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RESUMEN

El presente trabajo de investigacion tuvo como objetivo determinar si la aplicacion
intrauterina de progesterona disuelta en un polimero en el momento de la transferencia del
embridn realizada en novillas o la administracion de 2000 Ul de hCG cuatro dias antes de
la transferencia del embridn, repercuten en las tasas de prefiez frente a un grupo Control
que no recibe ningun tipo de suplementacion exdgena. Para este efecto se utilizaron 3
grupos, el Grupo Control (n=100) que no tuvo ninguna intervencion, el Grupo hCG
(n=086) al cual se le aplicaron 2000 Ul de hCG (hCG; Fertivet Chalver, Colombia) cuatro
dias antes de la transferencia y el grupo Polimero (n=100) al que se le adiciond a la pajilla
que contenia el embrién producido in vitro, una columna con 2,5 mg de progesterona
disueltos en un biopolimero. Los tres grupos fueron sometidos a un proceso de
sincronizacion que iniciaba el Dia 0 con la insercion de un dispositivo intravaginal con
progesterona (DIB 0,5 g, Syntex SA, Argentina) y 2 mg de benzoato de estradiol (BE,
Benzoato de Estradiol, Syntex, Argentina). En el Dia 8 se removieron los DIB y se
administré6 500pg de Cloprostenol (PGF2a; Ciclase DL, Syntex, Argentina), 0,5 mg de
Cipionato de estradiol (CPE; Cipyosin, Syntex, Argentina), 400 Ul de gonadotrofina
Coridnica equina (eCG; SincroeCG, Ourofino, Brasil). ElI Dia 17 se transfirieron los
embriones. Todas las hormonas se administraron por via intramuscular profunda con
agujas calibre 18 x 1.5 y jeringas de 3 y 5 ml. Se tomaron muestras de sangre en el 7 % de
las receptoras, para medir la cantidad de progesterona el dia de la transferencia y los dias
14 y 21 posteriores a la misma. Las muestras fueron tomadas a 7 animales del Grupo
Control, 7 del Grupo Polimero y 8 del Grupo hCG.

En la presente investigacién, se observo que la tasa de prefiez del grupo hCG fue
superior (40,7%) al grupo Control (30,0%) y al grupo Polimero (20,0%), demostrando que
la aplicacion de progesterona intrauterina puede tener un efecto negativo sobre la tasa de
prefiez. El anélisis estadistico demostrd que la Unica variable que influyd en el porcentaje
de prefiez fue el grupo. Ninguna de las otras variables influyd, y no hubo efecto de las

interacciones.

La formacion de cuerpos lateos accesorios que pudieron ser detectados por

ecografia diagnosticada el dia de la transferencia, fue escasa, de 286 hembras transferidas



solo se diagnosticaron 6 cuerpos liteos accesorios, equivalente al 2% de los animales

transferidos.

En cuanto a los niveles de progesterona en sangre se evidencié una caida en los
niveles de esta hormona hacia el dia 14 posterior a la transferencia del embrion, y luego un
ascenso en los niveles de la misma hacia el dia 21. Lo anterior puede constituir una
tendencia interesante a incrementar la progesterona mediante la aplicacion intrauterina,
aunque no es concluyente dada la varianza presentada en los resultados y el tamafio de la
muestra. En promedio el Grupo Polimero present6 unos niveles inferiores (6,2 ng/ ml) el
dia 0 o dia de la transferencia del embrién, a partir del dia 14 se observé un aumento
significativo (7,8 ng/ ml). Los grupos hCG y Control tuvieron un nivel superior (10 a 12
ng/ml) en el dia 0 y una caida mas significativa hacia el dia 14 (6,0 a 7,0 ng/ml) y se

mantuvieron los mismos niveles hasta el dia 21.

Palabras clave: Progesterona, hCG, Transferencia de embriones, tasa de prefiez.



ABSTRACT

The objective of this research was to determine whether the intrauterine application
of progesterone dissolved in a polymer at the moment of the embryo transfer in heifers and
the application of 2000 U of hCG four days before the embryo transfer, affect the
pregnancy rates against a control group that does not receive any type of exogenous

supplementation.

For this effect, 3 groups were used, Group 1 or control (n=100), group that did not
have intervention, Group 2 or hCG group (n=086) to which 2000 IU of hCG (hCG,
Fertivet, Chalver, Colombia) were applied four days before the embryo transfer and Group
3 or Polymer Group (n=100) to wish was added to the straw containing the embryo
produced in vitro, a column with 2.5 mg of progesterone dissolved in a biopolymer, the
three groups underwent a synchronization process that began on Day O with the insertion
of an intravaginal device with progesterone (DIB 0.5 g, Syntex SA, Argentina) and 2 mg of
estradiol benzoate (BE, Benzoate of Estradiol, Syntex, Argentina). On Day 8, the DIBs
were removed and 500 ug of Cloprostenol (PGF2a, Cyclase DL, Syntex, Argentina), 0.5
mg of estradiol cypionate (CPE, Cipyosin, Syntex, Argentina), 400 1U of equine chorionic
gonadotropin were administered (eCG; SincroeCG, Ourofino, Brazil). On Day 17 the
embryos were transferred. All hormones were administered by deep intramuscular
injection with 18 x 1.5 gauge needles and 3 and 5 ml syringes. Blood samples were taken
in 7% of the recipients, to measure the amount of progesterone on the day of the transfer
and on days 14 and 2lafter the same. The samples were taken from 7 animals of the

Control Group, 7 animals from the Polymer Group and 8 from the hCG Group.

In the present investigation, it is observed that the pregnancy rate of group 2 or
hCG Group was higher (40.7%) to group # 1 or Control Group (30%) and to group # 3 or
Polymer Group (20%), demonstrating that the application of intrauterine progesterone can
have a negative effect on the pregnancy rate. The statistical analysis showed that the only
variable that influenced the percentage of pregnancy was the group. None of the other

variables influenced, and there was no effect of the interactions.



The formation of accessory corpus luteum that could be detected by ultrasound
diagnosed on the day of the transfer were scarce. Of 286 transferred females, only 6

accessory luteal bodies were diagnosed, equivalent to 2% of the transferred animals.

Regarding the levels of progesterone in blood, a drop in the levels of this hormone
towards the 14th day after the embryo transfer is evidenced, and then a rise in the levels of
the same towards day 21. The previous thing can constitute a interesting tendency to
increase progesterone through intrauterine application, although it is not conclusive given
the variance presented in the results and the sample size.

On average, the Polymer Group presented lower levels (6,2 ng/ml) towards day O or
day of the embryo transfer, from day 14 it presented a significant increase (7,8 ng/ml). The
hCG and Control Groups had a higher level (10 to 12 ng/ml) on day 0 and a more
significant fall towards day 14 ( 6,0 to 7,0 ng/ml) and the same levels were maintained
until the day 21.

Key words: Progesterone, hCG, embryo transfer, pregnancy rate.
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CAPITULO 1.

INTRODUCCION

Los estudios realizados alrededor del ciclo estral bovino, asi como los avances
obtenidos respecto de técnicas y métodos para realizar procesos de transferencia
embrionaria, han posibilitado el logro de indicadores positivos en materia de tasas de
prefiez. La transferencia de embriones (TE), viene siendo implementada hace cuatro
décadas, con importantes efectos en el aumento del nimero de embriones y terneros, asi
como en la mejora de las caracteristicas deseables del ganado, debido a que dicho método
permite emplear méas eficientemente el potencial genético, tanto de la hembra como del
macho, lo que deriva en mayores posibilidades de desarrollar iniciativas de mejoramiento
genético (Palma, 2001). Adicionalmente, la TE ha comprobado tener otros beneficios
asociados, ha generado utilidades alrededor de la importacion y exportacion de material
genético asi como su almacenamiento a largo plazo, el control de enfermedades no

transmisibles y el favorecimiento de cambios genéticos (Kunkel, 2005).

Estos y otros provechos, han hecho de la produccion in vitro de embriones, una de
las técnicas mas utilizadas y promisorias en materia de reproduccion bovina debido a su
positivo impacto en la productividad de los hatos y en el incremento de los niveles de
rentabilidad de la industria ganadera, ya que su uso ha sido ampliamente extendido con
fines comerciales (Vivanco, 2002). Comparativamente con los resultados de la produccién
de embriones in vivo, la produccién in vitro (PIVE) puede producir cerca de 3,4 veces mas
embriones y alrededor de 3,2 veces mas prefieces en un término de tiempo de 60 dias
(Mapletoft y Hasler, 2005).

