
(CIDR por 7 dias) (CIDR por 14 dias)
No No
n . Prefiez % . Prenez %
prefiez prefiez
Fresco 15 10 5 33.3 16 11 5 31.2
Congelado-
14 2 12 142 12 6 6 50.0
Descongelado
29 12 17 58.6 28 17 11 39.3

Total

Se obtuvo un porcentaje de prefiez méas alto (33.3%) en los animales que se les
transfiri6 un embrién fresco, que en aquellos en los cuales se les transfirié un
embrién congelado-descongelado (14.2%) en el grupo 1 (CIDR por 7 dias). Sin
embargo, en el grupo 2 (CIDR por 14 dias) se mostro lo contrario (31.2 y 50.0%,
respectivamente) (Tabla 4 y Figura 5).
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Figura 5. Porcentaje de prefiez global y entre grupos (Grupo 1= CIDR por 7 dias y
Grupo 2= CIDR por 14 dias) obtenidos durante el estudio al transferir un embrion

fresco o un embrién congelado-descongelado.

El diagnéstico de gestacion, tomando en cuenta el tipo de embrién transferido, fue
evaluado mediante el andlisis estadistico de Chi-cuadrada (X?). Los resultados

obtenidos de este andlisis no fueron significativos (P>0.05) (X?=0.0145).

Tabla 5. Tabla de contingencia del diagnéstico de prefiez en relacién con el tipo

de embrién transferido.

Tipo de embrion

Diagnoéstico Fresco Congelado-

Descongelado

O E O E
Positivo 10 9.8 8 8.2
Negativo 21 21.2 18 17.8

O = Frecuencia observada
E = Frecuencia esperada
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4.3. Efecto del tamafio del cuerpo lUteo inmediatamente antes de la

transferencia embrionaria

Se evalué la correlacion entre el tamafio del cuerpo IUteo inmediatamente antes
de la transferencia embrionaria y la tasa de gestaciéon. La tabla 6 muestra las
medias de los didmetros de los cuerpos luteos de acuerdo al tratamiento (7 o 14
dias con CIDR) inmediatamente antes de la transferencia. Todas las medidas
tomadas por medio del ultrasonido transrectal se muestran en el anexo 3. El
andlisis demostré que no existe correlacion (r=0.19, P>0.05) alguna entre el
tamafio del cuerpo liteo y la tasa de prefiez inmediatamente antes de la

transferencia embrionaria.

Tabla 6. Medias de los didmetros (cm) de los cuerpos luteos de acuerdo al
tratamiento (7 o 14 dias con CIDR) inmediatamente antes de la transferencia.

' Receptoras Cuerpo luteo
Tratamiento S.EM
(n) (X, cm)
Grupo 1
29 1.74 0.05
(CIDR por 7 dias)
Grupo 2
(CIDR por 14 28 1.83 0.07
dias)
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5. DISCUSION

La transferencia embrionaria, se estableci6 como una técnica de reproduccion
asistida viable para la practica alrededor de los anos 1970’s. Diversos factores
son los que limitan el resultado exitoso de esta técnica, sin embargo el mas
importante es la supervivencia embrionaria (Ulberg et al., 1951; McDonald et al.,
1952), y a la vez, el factor dependiente de la supervivencia/mortalidad embrionaria

es la concentracion de progesterona (Inskeep, 2004).

En este estudio se implement6é el uso CIDR para mantener o incrementar los
niveles de progesterona y como coadyuvante del cuerpo lUteo, de esta forma se
trato de mantener su actividad fisiolégica con el fin de disminuir la mortalidad

embrionaria, y asi, aumentar la tasa de prefiez del hato.

El porcentaje de prefiez en los animales asignados al tratamiento 1 (insercion del
CIDR en la vagina inmediatamente después de la transferencia embrionaria por 7
dias) fue menor (24.1%), en comparacién con el porcentaje de prefiez obtenido
con el tratamiento 2 (39.2%). Actualmente, no existe evidencia de otros estudios
en donde la permanencia del CIDR en la vagina sea similar a 7 dias

inmediatamente después de la transferencia embrionaria.

