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RESUMEN
El objetivo del primer trabajo fue evaluar el efecto de los protocolos de

sincronizacion en la respuesta a tratamientos superovulatorios en ganado de
carne y leche, mientras que un segundo estudio fue evaluar el efecto de la
mastitis sobre la competencia de los ovocitos y la produccién de embriones in
vitro en vacas productoras de leche. En el experimento uno, se utilizaron 22
vacas productoras de carne y leche divididas en dos grupos: 1) Grupo GCV (n=8;
tratamiento convencional) y 2) Grupo DIV+BE (n=14; tratadas con un dispositivo
intravaginal que contenia 1,9 g de progesterona +2 mg de benzoato de estradiol,
entre los dias 10 y 11 de su ciclo estral). Ambos grupos se sometieron a un
protocolo de superovulacion. Se registré el numero de foliculos (FL), cuerpos
luteos (CL) y embriones. El nUmero de FL (GCV=13%1.1 vs DIV+BE=7.5£0.9), el
namero de CL (GCV=12+0.9 vs DIV+BE=10.4+0.7) y embriones recolectados
(GCV=11.7+2.1 vs DIV+BE=6.1+1.0) fue mayor en el GCV comparado con el
DIV+BE en el ganado de carne, mientras que para la vacas de leche el nUmero
de FL(GCv=7.7t1.1 vs DIV+BE=8.0+0.9) y embriones recolectados
(GCV=4.7+0.5 vs DIV+BE=4.0+1.4) fue mejor el DIV+BE comparado GCV. En
cuanto a la produccién de embriones no viables no se encontré diferencias entre
tratamiento ni entre razas. En un segundo experimento se recolectaron
ovocitos de 36 vacas Holstein clasificadas en dos grupos: Grupo | (n=18; vacas
sanas, 226 ovocitos) y Grupo Il (n=18; vacas con mastitis clinica, 165 ovocitos),
del total de ovocitos se obtuvo una tasa de ovocitos maduros del Grupo | de 91
% (205/226) y del Grupo Il de 92% (152/165). No existi6 diferencia significativa,
en cuanto a la tasa de clivaje de ovocitos (Grupo I= 44 vs Grupo 11=50), tampoco
existio diferencia estadistica significativa en la tasa de blastocistos (Grupo 1=14%
vs Grupo [1=20%) ni en la viabilidad de blastocistos (Grupo 1=14 vs Grupo [1=20).
Sin embargo, el total de embriones obtenidos por grupo fue menor en el Grupo |
(13 vs Grupo 1I=15), de la misma manera el promedio de embriones por vaca fue
menor en el Grupo | (0.72 vs Grupo 1= 0.83). Por otro lado, la tasa de embriones
viables en el Grupo | fue mayor en comparacion con el Grupo Il (77 vs 60). Por
esta razon en base a los resultados se concluye que el protocolo convencional
sin progesterona y BE podria igualar o mejorar la tasa de produccién embrionaria

iX



in vivo en vacas independientemente del tipo de produccion (carne o leche), y
que la inflamacion por mastitis no afecta la produccién de embriones en ganado
Holstein cuando son producidos in vitro, sin embargo, si afecta en la produccion

de embriones viables.

Palabras clave: biotecnologias, bovinos, superovulacion, transferencia de

embriones, protocolos, mastitis.



ABSTRAC
The objective of the first work was to evaluate the effect of sound protocols on the
response to superovulatory treatments in beef and dairy cattle, while a second
study was to evaluate the effect of mastitis on oocyte competence and in vitro
embryo production. in dairy cows. In experiment one, 22 cows producing meat
and milk were used, divided into two groups: 1) GCV Group (n=8; conventional
treatment) and 2) DIV+BE Group (n=14; treated with an intravaginal device that
contained 1.9 g progesterone + 2 mg estradiol benzoate, between days 10 and
11 of her estrous cycle). Both groups underwent a superovulation protocol. The
number of follicles (FL), corpora lutea (CL) and embryos produced were
produced. The number of FL (GCV=13£1.1 vs DIV+BE=7.5£0.9), the number of
CL (GCV=12+0.9 vs DIV+BE=10.4+0.7) and collected embryos (GCV=11.7+2.1
vs DIV +BE=6.1+1.0) was higher in GCV compared to DIV+BE in beef cattle, while
for dairy cows the number of FL(GCV=7.7+1.1 vs DIV+BE=8.0+0.9) and collected
embryos ( GCV=4.7 £0.5vs DIV+BE=4.0£1.4) DIV+BE was better compared to
GCV. Regarding the production of non-viable embryos, no differences were found
between treatments or between breeds. In a second experiment, oocytes were
collected from 36 Holstein cows classified into two groups: Group | (n=18; healthy
cows, 226 oocytes) and Group Il (n=18; cows with clinical mastitis, 165 oocytes),
out of the total number of oocytes, a rate of mature oocytes of Group | of 91%
(205/226) and of Group Il of 92% (152/165) was obtained. There was no
significant difference in terms of oocyte cleavage rate (Group =44 vs. Group
[1=50), nor was there a statistically significant difference in the blastocyst rate
(Group 1=14% vs. Group 11=20%). or in the viability of the blastocysts (Group 1=14
vs Group 11=20). However, the total number of embryos obtained per group was
lower in Group | (13 vs Group 1I=15), likewise the average number of embryos per
cow was lower in Group | (0.72 vs Group IlI= 0.83). On the other hand, the rate of
viable embryos in Group | was higher compared to Group Il (77 vs 60). Therefore,
based on the results, it is concluded that the conventional protocol without
progesterone and BE could match or improve the embryonic production rate in

vivo in cows regardless of the type of production (meat or milk), and that



inflammation due to mastitis does not It affects embryo production in Holstein
cattle when produced in vitro, however it does affect viable embryo production.

Key word: biotechnologies. cattle, superovulation, embryo transfer, protocols,

mastitis.
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|. INTRODUCCION
La transferencia de embriones (TE), es una de las biotecnologias aplicadas mas
importante, siendo una de las estrategias que existe en la produccion y
reproduccion bovina, de la misma manera esta biotecnologia nos permite
incrementar la tasa de los animales elite porque es una técnica que se utiliza para
mejorar la capacidad genética del ganado (Hirayama et al., 2019). La TE nos
ayuda incrementar la descendencia de las hembras donadoras de embriones de
alto valor genético de un hato, disminuyendo el intervalo de generacion en
generacion. A si mismo, nos facilita distintas actividades de mejoramiento como
la evaluacion de la raza y asi poder tener una comparacién entre grupos de
animales. La TE es un proceso mediante el cual es recolectado un embrion de
una hembra donante y posteriormente es transferido a una hembra receptora
donde este va a completar su desarrollo (Stroud., 2012). Aun cuando existe una
poca produccion de crias al afio, el impacto es mayor ya que se debe a la calidad
genética de animales producidos (Mapletoft., 2018). Uno de los procesos
biotecnoldgicos que se ha implementado es la superovulacion (SOV), ya que en
este proceso se utiliza protocolos que nos van a permitir embriones viables para
realizar la transferencia alcanzado animales elite. Comdnmente previo a la
superovulacién se realiza una sincronizacién de la onda folicular con el uso de
esteres de estradiol los cuales estan restringidos en su uso en la mayoria de los
paises desarrollados. Sin embargo, estos programas han logrado obtener un
aumento relevante en la produccion de embriones para transferir tanto en vacas
productoras de leche como de doble propésito (Baruselli, 2006; Callejas et al.,
2008). Un problema a nivel mundial es la variabilidad en la respuesta
superovulatoria en las vacas tratadas con gonadotropinas, ya que de un 20 a un
30% de las vacas que son sometidas a los programas de superovulacion no
responden al tratamiento con gonadotropinas (Lonergan et al., 2011; Mogollén et
al., 2013), es por esto que se considera que se deben realizar estudios para
mejorar la respuesta a las gonadotropinas y con ello la producciéon de embriones
in vivo. En el mismo orden de ideas, otra biotecnologia utilizada es la produccién