La técnica PIVE se lleva a cabo en tres etapas: maduracion in vitro de los ovocitos,

gue son extraidos de los ovarios por puncién folicular, la fertilizacion in vitro de los
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ovocitos madurados, y finalmente, el cultivo in vitro de los embriones (Fair et al. 2000;
2001). En el éxito del proceso influyen aspectos como valor genético del semen y las
técnicas de laboratorio utilizadas, razén por la cual, es un proceso que requiere de

evaluaciones periddicas.

Suplementacion de progesterona

Estudios realizados han llevado a algunos autores a considerar que las bajas
concentraciones de progesterona, en el primer mes de gestacion, inciden en la aparicion de
pérdidas embrionarias tempranas (Bridges et al. 2000; Inskeep, 2004) en razon a que
generan mayor pulsatilidad de la hormona luteinizante (LH) que puede ser estimulante del
crecimiento folicular, este ultimo, deriva en la produccion de mayores concentraciones de
estradiol 17, que puede ser nocivo para el embridn si se da en la fase luteal (Bridges et al.
2000; Inskeep, 2004). Por lo que mayores concentraciones de progesterona, favorecen un
desarrollo embrionario adecuado. Estudios realizados sobre suplementacion con
progesterona después de la inseminacién, reportaron un moderado incremento en el
porcentaje de concepcioén (5,2%) y cuando el tratamiento se iniciaba el dia 6 luego de la
inseminacién, hubo un incremento significativo en la concepcion del 10% (Mann y
Lamming, 1999).

En este orden de ideas, los tratamientos orientados a aumentar las concentraciones
de progesterona en la fase luteal de la vaca, se realizan cada vez con mas frecuencia, tanto
para TE In Vivo, como In vitro, siendo sus efectos positivos en el desarrollo del blastocito,
el mantenimiento de la gestacion con mejores tasas de prefiez, algunas de las razones para
llevarlos a cabo. De acuerdo con Lonergan, et al. (2013) hay una gama amplia de
tratamientos que pueden ser utilizados con este fin, entre ellos, los que aumentan las
concentraciones endogenas después de la 1A, los que aumentan la funcion endogena del
CL existente, los que estimulan la formacion de un CL accesorio o, aquellos que
suplementan la progesterona directamente a través de inyeccion o la colocacion de

dispositivos intravaginales.
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El papel de la progesterona y sus efectos positivos, ha sido asociado directamente a
la funcion endometrial, ya que estudios como los de Clemente et al. (2009); en los que se
realiz6 la adicion de progesterona al medio de cultivo, en procesos de produccion de
embriones in vitro y técnicas de transferencia de embriones in vivo, dicha adicion no
presentd ningun efecto sobre la formaciéon del blastocito, asi como tampoco en la
elongacion, luego de realizarse la transferencia a receptoras sincronizadas. Esto cobra
sentido si se tiene en cuenta que, hasta la etapa del blastocito, el embrién no requiere
contacto con el tracto reproductivo de la madre, de alli que pueda desarrollarse in vitro.
Mientras que la post-eclosion e implantacion del conceptus, si requieren de histotrofos,
sustancias presentes en la luz uterina que provienen del endometrio y que son necesarias

para el crecimiento y desarrollo del embrién.

Otros autores en cambio, (Mann et al. 1999; Thatcher et al. 2001; Okuda et al.
2002), plantean que las concentraciones de progesterona plasmatica tienen una correlacion
positiva con la produccion de IFN-t (interferén trofoblastico) por el conceptus,
proponiendo que a mayor concentracion de progesterona, el embridn cuenta con un medio
mas propicio para su desarrollo; por el contrario, cuando los niveles de progesterona son
insuficientes, el desarrollo embrionario es mas lento (Mann y Lamming, 1999). De alli la
importancia de la progesterona, en la medida en que se considera crucial para el
mantenimiento de la gestacion (Spencer et al. 2007; Lonergan, 2011; Bazer, 2013) porque
su presencia en bajos niveles se asocia a un reconocimiento de la gestacién por parte de la

madre, mucho mas débil.

Estudios como los de Lonergan et al. (2013) han identificado que las vacas que han
mostrado embriones con mejor desarrollo, tienen mayores concentraciones de
progesterona. Otro asunto que evidencia la importancia de la progesterona es la forma
como se ve afectada la capacidad del Gtero de una vaca lactante para apoyar el desarrollo
embrionario (Rizos et al. 2010), lo que no es evidente en vacas posparto no lactantes ni en

novillas, situacion ésta que pudiera estar asociada a las bajas concentraciones de
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progesterona plasmatica y a entornos luminales no adecuados (Maillo et al. 2012). Si bien
se ha demostrado que el conceptus juega un papel importante en las funciones
endometriales, dado que se ha evidenciado que el endometrio de la vaca responde diferente
a cada embridn (Bauersachs et al. 2009; Mansouri et al. 2009), también lo es que las
condiciones del ambiente uterino, entre estas la presencia suficiente de progesterona,

apoyan el desarrollo adecuado del concepto.

En los inicios del desarrollo embrionario, el embrion presenta una dependencia total
de las secreciones uterinas y oviductales, y hay que recordar que éstas son reguladas por la
progesterona (Roberts & Bazer, 1988), por este motivo se han adjudicado algunas fallas de
la concepcidn a las irregularidades identificadas en la funcion del cuerpo lateo (Mann &
Lamming, 1999). No obstante lo anterior, los resultados de los estudios en los que se ha
buscado incrementar las tasas de prefiez a través de tratamientos en los que se administro

progesterona, han tenido comportamientos muy variables.

Segln reportes de Robinson et al. (1989) la administracién de progesterona en
vacas lactantes que se consideraban subfértiles, a través de un dispositivo intravaginal que
libera progesterona que fue insertado entre el dia cinco y diez después de la inseminacion,
encontraron que las vacas intervenidas, presentaron un incremento significativo en el
porcentaje de concepcion, mientras que otro estudio como el de Macmillan et al. (1991)
que realizaron un experimento similar, no mostré resultados favorecedores en vacas y

vaquillas.

La administracién de progesterona se usa, entre otros motivos, porque se ha
identificado que uno de los aspectos que afecta las tasas de prefiez es la incapacidad del
conceptus de impedir la regresion del cuerpo lateo (Robinson et al. 1989). Albihn et al.
(1991) identificaron en vaquillas repetidoras una menor capacidad para evitar la regresion
del cuerpo luteo, en este sentido, la inhibicién de secreciones de prostaglandina, pudieron

mejorar las tasas de prefiez, dado que le darian al conceptus méas tiempo para optimizar su
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desarrollo y establecer de forma mas eficaz el mecanismo de reconocimiento materno de la

gestacion.

En un experimento realizado por Flores, et al. (2013), se intenté probar si con una
inyeccion de P4 en el dia cinco posinseminacion lograba incrementar el porcentaje de
concepcion en vacas lecheras. El experimento mostré que las vacas que recibieron el
tratamiento y las del grupo testigo, no mostraron diferencia alguna en el porcentaje de
concepcidn, sin embargo, las vacas que regresaron al estro, mostraron mayor concentracion
de progesterona y un porcentaje de concepcién mas alto que en el grupo control, lo que
llevd a concluir que la administracién de progesterona no afectd el porcentaje de

concepcidn en el primer ciclo, pero si en el ciclo subsiguiente.

Segln Tovio et al. (2008) la P4 estimula en el Utero las funciones necesarias para
un desarrollo embrionario temprano ya que es la responsable de cambios cuantitativos y
cualitativos en pos de generar un ambiente propicio para la placentacion y el desarrollo
fetal, esto se da por la secrecion de al menos 10 proteinas. Se deriva de lo anterior, que
deficiencias de P4, podrian generar condiciones adversas para el crecimiento,
mantenimiento y supervivencia del conceptus. Por esta razon se han disefiado estrategias
hormonales que no causen luteolisis, dirigidas a que la capacidad secretora de P4 por el
cuerpo luteo sea eficiente, es decir, que se dé de forma oportuna, para garantizar
precisamente un ambiente uterino adecuado para el embrion (Binelli et al, 2001).