El porcentaje de prefiez en los animales asignados al tratamiento 2 (insercion del
CIDR en la vagina inmediatamente después de la transferencia embrionaria por
14 dias) fue menor (39.2%), que el obtenido por Purcell et al. (2005) y Looney et
al. (2006) aplicando el mismo tratamiento (60.7 y 73.0%, respectivamente). En
estos trabajos de Purcell et al. (2005) y Looney et al. (2006) obtuvieron el grupo
testigo y tratamiento con CIDR un 65.0 y 60.7, y 61.0 y 73.0% de prefiez,
respectivamente. En todos los casos aqui mencionados, incluido el presente
estudio, estadisticamente no se encontré diferencia significativa. Sin embargo,
numeéricamente existe la probabilidad de que un animal mantenga la gestacion al

aplicar el tratamiento.
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A diferencia de los resultados obtenidos por Purcell et al. (2005), en el cual los
animales que recibieron un embrién fresco tuvieron mayor probabilidad de quedar
gestantes, en comparacion de aquellos que se les transfirid un embrion
congelado-descongelado (70.6 vs. 65.8%, respectivamente), en el presente
trabajo no se encontré dicho efecto. Se obtuvieron resultados similares a los de
Purcell et al. (2005) en un estudio realizado por Jones and Lamb. (2008), en
donde se noto una disminucion de un 83% utilizando embriones frescos, a un
69% con embriones congelados-descongelados. Respecto al cuerpo luteo, no
existio correlacion alguna entre el tamafio del cuerpo liteo inmediatamente antes
de la transferencia embrionaria y la tasa de prefiez. Estos resultados son similares
a los obtenidos en diversos estudios (Looney et al., 2006; Bo et al., 2001; Hasler
et al., 1987; Remsen and Roussel, 1982; Coleman et al., 1987).

Diversos factores presentes en el periodo en que se realizd este estudio, pudieron
tener alguna influencia sobre los resultados obtenidos. Uno de ellos, el cual puede
estar fuertemente asociado a estos resultados, fue la manipulacion del Gtero al
momento de la transferencia y el monitoreo del cuerpo lateo por medio de
palpacion rectal y ultrasonografia. Durante la transferencia embrionaria, el Gtero
debe ser manipulado para depositar el embrién en el lugar adecuado del cuerno
uterino ipsilateral al cuerpo lateo. Esta manipulacion del Utero causa la liberacion
de PGF2-alfa (Ferguson, 1941). En un estudio realizado por Schrick et al. (2003),
se menciona que la exposicion in vitro de PGF2-alfa a un embrién bovino en
estadio de morula inhibe su desarrollo. En otro estudio, los embriones expuestos
a PGF2-alfa exégena in vivo durante los dias 5-8 después de la inseminacion
artificial, no mantuvieron la gestacion (Seals et al., 1998). La liberacién inducida
de PGF2-alfa al momento de la transferencia embrionaria puede ser el factor
responsable de la disminucion en la tasa de prefilez. Es posible que la
manipulacion durante el monitoreo del cuerpo liteo y del utero, por medio de
palpacioén rectal y ultrasonografia, haya provocado la liberacion de PGF2-alfa, la
cual a su vez tiene un efecto negativo sobre la implantacion del embrién y su

posterior desarrollo y lutedlisis.
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6. CONCLUSION

Diversos estudios se han conducido con el objetivo de incrementar las
concentraciones plasmaticas de progesterona para mejorar los indices de prefiez,
sin embargo, los resultados aun muestran mucha discrepancia. En la presente
investigacion los resultados registrados no son la excepcién, y aunque estos
datos obtenidos no son significativos, demuestran un claro incremento porcentual

de la prefiez usando CIDR intravaginal.
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7. RESUMEN

El objetivo de este estudio fue incrementar la concentracion plasmatica de
progesterona, mediante el uso del CIDR como fuente de progesterona exodgena
en vacas receptoras para transferencia embrionaria (TE). Este trabajo se llevo a
cabo en el Centro de Produccion Agropecuaria, Linares de la UANL y en el
Rancho “El 27” en Villagran, Tam. Se utilizaron en total 57 animales receptores de
raza Simmental (n=9), Simbrah (n=6), Tuli (n=7) y cruzas de Simmental y Simbrah
(n=35). Los embriones fueron recolectados de 9 vacas donadoras Simmental
(n=7) y Simbrah (n=2). La sincronizacién del ciclo estral, para las vacas
receptoras, se llevd a cabo mediante el uso del CIDR, estradiol y prostaglandinas.
La sincronizacion y la superovulacion de las vacas donadoras se realizo
paralelamente con las vacas receptoras y con el mismo protocolo, a excepcién de
la superovulacion. Las vacas receptoras fueron divididas en dos grupos. El grupo
1, corresponde a la insercion del CIDR intravaginal inmediatamente después de la
TE y permanecio 7 dias, y en el grupo 2 el CIDR permanecié en la vagina 14 dias.
Durante los dias 0 (momento de la TE), 7, 14 y 21 después de la TE, se realizo el
monitoreo del cuerpo liteo (CL) mediante ultrasonografia en ambos grupos. El
diagnéstico de gestacion definitivo se realiz6 en el dia 45 post-TE mediante
palpacién rectal y ultrasonografia. Los porcentajes de prefiez obtenidos para el
grupo 1 y 2 fueron 24.1 y 39.2%, respectivamente sin diferencia significativa
(P>0.05). Se evaluo el efecto del tipo de embrién transferido sobre la tasa de
prefiez, sin embargo, no se encontrd efecto alguno. Numéricamente, se obtuvo un
porcentaje de prefiez mas alto en los animales que se les transfirid un embrion
fresco, que en aquellos en los cuales se les transfiri6 un embrion congelado-
descongelado en el grupo 1 (33.3% vs. 14.2, respectivamente), sin embargo, en el
grupo 2 se mostro lo contrario (31.2% vs. 50.0%, respectivamente). No se
encontré correlacion alguna entre el tamafio del CL inmediatamente antes de la
TE con la tasa de prefiez. En conclusion, el uso del CIDR usado inmediatamente
después de la TE, no tuvo efecto significativo alguno sobre la tasa de prefiez. Sin
embargo, aunque estos datos obtenidos no son significativos, demuestran un