de embriones in vitro que ha experimentado un gran crecimiento en los ultimos



afios y ha logrado herramientas nuevas para la ciencia que son capaces de
modificar y manipular el genoma de los seres vivos (Fernandez et al., 2007). Sin
embargo, es fundamental mencionar que el desarrollo de embriones bovinos in
vitro muestra una serie de inconvenientes en la productividad y desarrollo de
estos, principalmente aquellos que se producen después el proceso de
maduracion vy fertilizacion de los ovocitos in vitro, sin haber certeza de que el
problema se deba a condiciones no optimas del cultivo de embriones o si es
debido al desarrollo competitivo de los ovocitos maduros y fertilizados in vitro.
Estos dos aspectos pueden ser combinados y producir embriones con desarrollo
atrasado o con presencia de algunas anormalidades, esto tendria como
consecuencia una reduccion en la viabilidad del embrién (Hansen., 2006). Para
realizar esta técnica existen dos formas de recolectar los ovocitos, estos pueden
ser recuperados de ovarios provenientes de mataderos aclarando que en estos
no se puede garantizar una calidad precisa, una elevada tasas de blastocistos y
como tampoco se asegura que los ovocitos provengan de hembras de valor
genético alto (a menos que se cuente con registros previamente), o de animales
vivos a través de una técnica llamada aspiracién folicular Mejor conocida por sus

siglas en inglés, OPU (Ovum Pick-up; Herradon.,2011).

Se considera importante realizar investigaciones sobre mejorar la eficiencia de la
respuesta superovulatoria en vacas sin el uso de estéres de estradiol que estan
prohibidos en paises desarrollados y también se debe estudiar el estado de salud
de las vacas donadoras de ovocitos y su efecto en la produccion de embriones

in vitro.



Hipotesis

El protocolo convencional sin el uso de benzoato de estradiol podria igualar o
mejorar la tasa de produccién embrionaria in vivo en vacas lecheras y de carne y
la inflamacion de la ubre no afecta la produccion de embriones in vitro en ganado

Holstein

Objetivo general

e Evaluar el efecto de los protocolos de sincronizacion en la respuesta al
tratamiento superovulatorio en ganado de carne y leche, y el efecto de la
mastitis sobre la competencia de los ovocitos y la produccion de

embriones in vitro en vacas productoras de leche.

Objetivos especificos

» Evaluar la respuesta superovulatoria de vacas productoras de leche y carne
con protocolo de sincronizacion sin el uso de esteres de estradiol previo a la
superovulacién para la produccion de embriones in vivo.

» Evaluar la competencia ovocitaria para la produccién de embriones in vitro

obtenidos de vacas Holstein con mastitis clinica



II.LREVISION DE LITERATURA

2.1 Regulacién neuroendocrina del ciclo estral

Los animales de la especie bovino son poliéstricos continuos porque sus ciclos
estrales son cada 21 dias (un promedio de 17 a 24 dias). Este se regula por la
hormona liberadora de gonadotrofina (GnRH) a través del eje hipotalamo-
hipofisis- gbnada, donde es liberada las hormonas foliculo estimulante (FSH) y
(LH) entre otras. La GnRH se produce en las neuronas e la zona ventromedial y
del area preoptica del hipotalamo. Esta es secretada de dos maneras: una se da
desde el centro ténico del hipotalamo en secrecion pulsétil o ténica y la secrecion
de GnRH que con anterioridad se decia que era directamente estimulada por
estradiol (E2), aunque hoy en dia se conoce que las neuronas que secretan la
GnRH no cuentan con receptores para estradiol por lo que es poco probable que
se dé una secrecion directa (Colazo, 2017). El estradiol se incrementa por el
foliculo preovulatorio e induce un pico de GnRH a través de la kisspeptina, lo que
permite el comportamiento estral de las hembras (Stevenson, 2007).
Posteriormente, la ovulacion ocurre a las 27 horas promedio (Colazo, 2017). De
esta manera este conjunto de hormonas funciona por un sistema de
retroalimentacion positiva y negativa siendo esta la forma de guiar el ciclo estral
en el ganado bovino (Stevenson, 2007).

2.1.2 Fases del ciclo estral

El ciclo estral de la vaca consta de dos fases, la folicular y la luteal; en la fase
folicular del ciclo estral las concentraciones de progesterona son bajas debido a
la regresion del cuerpo luteo (CL), durante la fase luteal estas concentraciones
comienzan a aumentar lo cual ocurre durante los primeros 3 a 4 dias lo que
corresponde al metaestro y durante esta etapa se da la formacion del CL.
mientras que en la etapa del diestro hay un cuerpo Iiteo maduro y existe aumento
en la concentracion de progesterona en sangre por la cual nos ayuda a mantener
la prefiez 0 empezar un nuevo ciclo (Niswender et al., 2000).

En la etapa del diestro existe crecimiento folicular en el ovario, pero estos

foliculos no logran ovular por que la progesterona a través de una



retroalimentacion negativa sobre la GnRH solo va a permitir la secrecion de LH
en forma de pulsos y con mayor amplitud, pero de menor frecuencia (3 a 4 horas)
siendo no favorables para que no se dé una ovulacién de un foliculo dominante
(Rahe et al., 1980). De 12 a 14 dias posteriores de exposicién a niveles altos
séricos de progesterona, existe una regresion del CL en respuesta a la PGF
secretada por el utero llegando al ovario mediante un mecanismo de contra-
corriente (Ginther.,1974) y de esta manera se da el inicio del proestro (Colazo,
2017).