Es un poco controversial el tema de la progesterona en relacion a la viabilidad del
embrion de acuerdo al compromiso directo en la funcién del cuerpo lGteo. Por un lado, el
aumento de la concentracion de P4 estimula el alargamiento del concepto (Garrett et al.
1988a; Satterfield et al. 2006; Carter et al. 2008) a traves de cambios bien caracterizados
inducidos en el transcriptoma endometrial (Forde et al. 2009, 2011b) y los cambios

asociados en el histétrofo (Costello et al. 2010; Hugentobler et al. 2010).
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A la inversa, existe evidencia convincente en la literatura de que la administracion
de P4 al principio del ciclo puede comprometer la funcion de la CL, lo que finalmente
conduce a la lutedlisis y la pérdida de embriones (Ginther 1970; Garrett et al. 1988a;
Burke et al. 1996; Pope et al. 1995; Van Cleeff et al. 1996).

Puede ser que la estrategia dirigida a estimular el desarrollo del CL de manera
enddgena (p. ej., la manipulacion del desarrollo del foliculo preovulatorio (Wiltbank et al.
2011) o la administracion de agentes luteotroficos como la hCG (De Rensis et al. 2010;
Lonergan, 2011; Rizos et al. 2012) sea la mas efectiva en lugar de suplementar con P4

exogena.

Formacion de CL accesorios con hCG

Mientras mas grande sea el CL mayor es su capacidad de secretar progesterona
(Baruselli et al. 2010) la cual, como se ha venido planteando, ha sido asociada a mayores
tasas de prefiez. Ademas, participa en el mantenimiento de la gestacion y el desarrollo
embrionario adecuado, lo cual supone que las estrategias orientadas a inducir el
crecimiento del foliculo dominante previo a la ovulacién, asi como la estimulacion del
aumento del CL, pudieran traducirse en un aumento en las tasas de prefiez (Baruselli et al.
2010).

Una de las técnicas para lograrlo, ha sido la administracion de Gonadotropina
Corionica Humana (hCG) para inducir la ovulacién de un foliculo dominante y formar un
CL accesorio. En un estudio realizado por Nascimento et al. (2013), evaluaron los efectos
del tratamiento de hCG post-1A sobre la fertilidad en vacas lecheras lactantes y de forma
posterior y por separado, se realizé el mismo andlisis en vacas Holstein lactantes;
utilizando grupos control de vacas que no fueron tratadas. Se reporté que en general, la
administracion de hCG aumento la tasa de prefiez por inseminacion artificial en un 3,0%.
En la prueba de campo posterior realizada a las vacas Holstein lactantes, también aumentd

la tasa de prefiez por 1A en las vacas tratadas con hCG (40,8%, (596 / 1,460) sobre el grupo
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control (37,3%, 566 / 1,519), mostrando ademas, que el efecto positivo de la hCG estaba

restringido a vacas de primera lactancia.

Otro estudio realizado por Stevenson et al. (2007) reportaron que uno de los
efectos de la administracién de hCG al dia 5-7 luego de la inseminacion, fue el aumento en
el volumen y diametro del CL, lo cual indicaria que causa hiperplasia y/o hipertrofia de las
células luteales. No obstante, su administracion posterior al dia 7, con el fin de reducir
pérdidas embrionarias, no logré modificar la tasa de prefiez evaluada a los 30 dias de la
inseminacion. En un trabajo posterior, los autores utilizaron 2500 Ul de hCG 29 dias luego
de la inseminacidn, y si bien se presentd un aumento del tamafio del CL al dia 35 y de las
concentraciones de progesterona, se evidencidé un aumento de pérdidas embrionarias, los
cuales pueden ser atribuibles a un exceso de progesterona que puede derivar en una

funcion luteal irregular (Pérez, 2013).

No obstante los variables resultados de la aplicacion de hCG, esta hormona tiene
una amplia utilizacion, entre otras razones, se ha comprobado su capacidad de inducir la
superovulacién y de sincronizar el celo (Murphy, 2012). Sin embargo, seguramente el
principal efecto de las gonadotropinas es la accion luteinizante, asi como su facultad de
transformar el cuerpo luteo estral en gestacional, responsable de producir las hormonas
para que la prefiez siga su curso (Dogi, 2005). Estudios han demostrado que con la
aplicacion de hCG en el dia 7 posterior al proceso de inseminacion artificial, se produjo la
estimulacion de CL accesorios, y en consecuencia, se redujo la mortalidad embrionaria

vacuna (Rajamahendran y Sianangama, 1992).

Un ambiente uterino inadecuado se da muchas veces por una comunicacion
inapropiada entre el conceptus y el utero, provocando que las sefiales de prefiez al
organismo materno no se den de forma eficiente y asi puedan generarse los cambios
necesarios para mantener la gestacion (Gomez et al. 2008). Dicha comunicacion es
necesaria para que se de el reconocimiento materno, proceso fisiologico por medio del cual

el embrion informa a su madre de su presencia mediante sefiales moleculares, evitando el

18



mecanismo luteolitico y garantizando la produccion de progesterona para el mantenimiento

de la prefiez (Gomez et al. 2008).

Se realizaron dos experimentos con el fin de establecer si la aplicacion de un
tratamiento con (hCG) al realizar el proceso de inseminacion artificial, mejora la funcion
del CL, encontrando que después del tratamiento, las concentraciones de progesterona
fueron similares, tanto en el grupo control como en el tratado con hCG (Morales Roura et
al. 1998). Los autores tampoco encontraron diferencia en el porcentaje de concepcion de
ambos grupos. Sin embargo, cabe mencionar que este experimento fue realizado en vacas
repetidoras, puesto que, en otras condiciones, se han encontrado resultados diferentes
(Morales Roura et al. 1998). En otro estudio encontraron en vacas bajo estrés caldrico que
la administracion de GnRH durante la inseminacidn, generé un mejoramiento de la funcion
del CL, asi como de la fertilidad (Ryan et al. 1991).

Contrario a estos hallazgos, Martinez et al. (2013), encontraron que la aplicacion de
hCG (1500 Ul) al momento de la transferencia en vacas de doble propoésito receptoras de
embriones, mostraron una diferencia significativa en los porcentajes de gestacion frente al
grupo testigo, demostrando que el tratamiento con hCG al momento de transferir al

embrion incrementa el porcentaje de prefiez en las vacas transferidas.

Segun Yan et al. (2016), la progesterona juega un papel fundamental en la etapa
temprana de la gestacion, indicando que esta hormona produce un aumento general en la
tasa de probabilidades de prefiez. Estos autores realizaron un estudio de metaanalisis con
un modelo de efectos aleatorios binarios univariables en 84 tratamientos especificos
informados en 53 publicaciones que incluyeron vacas de control (n=9905) y tratadas con
progesterona (n=9135). Aunque los resultados de los estudios individuales mostraron
amplias variaciones (de -40% a + 50% de cambios puntuales), el tratamiento con
progesterona produjo un aumento general en la tasa de probabilidades de prefiez
(OR=1,12; P <0.01).
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HIPOTESIS

La administracién intrauterina de P4 el dia de la transferencia embrionaria tiene un
efecto similar o mayor sobre la tasa de prefiez, que el aumento indirecto de P4 mediante la

aplicacion de hCG cuatro dias antes de la transferencia embrionaria en novillas receptoras.

OBJETIVOS

Objetivo general

Determinar si la aplicacion intrauterina de progesterona disuelta en un polimero en
el momento de la transferencia embrionaria y la aplicacion de hCG cuatro dias antes de la
transferencia del embridn, aumentan la tasa de prefiez frente a un grupo control que no

recibe ningun tipo de suplementacion exdgena.
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Objetivos especificos

e Determinar si la tasa de prefiez en novillas receptoras de embriones, en cada uno de
los grupos experimentales, esté relacionada con el biotipo de las mismas.

e Comprobar si la donadora de ovocitos tiene incidencia sobre la tasa de prefiez en
los distintos grupos experimentales.

e Determinar si el semen del toro usado en el proceso de fertilizacion in vitro incide
sobre la tasa de prefiez en los distintos grupos experimentales.

e Estimar si la ubicacidn geogréafica de la finca, tiene relacion con los resultados
alcanzados en cuanto a tasas de prefiez en los grupos experimentales.

e Establecer qué diferencia existe en los tres grupos experimentales en relacion a la
estructura encontrada en los ovarios en el momento de la transferencia.

e Determinar las concentraciones de Progesterona en sangre (ng/ml) en el 7% de los

animales transferidos.
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CAPITULO 2.