claro incremento porcentual de la prefiez usando CIDR intravaginal.
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9. ANEXOS

Anexo 1. Datos generales de los animales sometidos a los tratamientos.

Calidad
Estadio del embridn del Tipo de embridn
Numero | Vaca | Raza | C.C | Grupo transferido embrion transferido Dx. Gestacion
1 R21 SH 4 1 Blastocisto 1 Fresco Positivo
2 N117 | SH | 4.5 1 Blastocisto 1 Fresco Negativo
3 R57 SH 4 1 Blastocisto 1 Fresco Negativo
4 K29 | SM | 35 1 Blastocisto 1 Fresco Negativo
5 L32 | SM 4 1 Blastocisto 1 Fresco Negativo
6 97E T | 4.5 1 Blastocisto 1 Fresco Negativo
7 H64 | SM | 3.5 1 Fresco Positivo
8 NS5 | SM | 4 1 Fresco Positivo
9 T303 | TL |45 1 Fresco Negativo
10 N20 | SH 4 1 Mérula 1 Congelado Negativo
11 T303 | TL 4 1 Blastocisto 1 Congelado Negativo
12 723 CR 5 1 Congelado Negativo
13 198 | CR 5 1 Blastocisto 2 Congelado Negativo
14 107 CR 5 1 Mérula 2 Congelado Negativo
15 661 CR 5 1 Blastocisto (temp) 1 Congelado Positivo
16 208 | CR 5 1 Blastocisto (temp) 1 Congelado Negativo
17 730 | CR 5 1 Blastocisto (temp) 1 Congelado Positivo
18 73 CR 5 1 Blastocisto (temp) 2 Congelado Negativo
19 13 CR 5 1 Blastocisto (temp) 1 Fresco Negativo
20 260 | CR 5 1 Blastocisto (temp) 1 Fresco Negativo
21 110 | CR 5 1 Blastocisto (temp) 1 Fresco Positivo
22 722 CR 5 1 Blastocisto (temp) 1 Fresco Negativo
23 283 | CR 5 1 Blastocisto (temp) 1 Fresco Negativo
24 138 | CR 5 1 Blastocisto (temp) 2 Fresco Positivo
25 25 CR 5 1 Blastocisto (temp) 1 Congelado Negativo
26 674 | CR 5 1 Blastocisto (temp) 1 Congelado Negativo
27 76 CR 5 1 Morula 2 Congelado Negativo
28 728 | CR 5 1 Mérula 1 Congelado Negativo
29 102 | CR 5 1 Blastocisto (temp) 1 Congelado Negativo
30 R120 | SM | 3.5 2 Blastocisto 1 Fresco Negativo
31 R49 | SH 4 2 Blastocisto 1 Fresco Positivo
32 R122 | SM 4 2 Blastocisto 1 Fresco Negativo
33 N64 | SM 4 2 Blastocisto 1 Fresco Negativo
34 T503 | Tl | 4.5 2 Blastocisto 1 Fresco Negativo
35 P137 | SH 4 2 Fresco Negativo
36 P109 | SM | 4 2 Fresco Positivo
37 L117 | SM | 3.5 2 Morula 1 Congelado Negativo
38 T901 | TL | 4.5 2 Blastocisto 1 Fresco Positivo
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39 T303 | Tl |45 2 Blastocisto 1 Fresco Positivo
40 T406 | Tl | 4.5 2 Blastocisto 1 Fresco Positivo
41 529 CR 5 2 Blastocisto 1 Congelado Positivo
42 623 CR 5 2 Mérula 2 Congelado Negativo
43 410 | CR 5 2 Morula 2 Congelado Negativo
44 714 | CR 5 2 Blastocisto (temp) 1 Congelado Positivo
45 630 | CR 5 2 Blastocisto (temp) 1 Congelado Positivo
46 94 CR 5 2 Blastocisto (temp) 2 Congelado Positivo
47 662 CR 5 2 Blastocisto (temp) 2 Congelado Positivo
48 149 | CR 5 2 Blastocisto (temp) 1 Fresco Negativo
49 607 CR 5 2 Blastocisto (temp) 1 Fresco Negativo
50 704 | CR 5 2 Blastocisto (temp) 1 Fresco Negativo
51 265 CR 5 2 Blastocisto (temp) 2 Fresco Negativo
52 729 CR 5 2 Blastocisto (temp) 2 Fresco Negativo
53 670 | CR 5 2 Blastocisto (temp) 1 Fresco Negativo
54 603 CR 5 2 Blastocisto (temp) 1 Congelado Positivo
55 634 | CR 5 2 Blastocisto (temp) 1 Congelado Negativo
56 708 | CR 5 2 Mérula 2 Congelado Negativo
57 238 | CR 5 2 Blastocisto (temp) 1 Congelado Negativo
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Anexo 2. Programa de sincronizacion del estro para vacas receptoras y
donadoras y superovulacién.