2.1.3 Dinamica folicular

La dinamica folicular esta influenciada por varios factores, entre los cuales el
eje hipotalamo-hipdfisis-ovario-uterino juega un papel importante en la
regulacion hormonal, la dindmica folicular surge a partir de la primera semana de
desarrollo embrionario y al nacimiento de la hembra posee un pool de foliculos
que utilizara a lo largo de su vida (Lucy et al., 1992). La dindmica folicular en las
vacas es un proceso continuo que ocurre durante el ciclo estral de cada vaca,
con el crecimiento y degeneracion del foliculo antral que conduce al desarrollo
folicular y la preovulacion, generalmente puede ocurrir entre una a cuatro ondas
de crecimiento y desarrollo folicular, con un promedio de tres a cuatro oleadas,
donde el foliculo preovulatorio se manifiesta en la uUltima onda (Delgado et al.,
2011). Cada oleada folicular esta precedida por un aumento de FSH, ya que esta
activa el crecimiento sincrénico en un grupo de pequefios foliculos de 3 a 4 mm
de didmetro, estos foliculos pasan por etapas importantes, donde un foliculo
seleccionado continua su crecimiento y su diferenciacion para posteriormente
convertirse en foliculo dominante, mientras que los otros (foliculos subordinados)
se atresia (Bo, 2002; B6 et al., 2011). El foliculo dominante dura de cuatro a seis
dias y ovular, o sufrir atresia, dependiendo de la etapa que este el ciclo estral,
cuando el foliculo dominante ovula, el cuerpo luteo se forma y produce altos
niveles de progesterona, que es esencial para preparar el Utero para la prefiez y

promover la implantacion (Corrales et al., 2018), pero, si el foliculo dominante



sufre atresia, los niveles de FSH aumentan, provocando la aparicion de una

nueva oleada folicular (Adams et al., 1992).

2.2 Anatomia del aparato reproductor de la hembra
Los 6rganos que componen el sistema reproductor de la vaca son genitales

externos, vagina, cérvix, cuernos uterinos, oviductos y ovarios (Figura 1).

VISTA DORSAL

VISTA LATERAL

Carunculas

Cusmo ern

Figura 1. Esquema del aparato reproductor de la hembra bovina (Tomado de
UF/IFAS., 2016)

La funcion de los ovarios son exocrinas (liberan el ovulo) y endocrinas
(esteroidogénesis), los oviductos se encargan de la hiperactivacion, fertilizacion
y del desarrollo temprano de la pre implantacion, el Utero es el medio de
transporte de los espermatozoides desde donde son depositados hasta el sitio
de la fertilizacidon del oviducto, el cuello uterino esta va facilitar el transporte de
los espermatozoides con ayuda del moco cervical hacia la cavidad uterina y va
actuar como reservorio de los espermatozoides y por ultimo la vagina es el

organo copulador donde se depositan los espermatozoides (Hafez., 2002).

2.3 Protocolos de sincronizacion del ciclo estral
Muchos son los trabajos que existen sobre protocolos de sincronizacion del ciclo

estral pero aun existen factores limitantes de la actividad estral, y en ocasiones



con resultados variables en la sincronizacion del estro o de la ovulacion. Los
protocolos se utilizan regularmente en los programas de inseminacion artificial en
momentos que se trabaja a tiempo fijo (IATF) (Colazo et al., 2007) y también han
resultado eficaces para sincronizar las ondas foliculares previo a la
superovulacion en los programas de produccion de embriones in vivo, ya que se
busca que al incorporar los protocolos de sincronizacién estos sean viables 'y
faciliten el mejoramiento genético y aumenten la eficiencia en el control del ciclo

estral en el ganado (Baruselli et al., 2015).

2.3.1 Tratamiento convencional previo a la superovulacion.

El protocolo de denominado convencional, es el tratamiento con gonadotropinas
gue se inicia a mitad del ciclo (8 a 12 dias después de la ovulacion), coincidiendo
aproximadamente con la aparicion de una segunda oleada folicular en vacas que
tienen ciclos de dos o tres oleadas foliculares (Ginther et al.,1989). En este
planteamiento se tiene la necesidad de realizar la detencién del estro de las vacas
donantes antes de iniciar los tratamientos con gonadotropinas ya que existe una
gran variacion individual en el momento preciso de la segunda onda folicular. Los
tratamientos SOV debe iniciarse un dia anterior a la aparicion de la onda folicular
antes de que los foliculos subordinados comiencen el proceso de atresia (Adams,
1994; Bo et al., 1995). Esto se debe a que se sabe gue la presencia de un foliculo
dominante durante los tratamientos de SOV reduce la respuesta y el rendimiento
embrionario (Kim et al., 2001).

2.3.2 Tratamiento con combinacion de progestagenos y estradiol previo a
la superovulacion.

El tratamiento combinado de estradiol mas progesterona han sido ampliamente
utilizados en programas para sincronizar los ciclos estrales en bovinos durante
mas de 20 afios (Macmillan y Burke, 1996; B6 y Baruselli, 2002). Este
es uno de los principales tratamientos utilizados para la IATF en bovinos (B6 et
al., 2018). Se basan en el uso de un dispositivo intravaginal (DIV) impregnado
con progesterona al inicio del tratamiento junto con benzoato de estradiol (BE)



(para sincronizar la oleada folicular), 7, 8 0 9 dias después es retirado el DIV al
mismo tiempo se acompafia con una aplicacion de prostaglandinas (esto va a
asegurar la luteolisis) 48 a 54 horas posteriores GnRH, para que dentro de las
72-84 horas la eliminacion del DIV y asi lograr obtener una ovulacion sincronizada
(B6 et al., 2002; Martinez et al., 2002). Una combinaciéon de estradiol y
progesterona funciona para suprimir la FSH. Por lo tanto, se puede lograr un
mejor control de la secrecidon de gonadotropinas y, por lo tanto, de la dinamica

folicular cuando ambos esteroides se usan juntos. (Bo6 et al. 1994).

2.4 Superestimulacion ovérica

La superestimulacion ovarica es denominada SOV y es el aumento fisiologico del
namero de ovulaciones que se obtiene de la misma especie, y esta se da por
causa de la administracion de gonadotropinas. En bovinos, se considera una
respuesta significativa cuando ocurre mas de dos ovulaciones. En este sentido
la SOV se debe complementar con un programa 6ptimo de inseminacion artificial
usando semen de excelente calidad (Palma, 2001).

Existen investigaciones sobre la actividad bil6gica de las gonadotropinas esta va
depender de la actividad de la FSH y LH, se pueden utilizar tres tipos de
gonadotropinas para inducir la superovulacion, gonadotropina de extracto de
pituitaria de cerda y otor animales domésticos, la gonadotropina coriénica equina
(eCG) y la hormona coriénica Humana (hCG) (Mapletoft et al.,2002; Murphy,
2018).

Se estima que la vida media de la FSH en vacas En promedio es de 5 horas, por
lo que se administra dos veces al dia para lograr una superovulacion exitosa y
por ende obtener una excelente cantidad y calidad de embriones. Por lo general
la FSH es administrada en un rango de 4 a 5 dias (dos veces por dia AM y PM).
A las 48 o 72 horas de iniciado el tratamiento se aplica prostaglandinas de esta
manera se induce la luteolisis, y entre 36 y 48 horas se produce el celo seguido

de la ovulacién a las 24 y 36 horas (Mapletoft et al., 2002).



2.4.1 Protocolos de superovulacion en bovinos

La respuesta a los tratamientos sigue variando ya que es dificil predecir una
buena respuesta a ellos. Esto se da por que se trabaja con organismos vivos que
aun siendo de la misma especie llegan a tener variables respuestas fisioldgicas
y se afrontan a un medio que también puede ser parte influyente en la respuesta
del mismo animal (Mapletof et al., 1994).