MATERIALES Y METODOS

Predios y animales

El presente trabajo se realiz6 en 13 predios ubicados en el Eje Cafetero Colombiano

dedicados a la produccion de leche, carne y algunas ganaderias de doble propdsito. Cuatro

de los predios correspondieron a tropico alto por encima de 1800 msnm y el resto de

trépico medio y bajo por debajo de esta altura.

Tabla 2.1. Predios y condiciones climaticas en los mismos

PREDIO UBICACION ALTURA MSNM TEMPERATURA %
GRADOS °C HUMEDA

D
EL ALTO Neira Caldas 2100 12 75%
LOS ALPES Neira Caldas 2100 12 75%
BELGICA Neira Caldas 1900 14 65%
PINO HERMOSO  Salento Quindio 2050 20 72%
VARGAS Palestina Caldas 1050 24 70%
LA RUIDOSA Palestina Caldas 1050 24 70%
SORRENTO Arauca Caldas 1050 25 70%
MORAVITO Chinchina Caldas 950 25 65%
EL PORTAL Manizales Caldas 2100 14 80%
PLAYA RICA Chinchina Caldas 1400 24 70%
LA PAILA Irra Risaralda 840 26 4%
LA ESPERANZA  Mariquita Tolima 550 27 58%
PUERTO RICO Mariquita Tolima 490 29 58%
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Las receptoras de embriones fueron producto de cruzamiento de Bos Indicus por
Bos Taurus. Dichos animales se encontraban a libre pastoreo, sin suplementacion y

consumo voluntario de sal mineralizada y agua.

En todos los trabajos se realizaron visitas a los predios para realizar los siguientes

procesos:

Visita de evaluacion y vacunacion
Evaluacion de calidad seminal
Visita de sincronizacién
Fertilizacion in vitro

Visita de transferencia

Visita de diagnostico inicial y reprogramacion de receptoras.

Para la seleccion de las novillas receptoras solo se tuvo en cuenta que tuvieran al
menos el 70% del peso adulto (entre 320 y 380 kilos de peso vivo), cruces de razas
europeas e indicas y que estuvieran en buenas condiciones fisicas y sanitarias. No se
califico estado corporal, se evaluaron previamente a la sincronizacion pero no se tuvo en
cuenta calibre de cuernos uterinos o ciclicidad para ser sometidas al tratamiento de
sincronizacion. Para efectos de la investigacion se conformaron tres grupos, un primer
grupo que no recibi6é ningun tipo de tratamiento, denominado grupo Control; un segundo
grupo al que le fue aplicado hCG 4 dias antes de la transferencia y finalmente, el un tercer

grupo al que se le realizd una adicion de P4.

En los tres grupos se partia de novillas de receptoras y se escogian al azar entre 3 -
6 novillas para aplicar la hCG (Sincroecg®Ourofino Brasil), 4 dias antes de la
transferencia de los embriones, igualmente, se determinaban que, igual namero de novillas
iban a formar parte del grupo Control. Si por alguna circunstancia una o varias novillas que
se escogian al azar el dia de la transferencia para ser incluidas en el grupo Polimero y no
eran aptas para ser transferidas pues no tenian un CL, ésta o éstas eran remplazadas por

otrau otras, que cumplieran con esta condicién y completamente al azar entre las que
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quedaran disponibles, y que no formaban parte del grupo Control ni del grupo hCG. Se
midieron los didmetros verticales y horizontales de los CL en el momento de la
transferencia sacando un promedio de las dos medidas y se categorizaron en CL 2, los que
alcanzaron una medida promedio entre 15 y 20 mm y en CL3, los que alcanzaron una
medida de 20 o mas mm. Para dichas mediciones se usaron los ecografos Mindray DP10
Vet (China) y un Aloka Prosaund 2 (Japdn), los dos con sondas lineales y en frecuencia de

5.0 MHz. Los animales fueron manejados, en su gran mayoria, en calcetas y en muy pocos

predios se disponia de brete.

En todas las receptoras y donantes de ovocitos, se hizo una revision previa del plan
sanitario, para enfermedades de control obligatorio, y muy especialmente, en aquellas que
son de orden reproductivo. Para el control de enfermedades reproductivas se aplicaron dos
dosis de Bovisan Total (Laboratorios Virbac) 5 ml subcutaneo, con diferencia de 23 dias
entre las aplicaciones antes de iniciar el tratamiento de sincronizacion. Las novillas que se
confirmaban prefiadas, recibian una dosis de Bovisanlepto 8 (Laboratorios Virbac) a los 5

meses de gestacion.

En los tres grupos, la aspiracién folicular (Ovum Pick up; OPU) se realizé el dia 9
de iniciado el protocolo de sincronizacion de receptoras, ese mismo dia los ovocitos eran
enviados al laboratorio y la fertilizacion de los mismos se realizaba aproximadamente a las

20 horas de haber sido colectados para pasar luego al proceso de cultivo.

Se utilizaron un total de 18 toros de razas Gyr, Holstein, Brahman, Limousin,
Jersey, Bon, Ayrshire en 28 trabajos realizados en 13 predios ubicados en el Eje Cafetero

Colombiano.

Se tomaron muestras de sangre en el 7% de las receptoras transferidas a similar
numero de animales de los 3 grupos de estudio para determinar los niveles de
progesterona, el dia de la transferencia del embrién y los dias 14 y 21 posteriores a la

misma.
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Figura 2.1. Produccion In Vitro
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Figura 2.2. Transferencia de embriones
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Figura 2.3. Receptoras de hembras Limousin nacidas por FIV en la Hacienda Pino
Hermoso

Grupo Control

Este grupo experimental estaba constituido entre 3 y 6 animales escogidos al azar
en la visita de evaluacion previa para cada trabajo, en total se transfirieron 100 novillas que

no recibieron ningun tipo de suplementacion hormonal exdgena.

Las receptoras fueron sometidas a un tratamiento de sincronizacion que iniciaba el
Dia 0 con la insercion de un dispositivo intravaginal con progesterona (DIB 0,5 g®, Syntex
SA, Argentina) y 2 mg de benzoato de estradiol (BE, Benzoato de Estradiol®, Syntex,
Argentina). En el Dia 8 se removieron los DIB y se administré 500ug de Cloprostenol
(PGF2a; Ciclase DL®, Syntex, Argentina), 0,5 mg de cipionato de estradiol (CPE;
Cipyosin®, Syntex, Argentina), 400 Ul de gonadotrofina Coridnica equina (eCG;
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SincroeCG®, Ourofino, Brasil). EI Dia 17 se transfirieron los embriones. Todas las

hormonas se administraron por via intramuscular profunda con agujas calibre 18 x 1.5y

jeringas de 3y 5 ml.
RETIRO DIB
CLOPROSTENOL 0,5 MG
) eCG 400Ul
EB2MG CPE0,5mg

l |

DIB 0,5 GRS TETF

DIAO DIAS DIA17

Figura 2.4. Tratamiento de sincronizacién

Todas las receptoras de este grupo pertenecian a diferentes predios, y eran
transferidas de manera simultanea con los otros grupos experimentales. Dicho experimento
se realiz6 de forma paralela en grupos de receptoras de entre 15 y 25 animales, escogiendo
de este grupo entre 3 a 6 animales. Todas las receptoras fueron evaluadas por palpacion
rectal y ultrasonografia el dia de la transferencia para determinar la presencia o no de CL y
se categorizaron asi: CL2 (CL entre 15y 20 mm) o CL3 (CL de 20 mm o maés), realizando
la medicién del mismo y determinando su calidad, especialmente, si era 0 no cavitario, y
en qué porcentaje aproximado. Luego, se aplicd a la receptora una anestesia epidural con
Xilocaina al 2%; se procedio a transferir el embridn por delante de la curvatura mayor en el

cuerno uterino correspondiente al ovario que poseia el CL.
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Grupo hCG

En este grupo se aplicaron 2000 Ul de hCG (hCG; Fertivet®, Chalver, Colombia)
cuatro dias antes de la transferencia entre 3 y 6 animales por trabajo, escogidas en el
momento de la evaluacion previa. Se hizo la aplicacion en 100 novillas de las cuales 86
fueron transferidas y 14 no respondieron al tratamiento de sincronizacion para poder ser

transferidas la metodologia empleada fue igual para todos los grupos de estudio.