Vaca donadora

Dia de tratamiento

Vaca receptora

0

CIDR + estradiol +

progesterona

CIDR + estradiol + 1 -
progesterona

- 2 -

- 3 -

- 4 -
AM :Folltropin 5 Novormon (vacas del
PM: Folltropin lugar 2)
AM: Folltropin 6 -
PM: Folltropin
AM: Folltropin + 5ml PM: Retiro CIDR + 5 ml
PGF2-alfa. PGF2-alfa
PM: Retiro CIDR + 7
Folltropin + 5ml PGF2-
alfa
AM: Folltropin 8 PM: 0.5 ml estradiol

Folltropin-V (Bioniche Animal Health, 400 mg de FSH liofilizada en 20 ml).

Tratamiento de superovulacion para las vacas donadoras

Vaca la dosis 2a dosis 3a dosis 4a dosis Dosis total de
Donadora de FSH de FSH de FSH de FSH FSH
AM 40mg (2.0 ml) 32mg (1.6 ml) 24mg (1.2 ml) 16mg (0.8 ml) 196mg (9.8 ml)
PM 36mg (1.8 ml) 28mg (1.4 ml) 20mg (1.0 ml)

Folltropin-V (Bioniche Animal Health, 400 mg de FSH liofilizada en 20 ml).
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Anexo 3. Tamarfo del cuerpo luteo inmediatamente antes de la transferencia
embrionaria en el grupo 1 (CIDR por 7 dias) y en el grupo 2 (CIDR por 14

dias)

CL inmediatamente
Numero | Vaca | Grupo| antes de T.E (cm)
1 R21 1 1.6
2 N117 1 1.6
3 R57 1 1
4 K29 1 1.7
5 L32 1 1.8
6 97E 1 1.8
7 H64 1 2.1
8 N95 1 1.8
9 T303 1 2
10 N20 1 1.6
11 T303 1 1.4
12 723 1 1.6
13 198 1 1.7
14 107 1 2
15 661 1 1.5
16 208 1 2.1
17 730 1 1.5
18 73 1 1.6
19 13 1 2
20 260 1 2.5
21 110 1 1.4
22 722 1 1.7
23 283 1 1.6
24 138 1 1.6
25 25 1 1.9
26 674 1 2.3
27 76 1 1.8
28 728 1 1.9
29 102 1 1.6
30 R120 2 13
31 R49 2 1.9
32 R122 2 1.5
33 N64 2 1.6
34 T503 2 1.2
35 P137 2 1.8
36 P109 2 1.7
37 L117 2 1.9
38 T901 2 2.4
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39 T303 2 1.9
40 T406 2 2.3
41 529 2 2.9
42 623 2 2.4
43 410 2 2
44 714 2 1.8
45 630 2 1.9
46 94 2 1.7
47 662 2 2
48 149 2 1.8
49 607 2 1.9
50 704 2 2
51 265 2 1.6
52 729 2 1.4
53 670 2 2.1
54 603 2 1.9
55 634 2 1.5
56 708 2 1.7
57 238 2 1.2
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