Como todo proceso estos protocolos tienen sus limitaciones como son: 1) la
deteccidn de un calor de la vaca donante para poder establecer un “estro base”
para desarrollar el del protocolo que se desea establecer. 2) Desarrollo de ondas
foliculares y momento adecuado para iniciar el tratamiento de SOV. 3) la
necesidad de detectar el estro en tiempo y forma para la IA. 4) Entre el 20 al 30%
de las vacas donadoras no responden al tratamiento de SOV (Baruselli et al.,
2006).

La SOV consiste en la produccién de un gran nimero de embriones que tengan
las cualidades de poder ser transferibles y por consecuencia nos conlleve a tener
una alta probabilidad de prefiez. A un que la respuesta que se obtiene a través
de estos tratamientos puede ser variables y esto se debe a que se trabaja con
organismos bioldgicos a un que sea de una misma especie se obtienen

respuestas variables (Mapletof et al.,1994).

2.4.2 Algunos factores que afectan la superovulacién

A pesar de muchos afios de investigaciones sobre tratamientos superovulatorios
para transferencia de embriones, aun existen muchas limitaciones que afectan
los procedimientos para obtener mejores resultados, ejemplo de ello es la
variabilidad de la respuesta superovulatoria que existe entre donantes de
embriones (Surjus et al., 2014). Hay varios factores que pueden afectar la
respuesta de SOV como en la produccion de embriones, estos pueden ser
clasificados en intrinsecos y factores extrinsecos dentro de los primeros se
consideran los fisioldgicos como son raza, edad, condicién corporal, estado de

salud como reproductivo etc. A un que se consideran externos el tipo, dosis y
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pureza de las hormonas utilizadas. El método y lugar de aplicacién, la duracién y

la estacion del afio (Mogallén et al., 2013).

2.4.2.1 Estrés caldrico

Es el proceso por el cual los animales no cuentan con la capacidad de disipar el
calor y mantener su equilibrio térmico (Sammad et al., 2019). Y esto es debido a
las temperaturas altas y la humedad en el ambiente, a la radiacion térmica y a al
calor metabolico principalmente las vacas productoras de leche (Jeenali et al.,
2019). El estrés caldrico afecta directamente sobre los procesos biolégicos y es

directamente sobre la tasa de concepcion en las vacas (Sartori et al., 2002).

Se ha documentado que el estrés caldrico tiene efectos directos o indirectos
sobre el aparato reproductor sobre todo en el eje Hipotdlamo-pituitario-ovarico
(Wolfenson y Roth, 2019; Roth, 2021). Existen estudios que demuestran que un
aumento en la temperatura corporal puede afectar directamente alterando la
dindmica folicular de manera particular en el reclutamiento, seleccion de foliculos
primarios y asi afectar el crecimiento de un foliculo dominante o preovulatorio
(Roth, 2008 y Edwards et al., 2009). El estrés calorico también nos afecta en la
funcién folicular causando una baja produccién de la hormona esteroidogenicas
de los foliculos (Bandinga et al., 1993), esto se da por la disminucién de la
actividad en la enzima aromatasa sobre la célula de la granulosa y por una baja
concentracion de estradiol en el liquido folicular del foliculo dominante

(Roth,2015). Y esto se puede asociar con la poca expresion de celo en la vaca.

2.4.2.2 Claudicacion

Se ha documentado en un par de trabajos comparando la existencia de una baja
fertilidad en vacas altas productoras de leche con y sin problemas de claudicacion
(Fourichon et al 2000, Meléndez et al 2003). Sin embargo, existen reporte de que
las vacas con problemas de claudicacion independientemente del factor
muestras muestran intervalos mas largos desde el parto hasta el primer servicio
y la concepcion (Meléndez et al 2003, Hernandez et al 2005). Y esto se relaciona

con el balance energético negativo, el dolor y la insuficiencia hormonal, el retraso
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en la ciclicidad, mayor incidencia de quistes ovaricos y esto conlleva a una

reduccion de la ovulacién (Garbarino et al 2004; Morris et al 2009).

Por lo tanto, en base a estudios han desmostado que la laminitis es un factor que
se clasifica como una de las causas de ser mas dafiina para el desempefio

reproductivo que otras lesiones en la pezufa de los bovinos (Mellado et al 2018).

2.4.2.3 Inflamacion

Desempefia un papel muy importante y esencial para la reproduccion exitosa de
las vacas ya que los procesos inflamatorios estan asociados en cada proceso de
la fertilidad (ciclo estral, ovulacion, desarrollo del cuerpo luteo, lutedlisis), prefiez
prematura, (reconocimiento materno de la prefies) e involucién uterina posparto
(Chastant et al 2018). Los mediadores de la inflamacién como es el cortisol,
citoquinas, interleucinas, Prostaglandinas F2a y el 6xido nitrico ocasionan una
baja secrecion de hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH) y en
consecuencia existe una disminucion de la secrecion de la hormona
gonadotropina (FSH), y la hormona luteinizante (LH) y a si mismo hay una

disminucién en los niveles de estradiol (Schrick et al.,2001; Hansen et al.,2004)

La inflamacién excesiva o persistente tiene un efecto deletéreo sobre la fertilidad
y esto es debido a las citoquinas en la circulacién general, los ovarios, el Gtero y
los embriones pueden estar algo contaminados por sitios distantes como mastitis,
inflamacion podal, inflamacion digestiva todas muy prevalente en vacas lecheras.
Todas estas enfermedades inflamatorias afectan muchos avances en los
procesos reproductivos como son: la sintesis de GnRH y LH, la foliculogénesis,
la esteroidogensis folicular, la calidad de los ovocitos, la ovulacién, la expresion
del estro, la calidad y la vida util del cuerpo IUteo, la fertilizacion el desarrollo y

supervivencia del embrion (Ribeiro et al., 2017).

2.4.2.4 Mastitis

La mastitis de forma natural provoca un desempeifio no favorable en el
funcionamiento reproductivo en las vacas, esto es debido a las endotoxinas como
polisacaridos que generan las bacterias gram negativas que produce la mastitis

ayudan a la sintesis de prostaglandinas y eleva el nivel de cortisol (Sugino,2006).
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De esta manera provoca alteraciones en el eje hipotalamo-pituitario en la baja
secrecion de hormonas responsables de la maduracion de los ovocitos, la

ovulacion y la formacion de cuerpo lateo (Schick et al., 2001).