Grupo Polimero

Cabe aclarar que las receptoras de este grupo eran escogidas completamente al azar,
el dia de la transferencia entre las novillas que no habian sido seleccionadas para el grupo
Control o el grupo hCG que fueron escogidas durante la visita de evaluacion. A diferencia
de los grupos anteriores, el dia de la transferencia, se escogieron al azar un numero de
novillas de acuerdo con el tamafio total del grupo y que cumplieran con las condiciones
para ser transferidas con las pajillas que contenian el polimero con la adicion de P4, se hizo
un vaciado parcial de la pajilla y luego, a aproximadamente dos centimetros de distancia
del extremo ovérico del cuerno uterino, se vacio la columna que contenia el polimero de
P4, se utilizd un sistema de bloqueo del émbolo de la pistoleta, para controlar su recorrido
y conocer el momento en que el mismo estaba enfrentado a la columna del biopolimero. En
este grupo se procedi6 empacando el embrién producido por FIV, en una pajilla que
contenia el medio de transferencia y la Gltima columna en el empaque, estaba constituida

por el biopolimero con la adicién de 2,5 mg de progesterona.
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Toma y procesamiento de muestras

Las muestras de sangre se tomaron por puncién de la arteria 0 vena coccigea, en
tubos tapa roja sin aditivos ni heparina. Dichas muestras fueron tomadas en campo y
transportadas al laboratorio a una temperatura de 5 grados centigrados, fueron
centrifugadas dentro de un maximo dos horas de haber sido obtenidas, la centrifugacion se

realizd a 3000 RPM durante 15 minutos. Se ejecutaron luego los siguientes pasos:

1. Se formatearon los pozos de la microplaca para cada muestra.

2. Se depositaron 0,025 ml del suero en referencia en cada pozo.

3. Se adicionaron 0,050 ml de reactivo trazador de progesterona en cada pozo
4. Se adicionaron 0,050 ml de reactivo de biotina de progesterona a todos los

p0Zzos.

5. Se cubrieron las muestras y se incubaron durante 60 minutos.

6. Se decantaron los contenidos de la placa y se seca con papel absorbente.

7. Se lavé luego la placa durante 5 veces con 350 micro litros de buffer de

lavado, decantando y aspirando

8. Se adiciond 0,100 ml de solucion reactivo de sefial de trabajo a todos los
pozos

9. Se incubaron las muestras a temperatura ambiente y en la oscuridad durante
5 minutos.

10. Se leyeron las unidades relativas de luz de cada pozo con un lector de micro

placa para quimioluminiscencia por 0,5 a 1 segundo
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Anadlisis estadistico

Para poder determinar el efecto de las distintas variables sobre los porcentajes de
prefiez se analizaron los datos por regresion logistica, utilizando el PROC GLINMIX de
SAS, con el animal tratado como efecto aleatorio. EI modelo para la proporcion de prefiez
incluyo el efecto del grupo maés el resto de las variables (raza de la donante, receptora,

ubicacién de la finca, estructuras presentes en el ovario), y sus interacciones.

Los resultados de las concentraciones de progesterona al dia 0, 14 y 21 post-
transferencia se analizaron como medidas repetidas en el tiempo, en un modelo mixto
utilizando el procedimiento MIXED de SAS (SAS version 9.2 para Windows, SAS
Institute, Cary, NC, EUA), Incluir cita en la Bibliografia considerando el animal como
efecto aleatorio.

Un valor de p<0,05 fue considerado significativo, mientras que un valor de

0,05<p<0,1 fue considerado una tendencia.
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CAPITULO 3.

RESULTADOS

Los resultados generales en cuanto a embriones transferidos y prefieces logradas, se
describen en la Tabla 3.1. y en la Figura 3.1., se especifican en ellas la totalidad de
embriones transferidos en los tres grupos experimentales. EI nimero de embriones que
resultaron en prefiez y las tasas porcentuales de prefiez, la mayor tasa correspondié al
grupo hCG (40,7%), lo que representa una diferencia estadisticamente significativa
(<0,05).

Tabla 3.1. Tasa de prefiez en los grupos experimentales

Grupo Embriones Prefieces %
Transferidos efectivas
Control 100 31 31,0
hCG 86 35 40,7
Polimero 100 20 20,0

Respecto a la tasa de prefiez por biotipo, se observa una tasa referente al tipo

indicus del 32% frente a una tasa del 27% hallada en el biotipo Bos Taurus.

Pese a existir una mayor tasa de prefiez en el Biotipo Bos indicus, no se encontrd

una evidencia de significancia estadistica al respecto P= 0.4040.
Con la finalidad de profundizar por Grupo con prefiez positiva se procede a

discriminar con la variable biotipo; donde es relativamente mayor el nivel de prefiez en el

tipo indicus, corroborando la observacion anterior. Sin embargo, al revisar por grupo es
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posible determinar que no es consistente la discriminacion, con las relaciones encontradas

en el andlisis de regresion presentado posteriormente.

Tabla 3.2. Distribucion por grupo con prefiez positiva

Grupo Prefladas ~ Taurus  Indicus % Prefiez % Prefiez
Taurus Indicus
Control 31 12 19 38,7 61,3
hCG 35 12 23 34,3 65,7
Polimero 20 8 12 40,0 60,0

Frente a la incidencia de la donadora de ovocitos en la tasa de prefiez, se trabajaron
55 donantes de ovocitos, de las cuales 28 dieron prefieces repartidas en los tres grupos
experimentales, todos los embriones transferidos fueron calidad uno y en grado de
desarrollo entre blastocisto y blastocistos expandidos. EI material genético de las
donadoras y segun la produccion a transferir, formé parte de uno, dos o los tres grupos

experimentales.

Donadorasy prefiezporgrupo

120
100
80
60
40
20

100 100

DONADORAS EMBRIONES PRENECES

ECONTROL ®mHCG = POLIMERO

Figura 3.1. Donadoras y prefiez por grupo
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En relacion con la incidencia del toro en las tasas de prefiez, en los grupos Control

y hCG se usaron 17 toros para el proceso de fertilizacion in vitro en la produccion de

embriones, de las razas Holstein, Gyr, Limousin, Jersey, Brahman, Ayrshire. Para el grupo

Polimero se usaron 13 toros de las mismas razas. Se hicieron en total 286 transferencias

para un total de 86 prefieces, para una tasa de prefiez del 30%.

Tabla 3.3. Incidencia del toro

TORO
CALIVER
LION DIT
PLAINE
DECAF
RABO
VAIDOSO
AVALON
RIC RED
MOGUL
METEOR
DAMONA
0.56
MONTROSS
617-13
VISIONARY
PH UISQUE
FARDO

TRANSF

36
7
3

10

13

24

16

18

26

11
7

22

59
5
4

14

11

286

% DE USO
12,59
2,45
1,05
3,50
4,55
8,39
5,59
6,29
9,09
3,85
2,45
7,69
20,63
1,75
1,40
4,90
3,85

PRENECES

W kP W 00 O N o0 N W P, N

H
w o

86

% PRENECES
22,2
28,6
33,3
30,0
53,8
33,3
12,5
27,8
30,8
27,3
14,3
13,6
32,2
60,0
75,0
42,9
36,4
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En cuanto a la relacion entre la ubicacion geogréafica y las tasas de prefiez se
transfirieron 286 embriones de los cuales 53 fueron transferidos en trépico alto y 233 en
tropico bajo. En tropico alto se dieron 22 prefieces en 53 receptoras transferidas para una
tasa de prefiez del 41,50%. En el tropico bajo se dieron 64 prefieces en 233 receptoras
transferidas para una tasa de prefiez del 27,7%.