También es caracterizada por cambios fisicos, quimicos y generalmente
bacteriol6gicos en la leche, ademas de provocar alteraciones patolégicas en los
tejidos de glandula mamaria y en lo reproductivo (Sharma, 2007). La activacion
de la respuesta inflamatoria en la ubre conduce a ciclos estrales anormales,
también anovulaciones en el estro, fracasos al momento de la fertilizacion o
muerte embrionaria (Moore et al 2005). Estas moléculas bioactivas que existen
en la glandula mamaria de la vaca que se encuentra afectada por mastitis (TNF-
a, NO, and PGF2-a entre otros) son liberados al torrente sanguineo teniendo la
capacidad de alterar los tejidos que estan involucrados en la reproduccion, como
el ovario, hipotdlamo, y endometrio (Nugent et al 2002; Herath et al 2007; Herath
et al 2009). De la misma manera, el crecimiento de los foliculos, desarrollo de
los ovocitos y embriones también se ven afectados por la accién de estas toxinas
(Soto et al 2003; Herath et al 2007).

2.5 Situacion actual de la produccién de embriones en bovinos

Segun el Comité de Recuperacion de Datos (DRC, por sus siglas en ingles) de
la Sociedad Internacional de Tecnologia de Embriones (IETS, por sus siglas en
ingles) que se encarga de recopilar, organizar y publicar las estadisticas de la
industria de embriones en animales domésticos de granja, esta muestra datos
sobre las actividades globales relacionadas con la recoleccién y transferencia de
embriones in vivo e in vitro en Europa y América de acuerdo a una exhaustividad
de los datos de TE de estas regiones permitiendo a si la caracterizacion de las
principales tendencias de la industria de ET a lo largo de los afios. La produccion
total de a nivel mundial de embriones bovinos de leche como de carne (Viana,
2019).

2.5.1 Produccion de embriones in vivo
Esta técnica fue desarrollada en los afios setenta y se basa basicamente en la

superestimulacion ovarica, lo que hace que la hembra donante ovule varias
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veces en lugar de una sola ovulacion que tiene de forma natural. Las hembras
son inseminadas y los embriones son desarrollados en el Utero siete dias
posteriores son extraido por medio de un lavado uterino que es realiza siete dias
después de la ultima inseminacion artificial como se muestra en la figura
(Machaty et al., 2012).

Los embriones extraidos se pueden transferir a una hembra receptora que lleve
la gestacion a buen término o se criopreservaran para su uso posterior. De
estos procesos, la  congelacion es la mas adecuada para los
embriones obtenidos in vivo.

Al principio este procedimiento de extraccion y transferencia de embriones se
realizaba quirdrgicamente. Después de los afios ochenta se realizan
procedimientos de lavado y transferencia no quirdrgica (via transcervical)
permitiendo la difusion de la técnica. Segun datos de la IETS (“International
Embryo Transfer Society”) has el 2021 esta técnica ya fue superada por
produccion in vitro de embriones ya que informo que la produccion in vivo fue de
361.728 embriones obtenidos in vivo contra 1.200.000 obtenidos mediante la
técnica de produccién de embriones obtenidos in vitro (Viana., 2021).

Sin embargo, existen trabajos donde nos mencionan que en la transferencia de

embriones el porcentaje de fertilidad oscila de 50 a 60% con embriones frescos

y 40 a 50% con embriones congelados (Zarate et al.,2018).
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Figura 2. Esquema de proceso de recoleccion de embriones con la técnica de
lavado uterino (tomado de Robertson et al.,2015).

2.5.2 Produccién de embriones in vitro

Es una herramienta en los programas de TE para el mejoramiento genético en el
ganado bovino, el cual consiste en aprovechar los ovocitos de las vacas de alto
valor genético e incluso de animales sacrificados, independientemente del fin
zootécnico (produccion de leche o produccién de carne) por medio de aspiracion
folicular guiada Ovum -Pick Up (Pontes et al., 2010; Blondin, 2017). La industria
productora de embriones IETS (“International Embryo Transfer Society”) en el
2021 informo que se han producido un mayor récord en embriones bovinos
producido in vitro (1.200.000) a superando a los embriones que se producen in
vivo (361.728) esta tendencia se observo por primera vez en 2016, basado en
datos de paises de todo el mundo que informan voluntariamente al IETS (Viana.,
2021). Los ovocitos o0 los ovarios que son recuperados son trasladados al
laboratorio, estos se encuentran en un estadio inmaduro y deben ser madurados
in vitro en el laboratorio para estar en condiciones de ser fecundados. Con una

dosis de semen de alto valor, se puede generar un gran nimero de embriones.
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Los embriones obtenidos son cultivados en una incubadora, siete dias
posteriores (edad del embrion bovino) pueden transferirse a una vaca receptora
o criopreservarce para transferirlos en un momento especifico (Fernandez et al.,
2007). Es importan resalta que los embriones que se producen in vitro parte de
animales que no han sido tratados hormonalmente a diferencia de la produccion
in vivo, de la misma manera se requiere de menor dosis de semen para la
inseminacion (in vivo) que para la fecundacion (in vitro) y el costo es mayo en la

produccion in vivo.

2.6 Ventajas y desventajas de la transferencia de embriones en bovinos
2.6.1 Ventajas de la trasferencia de embriones

La ventaja de esta biotecnologia es basicamente obtener una descendencia de
genética superior, disminuir el riego de contagio de enfermedades infecciosas y
a si mismo en lo reproductivo de las hembras donantes. Otra ventaja en el uso
de vientres de animales sanos pero que carecen en cuanto a genética (Bo et el.,
2002). También nos permite intercambiar genética a nivel nacional e internacional
realizando la incorporacion de razas que no existan en algun pais e incluso el
trasporte de hatos completos en forma de embriones congelados. De la misma
manera nos permite tener mas de una decendencia por cada embrién e incluso
nos permite emplear vacas donantes con alto valor genético que sean de edad
avanzada o que constantemente sufran de algunas enfermedades infecciosas
(Mastitis, cojeras etc.) mediante una receptora sana para poder tener crias sanas
de alta calidad y con excelente genética (Brito.,1999).

2.6.2 Desventajas de la transferencia de embriones

A si como se puede obtener progenie con rasgos deseables (leche y carne)
provenientes de animales con valor genético alto, también se pueden aumentar
con facilmente las caracteristicas indeseables de animales que no son aptos para
introducir en un programa de TE. Por ello, es importante conocer el uso de dichas
técnicas y recibir asesoramiento de personal capacitado para efectuarlo; otra
desventaja es que debe ser evaluada la variabilidad que presentan los animales

en materia de resultados antes de la aplicacion de esta técnica, en tales
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programas la disponibilidad de hembras receptoras ideales es baja y el costo de
las hormonas para controlar el ciclo estral del animal y las ovulaciones multiples
es alto. Otro inconveniente es la necesidad de personal capacitado (técnico) para
evitar una disminucion en la eficiencia de la técnica, ya que sus resultados
pueden variar (B6., 2003). Otra desventaja es la variacion en la calidad de los
embriones que conlleva la aplicacion de este tipo de técnica, aunado y
considerando que entre un 20 a 30% de las donantes de embriones no responden
a los tratamientos con hormonas gonadotropinas en caso de SOV, la variabilidad
de esta respuesta dependera de cada individuo y a los factores involucrados a la
dindmica folicular en los animales (Baruselli et al.,2006; B6.,2018). Y esto hace
gue no se tenga éxito en la recuperacion de embriones que se puedan ser

transferibles.

2.7 Seleccion y manejo de la vaca donante y receptora de embriones

2.7.1 Donadora

Es probable que el criterio de seleccion para los animales que van hacer
utilizadas como donadoras difieran segun el motivo por el que se realiza la TE.
Esta seleccion se debe basar cuando menos en tres puntos de vista que son los
mas importantes: Excelencia genética, amplitud reproductiva y el valor de la
progenie en el mercado (Fufa et al.,2016). Ademés, las hembras
seleccionadas como donantes de embriones deben tener ciclos estrales
regulares desde su etapa reproductiva, que no alla requerido mas de dos
inseminaciones por concepcion, sin defectos de conformaciéon o genéticos
detectables y de entre 3 a 10 afio de edad, sin alteraciones patolégicas en el
aparato reproductor (quistes, adherencias, infecciones, etc.) con buena condicién
corporal, en promedio 3 a 3.5 en una escala de 1 a 5 (Alberio., 2001). La hembra
donante debe tener una alimentacion balanceada antes de realizar los procesos
de SOV, donde se debe pretender la administracion de forrajes que brinden al
animal nutrientes necesarios para que le permita cumplir con las funciones
reproductivas, de la misma manera incorporar ciertos productos como vitaminas
y minerales que proporciones al animal adecuados niveles de energia

(Gomez,2005). De esta misma manera, es necesario determinar que la hembra



17

donante tenga un periodo posparto promedio de 60 dias para poder garantizar
una efectiva involucién uterina y tenga una buena respuesta en sus ciclos estrales
(Gonzalez.,2001).

2.7.2. Receptora

Debe ser una hembra que debera tener la capacidad de recibir el embrion y
llevarlo a buen término. En efecto debe tener un buen tamafio en forma general
y debe estar sana reproductivamente, con buena capacidad dependiendo del
propdésito que este sea (productora de leche o productora de carne). Otra de las
cosas con lo que debe contar una buen a receptora es la edad, es mejor una
vaquilla que una vaca que ya alla tenido un parto ya que la vaquilla permite tener
mejores resultados en la taza de prefiez que una vaca adulta, sin embargo
probablemente se enfrentaria con dificultades durante la gestacion, el parto y la
lactancia y esto nos conlleva a tener resultados al final muy inferiores a las de
una vaca adulta, estas que se conoce su historial reproductivo, sumando tener

menos complicaciones en el parto hace gque estas sean los animales de eleccion.
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ABSTRACT

The sim of this study was to evaluate the superovulation response of Beef and Dairy donor cows 0 two
different follicular emergence synchromztion protocols. Twenty-two beef and dairy cows were divided imto two
groups: Conventional growp (o8} four Hobsteins and four Charolais cows between days 10 and 11 of their estrous
cyche and IVD+EB group (o= 14) with six Holsteins and cight Charolais cows treated with an istravaginal device
(IVD) contamning 1.9 g of P4+2 myg of estradiod benzoate (EB) between days 10 and 11 of their estrous cycle. The
superovalation protocol consisted of intrmmuscular application of pFSH twice a day for fowr days, in deareasing
doses (850 IU for Dasry cows and 300 U for Beef cows). The namber of follsches (13£1.1 vs. 7.5:0.9) and embryos
collected (11.722.1 vs. 6.121.0) were significantly affected by the treatment in the Beef cows b, the protocols did
not sigaificamly affect these variables m-Dairy cows (12.250.9 vs. 10.440.7, respectively). Regarding the prodaction
of non-viable embryos, a significant difference was oaly found in the group of Beef cows for both treatments (8.2:2.3
vs. 13203, respectively). Results showed that IVD+BE is not necessary foe the superstimulation of the emergence
of a new follicular wave before superovulation when @ starts in the mid-luteal phase of the estrous cyele in Helstein
cows and beef cows, since they were found %o have similar results withom signeficant differences between bath
freatments.

Keywords: Biotechnology, Cattle. Embryo Transfer, Embryos. Superovulation

Superovulation  protocols  (SOV)  favour the
development of in wao embryo production for breedng
programs amd improve cattle’s reproductive efficsency
(Alkan er al. 2020). These programs have signsficantly
mcreased the production of transferable embeyos 1 duiry,
beef, and dual-purpose cows (Barucell: 2006, Callejus ot
al. 2008). The SOV mcludes the management of endocrine
processes through hormonal treatments. mamly based
on gonadotropins to control the cstrous cycle until the
ovulation of the domimant follicles (Sona 2017). However,
vanability i SOV respoase and embryo viability has
been reported. It has been documented that around 20 to
0% of cows subjected to superovudation treatments do
not respond (Lonergan ef al. 2011, Mogollon et al. 2019).
One of the factors that undoubtedly have a great effect on
the SOV response of donor females = the timing of the
emergence of a new follicular wave. that is, such a response
depends mamly on the number of follicles senstive to
goaadotropins present in the donor at SOV, Traditionally,
when the SOV prtocol (conventsomal protocol) was

Present address: Autonomwus Agraman  Umiversaty
Antonio Narro UL Faculty of Agncultural Sciences,
University of Panama. Comresponding author emanl:
moralesnarroylmi@ gmasl.com

started, ot was between days 8 and 12 of the estrous cycle
carresponding 1o the muddle luteal phase of the donor
female, approximately comncsding with the appearance of
the second folhcular wave. However, a limitation of this
protocol was the strict monitoring and observaton of the
start of the estrous cycle (estrus) of the donor females, since
thas event was of the utmost smportance for the start of the
SOV protocol. In this same sense, in the 19905, the use
of progestogens and estradiol to induce the synchronous
appearance of a new folhcular wave was reported (Bo ef
af. 1995). without considering the stage of the estrous cycle
and without conssdening the need to observe estrus or wait
for 8 1o 12 days to start the SOV protocol (Sona et al. 2017).
However, one of the greatest limitations to the use of this
method 15 the use of estradswol, since m many countries this
hormone is prohibited, due to the residues of these steroid
hormanes in the food cham (Lane e al. 2008, Mapletoft et
al. 2018). Therefore, this study was designed to compare
the response of dasry cows and beef donor cows 1o embryos
with ar without progesterone plus estradaol benzoate (EB).
Although recent studies report good superovulation results
usmg Progesterone plus EB, we hypothesize that the
conventional protocol without progesterone and EB could
match or improve the rate of embryonic production in dairy
and beef cows.
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MATERIALS AND METHODS

The manzgement of the experimental units used in this
study was in stnicl accordance with the guidelines for the
ethacal use, care, and wellare of animals m reseanch at 1the
miermational level (FASS, Z010), nabonal levels (MAM,
202 ), and msttutional wath reference number UAAAN-
ULAMS22-B0-PR-LN.