En el Grupo Control (100) las receptoras que fueron transferidas (n=100) procedian
de los mismos 12 predios, de las prefieces obtenidas en este grupo (n=31) solo 4
correspondieron a receptoras ubicadas en tropico alto (> a 1800 msnm) y 27 en trdpico
bajo (< a 1800 msnm). En este grupo donde se obtuvieron 31 prefieces, 27 prefieces fueron

en trépico bajo y 4 en tropico alto.

En el Grupo hCG las receptoras que recibieron los embriones (n=86) provenian de
12 predios ubicados en los departamentos de Caldas, Tolima y Quindio, 5 predios en
trépico alto (> 1800 msnm) y los restantes 7 por debajo de esta medida (< 1800 msnm). En
relacién con las prefieces obtenidas (n=35) 24 se dieron en receptoras ubicadas en trépico

bajo (<1800 msnm) y 11 en trdpico alto (> 1800 msnm).

En el Grupo Polimero (100), las receptoras que recibieron los embriones (n=100)
provenian de 12 predios ubicados en los departamentos de Caldas, Tolima y Quindio, 5
predios en trépico alto (> 1800 msnm) y los restantes 7 por debajo de esta medida (< 1800
msnm). En relacién con las prefieces obtenidas (n=20) 13 se dieron en receptoras ubicadas
en tropico bajo (<1800 msnm) y 7 en trépico alto (> 1800 msnm).
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H Transferencias portrépico

41,50%

H Tasa deprefiez
233

27,46%

TROPICO ALTO

TROPICO BAJO

Figura 3.2. Tasa de prefiez segun la ubicacién geografica

En los tres grupos experimentales el 64% de las estructuras halladas en los ovarios

correspondieron a CL3 el 36% restante estuvo representado por diversas estructuras que se

relacionan en la Tabla 3,4.
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Tabla 3.4. Estructuras halladas por grupo

ESTRUCTURA CONTROL

CL30D

CL30lI

CL30D + CAV
CL30I + CAV
CL30D + FOL
CL30I + FOL
CL
ACCESORIOS
CL20D

CL20lI

CL20D + CAV
CL20I + CAV
CL20D + FOL

35
36

g P, PO DN

N O N W

100

%

35,0
36,0
2,0
6,0
1,0
1,0
5,0

7,0
3,0
2,0
0,0
2,0

HCG

35
22

o o1 w NN

O O NN o1 O

%

40,7
25,6
8,1
2,3
3,5
5,8
5,8

0,0
5,8
2,3
0,0
0,0

POLIMERO

32
23

w w A~ W o

11
10

100

%

32,0
23,0
50
3,0
4,0
3,0
3,0

11,0
10,0
1,0
1,0
4,0

TOTAL
GENERAL

102
81
14
11

8
9
13

286

%
GENERAL

35,7
28,3
4,9
3,8
2,8
3,1
4,5

6,3
6,3
17
0,3
2,1

Se tuvieron disponibles 508 novillas receptoras que fueron sometidas al proceso de

sincronizacién detallado en la seccion Materiales y Métodos, 400 respondieron

adecuadamente al tratamiento y a efectos del experimento fueron transferidas 286.

Se obtuvo una tasa de utilizacion de receptoras del 79%, con un dato minimo del
45% y un maximo del 100%.
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Concentraciones de progesterona en sangre los dias 0, 14y 21

En las muestras de progesterona tomadas en sangre pueden notarse unos mayores

niveles iniciales el dia de la transferencia de los embriones, para los grupos Control y hCG

frente al grupo Polimero, sin embargo, hacia el dia 14 posterior a la transferencia de los

embriones dicho grupo muestra un incremento importante mientras los otros grupos

experimentales muestran niveles estables entre los dias 14 y 21 posterior a la transferencia

de los embriones. EI grupo Polimero hacia el dia 21 muestra incluso mayores niveles de

P4,

12,00

10,00

8,00 f

6,00 ™~ =

4,00

2,00

DO D14

D21

- Polimero
HCG

Control

Figura 3.3. Niveles de p4 los dias 0, 14 y 21
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Figura 3.4. Efecto del grupo sobre los niveles de progesterona

Como se aprecia existen 4 datos por encima de 10 ng / ml en el dia 0 para cada uno

de los grupos de estudio, el resto de datos esta por debajo de la linea de tendencia.

En el dia 14 se dieron 4 datos por encima de 10 ng / ml en los grupos hCG (86) y
Control (100), en el grupo Polimero (100) la medicién de P4 estuvo por debajo de la linea

de tendencia.

Para el dia 21 en el grupo hCG (86) se dio una sola medicién de P4 por encima de
20 ng/ ml, en los otros dos grupos (polimero y control) las mediciones estuvieron por

debajo de la linea de tendencia.

39



A la observacién, no se encuentra una relacion entre los niveles de P4 y la prefiez
de las 5 receptoras en las que se tomaron muestras para determinar niveles de P4 y que
luego de la transferencia resultaron prefiadas; dado que s6lo hay un animal en los grupos
Control (100) y Polimero (100), no es viable realizar un analisis en términos estadisticos.

El efecto del grupo sobre los niveles de progesterona no fue significativo, aunque
presentd una tendencia (p=0,1). El dia en que se tomaron las muestras afectd la
concentracion de progesterona (p=0,006). La interaccion no fue significativa, por lo que el
efecto del grupo no vari6 de acuerdo a los dias. Sin embargo, la concentracién de P4 al dia
14 para el grupo con polimero (100) tuvo un valor de p=0,12 comparado con el grupo
hCG.

En la presente observacion se establece un nivel promedio de P4 en el grupo tratado
con polimero relativamente menor que los grupos Control y hCG en el dia de la
transferencia. Para el dia 14 el nivel promedio de P4 es persistentemente menor en el grupo

tratado con Polimero.

El dia 21 se presenta relativa estabilidad en los grupos Control y hCG mientras que
el grupo tratado con polimero presenta un incremento en los promedios de P4, lo que hace

suponer un buen nivel de P4 para el ciclo siguiente.
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CAPITULO 4.

DISCUSION

En el presente estudio se niega la hipdtesis planteada pues la aplicacion de
progesterona intrauterina no mejoré las tasas de prefiez en ninguno de los grupos
experimentales, por el contrario, mediante la aplicacion de hCG cuatro dias antes de la

transferencia de los embriones, se obtuvieron las mayores tasas de prefiez.

Los efectos de la progesterona han sido rebatidos, ya que hay estudios que han
demostrado que los mismos tienen un comportamiento distinto segun el biotipo y el estado
reproductivo (Rizos et al. 2010), poniendo de manifiesto la necesidad de que ademas del
control de los niveles de progesterona, éstos se asocien a otras condiciones que tienen

impacto en el mantenimiento de la prefiez.

En un estudio realizado por (Oyuela & Jiménez, 2010) se administré progesterona
inyectable (P4) en el momento del implante, con el fin de determinar sus efectos, los
animales intervenidos no presentaron ninguna diferencia respecto de aquellos a los que no
se les aplico. Situacion diferente, por ejemplo, de aquellos a los que se les aplico eCG, que,
en el citado estudio, presentaron un incremento estadistico en el nimero de CL. Sin
embargo, es de aclarar, que ello no influyd en las tasas de prefiez, llevandolos a concluir
que el aumento en la concentracion de progesterona no representa necesariamente un

impacto positivo en las tasas de prefiez.

Una situacion similar se presentd con los resultados del estudio realizado por
Barceld et al. (2009), en el que se evidencié que la produccion de progesterona no
representa un aumento mayor en las tasas de prefiez. En el mencionado estudio se
contrastaron los indices de prefiez en receptoras que al momento de la transferencia tenian

CL sélidos, en relacion con aquellas que tenian CL cavitarios sin observar variaciones
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significativas, sugiriendo con ello que el CL con cavidad podria presentar la misma

produccidn de progesterona, sin que esto afecte las tasas de prefiez.

En el presente estudio, se observod incluso, que la tasa de prefiez en el grupo
Polimero, correspondiente a aquel al que se le adiciond P4, resultd més baja que la del
mismo grupo Control (20% vs 30%, respectivamente). En el caso de factores asociados al
biotipo, los tratamientos con progesterona no son definitorios. En un estudio realizado por
Alvarez et al. (2000), en el que se contrastaba la circulacion de estradiol de vacas
Brahman, Angus y Senepol, la comparacion no evidencié diferencias en la maxima
circulacién de estradiol entre éstas, no obstante, se aclara que estas diferencias fueron solo

de tipo numérico.