The siudy om Holstein cattle was camed out om a
commercial darry farm in the Comarca Legumera (257
i’ 67 M oand 103° WP 157 W) whach s charasciensed by
an exiremely hot climate, with maximum lemperatures
mn summeer of 43°C, and in winter 2 1o 9°C. The avermge
annual ranfall = 240 mm and the relative bumsdity mnges
from 29 1o 83%: the altstudee 15 1,1 11 meters above zea kevel
(COMAGUA 2015). Whake the study on Beef cattle was
carmed out on a commerce] catile ranch of the Angus breed
(27467 N, 105°43"W ), the area 15 chamactenzed by a very
dry semi-warm clmale, which mnges from 18 o 20°C,
with a rainfall of 200 1o 400 mm and an altitude of between
1,00 and 1400 meters above sea level (INEGL 20207,

Experimentsl amimals: Twenty-iwo cows were usad, 10
Dairy cows and 12 Beel cows divided first according 1o
thetr sosleckmscal function and then randomly assigned 1o
one of the two follicular wave synchronzmation prolocols.
The first group was Holstein cattle (=110} m whach six
(6] Hokteim cows were synchronred with a protocol
where a device (I%¥1D) with progesterone (CDER®, foebs,
Mexico] and estrachol benroale (EB) was used, and 4
Holstemn cows symchronied with a protocol without VD
or EB {comventional ). Wnke 1o Angus catile (n=12) ¥ cows
were synchromzed with the IVIH+EB protoce] and 4 cows
synchronzed with the comvenisonal protocol.

[indion Jorraal of Ambeer! Sciences 93 (2)

Holstein cows had a body condition score {BCS) of

2.75 i 1.5 on & scale of 1 to 5 { Lowman ef al. 1976), and
Angus cows bad a BCS of 410 5 on a scale of 1 1o % (Hall
et al. 2000}, with an age of 40 1o &0 months, with more
tham 90 days postpartium and climcally heahby, wathout
having had any pathological alterstion in the gemital organs
durimg ther reproductve life. All the cows were managed
under the same envronmental and nutmionzl condibions
accordmg Lo therr exploalation system.

Tremtmernts

oY + ES: In thas prolocol, on day seven of the
esirous oycle, oows recemved an mimvagmal device
(IVDY) mpregnated with 1.9 g of progesterone (CORE,

Foetis, Mexico), followed by the application of 2 mg of

estradicl benmoate {BE: Sincrodiol®, Eurofine, Mexico)
imtramuscularly (184}, the S0 protocol begam onday eleven
ol the estrous cyele prior to this, on day ten an ultrasound
was performed 1o detect the presence of the corpus hteum
(CL). Superovulalion ireatment was perfonmed by applying
decreasmg doses of porcine follicle-stmmulating bormone
[FSHF; FlusetE, Calier, Spamn} amd on day boarieen the
IV was removed 2= shown m Fig. 1.

Comveniional prodocal fwithour fVD or E8)- Day zero
[[HF} was established as the day when cows showed mpns
ol heat. On day ten ol the estrous cyvcle, an uliresound was
performed o detect the presence of the corpus heieum
[CLL On day eleven, the S04 ireatment was staried
with applicatsons of porcine follicle-sumulating bormone
(FSHF; Pluset®, Calier, Spain).

The ozl doses of FSHp for superovalation in the
case ol damry cows m both synchromation prolocels
(DY +Prgesterone and Conventional) was BS0 IU and, for

FSH Al + GnRH Embrya
o — am = pm collection

Il Il Il

L . —0—0—0— &

el

S Embeyo
Esirus callection

g

L -

Day o n

- - pm

Fig. 1. Schematic description of the synchronieation and S0V proiccols. Comventional Group and group Esiradiol Benzoate (EB)
plies progesierone. The doses of pFSH weed in dainy catile were 175 IU, 175 DU, D25 0U, 125 TUE, TS OU, 75 U, 30000, snd 50 1L moming
and evening. While in beef catibe it was 100 UL 000 TU, 75 10, 75 T, S0, 530000, 25 00, end 25 10 of pFSH moming and afemoon.
Ariificial Inseminstion | Al), Follicle Stimulatrg Homeone (FSH)L, Progestienone (P4, intra-vaginal device {1¥D), embrys oransfer (ET)L
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beef cows, it was 500 [U of FSHP 1M twice a day. {6200
AM and 6:00 PM) in decreasmg doses for four days as
shown m Fig. 1. Seven days after Al the embryos were
collected wnh the non-surgical methed {transcervical)
described by Roberson (201 5L

Embryo collection and evaluriion: All the materals used
for the collecuon of the embryos were stenle. The donor
cow was placed in a chule, the base of the il and the vulva
were shaved and washed, and 5 mL of epidural anesthesia
(I% lsdocamme) was appbed 10 mmobilize the ammal’s
tail amd prevent reclal contrachions. Kectal palpation was
then performed 1o determane the number of corpora friea,
verifving this count by transrectal ultrasound. Subsequenily,
the hand was mirodwoed through the recium to mamspualate
the cervix and the vlerme homs, then a mamdrel covered
with an 15-gauge Foley catheter was introduwced vaginally,
the cervix was crossed, and the antenor end of the catheter
was directed towards the psilseral hom of the ovary that
presembed a greater number of corpora {nten, locatmg the
antersor end 5 cm cranmily from the bifarcaton of the
ulerine horms. The catheler balloon was inflated accordmg
b the mze of the vierme bom. Once the Foley catheter was
mside, the mandrel was removed and commected o a *Y™
circual 1o mtroduce and extract the wash mediam and drag
with Hartman solution at 37.5°C (approxmstely 1000 ml
per uterine hom). The same procedure was performed on
the other ulenne horm.

Afler recovenng the washing medium comlammg
the embryos, they were iolsted from the total volume
by filmtion {Em-Com Fillerh, With a phase contrast
slereoscopic microscope (MARK) the embryos wene
evaluated 1o classify them according to their qualiy based
on therr marphology (Bo ef @ 201H). A mambenance
bhodding medium was used and they were suhsequently
classified according to ther stage of development. The
charactenstics that were ohserved were: compaction of the
cells, regulanty in the shape of the embryo, vanation in the
size ol the cells, colorand texture of the cyioplasm, presence
of wesicles, extruded cells, dsameter and regulanty of the
#ona peliucida. The classification wsed was that proposed
by Bao ot al. (Z01E). The vamables that were evalused in
thas study were the supsrovulabon response based on the
oumber of follicles, the superovulstion resporse was ako
considered based on the number of corpora lutea, quanbiy,
guality, amd wiable embryos defined as those embrvos
compsac] and spherncal with blagtomeres of similar szze with
a homogenous color, lexture and bomogeneous citoplasm
(Bo et al 2018}

Sarristical analysis: The number of tot] follicles. iotal
corpora lulea, and ol embryos were analyred using the
FROC GLM option of SAS (Stabstical Amalysis Sysiems
Inc., Cary, MNorth Carolme, USA). The oumber of viahle
{translerable) embryos and degenerated embryos was also

compared with the SAS GLM procedure, before a normality
amalyses of these data with the SAS UNIVARIATE option;
daa that were mol mormally dignbuted (Shspmmo-Wilks
best) were transformed with Log 10X Diflerences between
mears were considered stabstically significant of P=<0.05.