Por su parte, Segerson et al. (1984) no identificaron variaciones en la concentracion
de progesterona en los CL de vacas Brahman y Angus (75,8 + 11,3 y 65,9 £ 5,3 pg/g de
CL, respectivamente, P> 0,10). No obstante, en otro estudio se identifico que las hembras
Bos Taurus, presentaban mayores concentraciones de progesterona que hembras Bos
indicus y Bos indicus mestizas (Randel, 1976).

La incidencia de la donadora de ovocitos sobre las tasas de prefiez, también
constituye un asunto multifactorial puesto que el nimero de ovocitos recuperables de una
donadora se encuentra condicionado al nimero de foliculos en el ovario y éstos a su vez, se
asocian a la raza y a las condiciones climaticas y nutricionales (Figueiredo et al. 1997).
Estudios como los de Silva-Santos et al. (2011) presentaron entre sus hallazgos que las
vaquillas Bos Taurus e indicus, no muestran diferencias en relacion con la poblacion
folicular que poseen, sin embargo, Quispe et al. (2015) encontraron que las razas Bos
indicus presentan mayor nimero de ondas foliculares. En el estudio que se relaciona en el
presente informe, la donadora de ovocitos no reportd influencia alguna sobre las tasas de
prefiez, de las 55 donadoras utilizadas, 28 generaron prefieces en los tres grupos que se

trabajaron en el estudio (Control, hCG y P4).
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En materia de la relacion existente entre el toro usado y las tasas de prefiez, no se
hallaron diferencias significativas que puedan sugerir que el toro pueda tener una
incidencia en las tasas de prefiez. En el rastreo no se identificd bibliografia que sustente
que haya una relacion toro-tasa de prefiez. Es de anotar que, en el presente estudio, cada
toro no fue utilizado el nimero de veces suficiente como para identificar diferencias

sustantivas que confirmen que el toro tenga influencia sobre las tasas de prefiez.

El clima, como factor ambiental y extrinseco al que estan expuestos los animales,
ha demostrado influir en las tasas de prefiez de bovinos transferidos. Estudios realizados
por Franco et al. (2006) permitieron el hallazgo de diferencias estadisticamente
significativas en programas de inseminacion artificial en novillas de la raza Holstein en
Florida (Estados Unidos), mostrando un mayor porcentaje en los meses de octubre,
noviembre, febrero y marzo, 21,4% (40/187), frente a los meses de mas calor en la zona

que corresponden a mayo y septiembre, 13,5% (39/290).

No todos los estudios reportan resultados que coincidan con la diferenciacion
especificada en el estudio citado, Hasler (2001) reportd que no hay diferencias
significativas estadisticamente en los porcentajes de prefiez de bovinos transferidos en
primavera (68,8%), verano (67,7%), otofio (67,8%) e invierno (68,5%). En el presente
estudio, si bien se not6 un mejor rendimiento en los animales de trépico alto que fueron
transferidos (41,5%), frente a una tasa de prefiez méas baja (27,7%) en aquellos que viven
en el trépico bajo, la diferencia no es la suficiente estadisticamente para aseverar que es un

factor que influencie en las tasas de prefiez.

El CL juega un papel relevante en los procesos de transferencia de embriones, por
la asociacion de esta condicion a la secrecion de progesterona, cuya suficiencia es
necesaria para el mantenimiento de la prefiez. Por esta razon, en los procesos de
transferencia de embriones, se han implementado técnicas orientadas a garantizar que se
forme, a optimizar su tamafio o0 a que se generen varios. Binelli, (2001) realizé un estudio

para elevar la tasa de concepcion en animales transferidos utilizando hCG, GnRH o LH en
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el dia 7 luego del estro con el fin de formar CL accesorios o ejerciendo un efecto
luteotropico adicional propio de la hCG. Los resultados mostraron las siguientes
concentraciones de progesterona (ng/ ml) el dia 13: 4,79 (+/- 2,79), 8,42 (+/- 3,64), 6,07
(+/- 3,09) para GnRH, hCG y LH respectivamente, lo que llevo a concluir que al realizar la
evaluacion postsincronizacion, el tratamiento aplicado con hormonas elevo el nimero de

receptoras aptas para ser transferidas respecto del grupo Control.

Otro estudio comparé cuatro protocolos de sincronizacién en novillas de las razas
Bos taurus y Bos indicus, entre estos, la aplicacion de P4 y de hCG. Dicho estudio no
mostré diferencias entre los tratamientos con o sin progesterona, si bien evidencié una
diferencia estadistica en los grupos tratados con eCG en relacién con la cantidad de CL,
esta condicion no varié las tasas de prefiez pues no mostraron diferencias estadisticamente

significativas entre los 4 grupos contrastados (Nasser et al., 2004).

Otros estudios como el realizado por Baruselli (2001) reportaron relaciones entre el
CL hallado y las tasas de prefiez. En el mencionado estudio, los CL de més de 2 cm de
didmetro, generaron niveles de progesterona de alrededor de 2,44 ng/ml, que representaron
a su vez, tasas de prefiez del orden del 58,0%. Mientras que aquellas que tuvieron CL de
menor tamafio (1,55 cm), produjeron a su vez, niveles de progesterona mas bajos (1,75
ng/ml), y presentaron igualmente, una tasa de concepcion mas baja (41,0%); finalmente,
aquellas que presentaron cuerpos liteos menores a 1,5 cm de didmetro, tuvieron niveles de

progesterona de alrededor a 1,19 ng/ml y una tasa de concepcion del 31% (P< 0,05).

En los tres grupos experimentales se evidenciaron niveles decrecientes de P4 hacia
el dia 14, sin embargo, el grupo Polimero mostro un incremento en dichos niveles entre los
dias 14 y el 21 en relacion a los otros dos grupos experimentales. Lo anterior muestra una
tendencia del grupo Polimero referida en una ascendente concentracion de P4. Los niveles
de P4 han evidenciado ser eficaces en la deteccion de celo, razdn por la cual constituye un
factor importante en el control reproductivo (Plasse et al. 1970). Un estudio realizado por
Aguirre et al. (2006), relaciono la frecuencia de celo, la tasa de fertilidad y los niveles de
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P4 al momento de la inseminacidn artificial en vacas Brahman, en el estudio los hallazgos
no demostraron que existiera una asociacion estadisticamente significativa entre los niveles
de P4 y las tasas de fertilidad (45%). En este sentido, la P4 resulta eficaz para efectos de

control reproductivo, no resuelve por si sola las tasas de fertilidad.

Se ha evidenciado en consecuencia, que tanto el proceso de implantacion del
embrion como el desarrollo del mismo, es una situacion multifactorial en el que confluyen
condiciones de orden exdgeno y endogeno. No obstante esta situacion, es claro que hay
secreciones hormonales que luego de la fertilizacion, favorecen el desarrollo del embrion y
el mantenimiento de la prefiez. Entre estas hormonas, la progesterona tiene un lugar
especial por sus efectos sobre el CL, ademas de estimular en el Gtero, funciones necesarias
para el desarrollo embrionario en sus primeras fases, y genera cambios en el ambiente
uterino necesarios para la sobrevivencia del embrion (Spencer et al. 2007; Lonergan, 2011;
Bazer, 2013).

Hay estudios que han hallado correlaciones entre las concentraciones plasmaticas
de P4 durante el diestro, con la capacidad del embrion de secretar IFN-t, y su consecuente
impacto en el aumento de las tasas de prefiez (Mann et al. 2006). En el presente estudio,
no se hallé una relacién entre los niveles de P4 y la prefiez de las receptoras a las que se les
tomaron muestras para determinar los niveles de P4 y que luego de la transferencia
resultaron prefiadas. Es necesario tener en cuenta que sélo hay un animal en los grupos

Control y Polimero, por lo que aplicarles un analisis estadistico resulta inviable.

En materia del efecto que tienen las receptoras en las tasas de prefiez, los factores
mas importantes son aquellos asociados a las condiciones de crianza, estado nutricional y
manejo sanitario, mas que la raza o categoria (Cutini et al. 2000). Otro estudio ha
demostrado que la procedencia de la receptora tiene un fuerte impacto en las tasas de
prefiez, si la receptora procede del mismo sitio, se habra ahorrado el estrés derivado de la
adaptacion a un nuevo medio en relacion con el clima, la alimentacion, entre otros. Por lo

que es mas favorable que hayan sido criadas en el lugar, obteniendo desde un 10% hasta un
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15% mas de prefieces frente a animales incorporados de forma mas reciente al rodeo
(Alberio, 1993).

Aspectos como la raza de la receptora, también han sido evaluados en ocasiones sin
encontrar diferenciasentre receptoras de razas lecheras (46,0%), carniceras (43,2%) y doble
proposito (43,9%); (Van Wagtendonk-de Leeuw et al. 1997). Sin embargo, otros
investigadores han encontrado que las razas cruzas tienen un mejor desempefio que las
puras y que son preferibles las cruzas continentales por el hecho de ser mas economicas y
por su potencial lechero. Asi mismo, plantean que los animales de origen lechero tienen
mejor desempefio frente a los animales para carne con cria al pie. Argumentando docilidad
y probablemente mayor fertilidad (Broadbent et al. 1991).

El estado nutricional de la receptora es un factor que influye de forma determinante
en todo el proceso reproductivo, encontrando que el contenido energético brindado a la
receptora, juega un papel crucial en los cambios producidos por la transferencia hasta el

momento del parto y el parto-celo (Sreenan & Diskin, 1987).

En el caso del presente estudio, de las 508 novillas receptoras que fueron sometidas
al proceso de sincronizacion, 400 respondieron adecuadamente al tratamiento, y de éstas,
fueron transferidas 286 (100 grupo Control, 100 grupo Polimero y 86 del grupo hCG). Los
resultados del presente estudio no indican que haya algun efecto del tipo de receptora en
las tasas de prefiez, es de notar que no se evaluaron de forma detallada aspectos
relacionados con la procedencia, el nimero de veces que habia sido usada la receptora,
sOlo se exigio que tuvieran el 70% del peso adulto y que estuvieran en buenas condiciones

fisicas y sanitarias.

En el presente trabajo la uUnica variable que tuvo una diferencia estadistica
significativa (P<0,05) en relacion con la tasa de prefiez, fue el Grupo de tratamiento, para

el caso especifico del estudio, el grupo gue recibi¢ el tratamiento con hCG (40,7 % de
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prefiez), otro grupo fue tratado con polimero (20% de prefiez), y se establecié una muestra
de control adicional (30% de prefiez). De otro lado, estudios como los de Hernandez
Cerén & Morales Roura (2001), plantean que los resultados de los tratamientos en que se
induce un CL accesorio, son variables. En el estudio realizado por dichos autores no

encontraron efectos en el tratamiento hCG utilizado posinseminacion.

Para efectos de transferencia de embriones, se ha evidenciado que los tratamientos
que combinan estradiol y dispositivos con P4, derivan en una sincronizacion de la nueva
onda folicular efectiva y la hCG, administrada después de retirado el dispositivo, genera
una adecuada sincronizacion de la ovulacion que lleva a tasas de prefiez aceptables. El
mencionado protocolo produjo una tasa de receptoras transferidas de entre el 80 y el 85%,
y tasas de prefiez del 50%, ademaés de que elimina la necesidad de deteccion de celos, (B6
et al. 2004). Veselinovic et al. (1990) evidenciaron en sus estudios, un aumento hasta del

14% de la tasa de prefiez administrando 1500 Ul de hCG después de la transferencia.

Por su parte, Ellington et al. (1992) utilizaron en sus estudios Buserelina, un
analogo sintético de la hormona liberadora de gonadotrofinas (GnRH), en la evaluacion de
los efectos de dicha hormona, no hallaron efectos luteotroficos de ésta, que mejoraran la

tasa de prefiez del grupo tratado frente a aquel que no recibi6 tratamiento.

En el caso del presente estudio, la aplicacién de hCG se realiz6 4 dias antes de la
transferencia, mientras que la administracion de P4 en forma local se realiz6 al momento
de la transferencia, sin embargo, estudios como los de Yan et al. (2016) evidenciaron por
ejemplo que la suplementacion con progesterona exdgena era beneficiosa si se comenzaba

entre el dia 3 al 7 anterior a la transferencia de los embriones.
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CAPITULO 5. CONCLUSIONES

Frente al modelo de regresion logistica se demuestra que la Unica variable que
interviene en la tasa de prefiez de manera causal y significativa es Grupo. Donde el
conjunto de individuos tratados con hCG presentaron tasas de prefiez superiores frente
al grupo tratado con polimero, resultado que en la prueba de hipotesis fue contrastado

de manera significativa.

El efecto probabilistico de la intervencion con hCG genera un cambio en la
razon de probabilidad de prefiez de 1,505 con respecto al grupo control. Esto evidencia
los efectos positivos y significativos del uso de dicha hormona frente a la tasa de

prefiez.

El efecto probabilistico de la intervencion con Polimero genera un cambio en la
razon de probabilidad de 0,521 con respecto al grupo control, reduciendo de manera

significativa la probabilidad de prefiez.

Desde el punto de vista analitico se logra demostrar que las variables de control
(ubicacion, estructura en el ovario, biotipo de receptora, toro usado en la fertilizacién,
donadora de ovocitos), no determinan las tasas de prefiez, permitiendo que el proceso

sea replicable sin tener en cuenta estas variables.

A partir de los resultados se logra establecer que, en el proceso replicable de
transferencia de embriones, el uso de la hCG incrementa de manera notable las tasas de

prefiez independientemente de las variables descritas.
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Con respecto a la concentracion de P4 en los diferentes grupos se observa una
mayor concentracion en el grupo intervenido con hCG frente al grupo intervenido con
Polimero en el dia 0. Para el dia 14 se mantiene una diferencia relativa favoreciendo al
grupo hCG. Para el dia 21 hay un aumento relativo en el nivel de P4 para el grupo
intervenido con polimero superior al nivel registrado por el grupo de hCG. Lo anterior
puede ser una tendencia interesante, aunque no es concluyente dada la varianza
presentada en los resultados y el tamafio de la muestra, no es procedente concluir al
respecto. Estos hallazgos pueden ser susceptibles de contrastacion aplicando una

muestra mayor.

En general los resultados obtenidos con relacion a las pruebas de P4 son
interesantes, aunque presentan problemas relacionados con la varianza, condicion que no
permite concluir sobre los datos obtenidos y mucho menos generar inferencias. Mas puede

dar via a una siguiente fase de investigacion.
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COSTOS DEL PROYECTO

Tabla 1. OPU — Transferencia y maquila

CONSUMIBLES
Fundas de Transferencia
Xilocaina
Materiales Laboratorio
Campo
Materiales de OPU
Envios Ovocitos y
Embriones
MAQUILA DE
EMBRIONES

GRAN TOTAL

Tabla 2. Valor de los equipos

CONSUMIBLES
Ecografos
Bombas de Aspiracion
Guias de Aspiracion
Estéreos
Bafio Maria
Transportadora Ovocitos
Transportadora Embriones
Pipetas

Cantidad
72
60
27

27
54

359

Cantidad

N P N DD DD DD DNDDN

V/ Unitario
$18.000
$4.500
$55.000

$100.000
$32.000

$60.000

V/ Unitario
$14.000.000
$6.000.000
$6.500.000
$2.000.000
$2.200.000
$6.500.000
$6.800.000
$350.000

V/ Total
$1.296.000
$270.000
$1.485.000

$2.700.000
$1.728.000

$21.540.000

$29.019.000

V/ Total
$28.000.000
$12.000.000
$13.000.000
$4.000.000
$4.400.000
$13.000.000
$6.800.000
$700.000
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GRAN TOTAL $81.900.000

Fuente: construccién propia

Tabla 2. Valor procedimientos

Sincronizacion  Aspiracion  Transferencia Diagndéstico Reconfirmacion Desplazamiento

$11.390.000 $19.200.000 $12.840.000 $11.140.000 $11.140.000 $10.803.500

Fuente: construccion propia
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