RESULTS AND DNSCUSSI0MN

The eifect of the synchronizabion protocels prior 1o
supcrovulation on the production of follickes. corpora
lute, and collecied embryos is shown m Table 1. The two
pratocols were elfective m stimulating the emerzence of a
new follicular wave. Sinificant stsstical difference mthe
variablex of the sumber of follicles and number of embryos
in favour of the convenbonal treatment i the group of Beel
cows [P<0.05) was found. On the other hand, i the group
of [kairy cows, only a statisbical difference was found in
the vanable of the number of corpora lubea 1o favour of the
convenbional Ereatment | P=2=00F5 ).

These resulis agree with the observabions of Son
ef al (2007} whe showed thal cows treated with an
intravaginal progesierone devece plus EB admimisiration
prior o superovudason resulted in response and embryo
praduction comparsble 10 that zeen with comvenbonal
superovulabon. [ has beem sugpested that treatment
with progesierone plus estradiol poor o superovulaton
synchronizes the apprarance of follscular waves m cows
amd reduces the vanabihty associated with superovulation
treaiments imitsed al random stxges of the follicular wave
development {Mapletoft er @l 2002, Barrett ef of. 2007). In
thes sense, some studies mention that treatment with 2.5 myg
EH at the bme of CIINR insertson resuls in the synchronized
emergence of a pew [ollcular wave 13-4 days later
(Caccss and Bo 1%9H) It iz imporiant 1o pomt out that
alibough it 15 menboned that cows treaded with progesberone
through an intravaginal device, plus the adminastration of
esirogen esbers before superovulation ireaiment. at amy
slage of the estrous cycle, efectively synchrones the
emergence of the follicular wave, the development follicle
amd subsequent ovulation (Mapletoft & all 1991, Andrade
205}, in the present study an mncrease in the number
of follicles was observed afier conventional treatment
compared lo treatment with [VDFER in the group of the
Angus breed [P={U02) not so m the Holstemn breed group

Table | Superonalstion response (Mean=SEA ) of Beef and Milk cows subjecied 1o two follicolar emergence symchronization

proboeceds: OO and IVD-EB.
Vamable Beef cows P value Diairy cows P value
CONV___IVD:EB _CONV__IvD.Em
Fallicles (n) 132 15009 2 1L LS Q.86
Coapus hutsam (n) 122409 [V =2 R il B 708 £, 1) 6 0.0l
Embryos (n] 10.7+2.1" B L& AF il 4740 8 1.4 67
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Tahle 2. Viable embryo (Means SEA ) of Beef and Dairy cows subjecied to two follicalsr emergence symchronizstion protosols:
CONY and IVIHER.

Warizhle Beel cows P value -D'uiq,l COWE Fvalue
COMY [HY+BE CORY [HY+BE
Wizhle envbiryos EETIN] 4. 7408 [ LN [ESiE [

CONY, Conventional; [V, Introvagingl device; EB, Esiradiol benzoate.

(P={186), however, in this breed the oumber of conpora
lutea were hagher when IVDHER was not admimstered
(P={.01), although there was oo difference 10 Beef canle
(P={1.T), these results comtrast with what was reporied by
Bo e @l (1%¥95), Broadbent = ail {19%5) and Bo et al.
(1996) m Bos ums cows, where it has been proposed
that the use of a IVD plus ER improves the superovulaton
response.

Table 2 shows the mamber of viable embryos of Beef
and Dairy cows subjected to two follcular emergence
synchronization protocols. In the group of Beel cows,
the number of embryos was higher for the comventional
profocol (P35}, but 1n [kury cows there was no
statistical dilference im the number of viable embrvos
for conventsonal protocel (F=0U05). The resulls of this
study m the two breeds contrast wath the observations of
Masser et al. (201 1) whoe cbhserved that embryo quality was
compromised by the absence of exopenous progesterone
during FSH treatments. In the same smse, Wiley et al.
(201Y) alm showed that the removal of endogenous
progesterone dunng superovulation can decrease the 1olal
number of embryos.

Regarding the resultsofthe productionofviable embryos,
it was not affected by the synchronizatlion prolocels in the
group of Beef cows (P=0.05) but in Dairy cows, there was
a tendency (P=0.06) 1o favour the conventional protocol
(Table Z). These results are consstent with the data from
Andrade o al. (2003), who foand that the number of
total ova, transferable embryos, degenerated embryos,
and unfertilzzed ova were the same when follicular wave
emergence was synchromzed with 2 meg ER 1in CIDR-
treated cows as for a conventional protocol. Our resulis are
al=o consistent with the reports of Muchell et al. (1998, in
which total ovules and transferable embryos dad not differ
between treatments, usng 2.5 mg-l:rl'F_Bi..md witbout EB to
synchronize the follicular wave in cows treated with the use
of CIDHE. Ancther study reporied that transferable embryos,
degenerated embryos, and unfertilized ova did oot differ
when follscular wave emergence was synchromized with
25 mg ER in CIDE -Ireated cows than when a conventional
protocol was wsed (Meyer ef al 2000

The fact that im thss shady no shbisbcal difference
was found in favowr of the use of DIV4BE m both
synchronazahion treatments, concides with Wiley ef al
(201Y) who reporied an morease m the percentage of grade
I embryos in a conventional proweel in beef-producmg
cows, whach suggesis that the convenhonal protocol does
oot affect embrvo quality and that starting superovulstion
on day 11 of the estrous cycle with the presence of corpus

luteum and s production of progesterone is sufficient
for a favourable response 1o superovulation and embryo
production. This study = one of the few that exist where it is
shown that the use of exogenous progesterone or estradiol
cslers 1= nod necessary, even though there s litersture
where 11 is mentioned that ihe combination of progesierone
plus estradiol in superovidalson profocols not only impacts
at the level of the supervvulation response but alse tend
to mmprove embryonic quabity (Bo and Mappletafi 3014
However, in the present study, the viability of the embryos
produced from cows to which estradiol and exogenous
praogesberone were applied was nol different compared 1o
the cows to which 11 was nol applied.

Taken together, these resulls suggest thal pre-
superovulabion synchromzabon protocols using estregen
ester-induced follicular wave emergence synchronization
In progesierone ‘estradsed-lreated cows are nol necessary as
they give the same resull as the conventional prodocol | mod-
luteal phase), the latter has the advanizge of usmg fewer
hormones, in addition to not requinng the use of sleroids,
which affect the food chain (Lame of af 2008.), which
allows dispenszing with the use of these hormones thal can
presenl a nsk o residues and alse make superovalation
Ireatmenls more expensive.

Adminstaton of miravaginal devices impregnated
with progesterone plus estradiol benzoate 15 not necessary
for supersumulation of the emergence of a new follioular
wave prior bo S0% when mibated in the mid-luleal phase of
the estrous cycle in Holstein and beef catile. Similar results
were found without significant differences between both
ireatments. These results are very helpful as an allemative
to S0 profocels in countries where the use of steroidal
hormomes s profubiied.
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ESTUDIO 2

ARTICULO 1: Competencia de los ovocitos obtenidos de vacas Holstein altas

productoras sanas o con mastitis clinica para la produccién in vitro de embriones
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Efecto de la mastitis clinica sobre la competencia ovocitaria en la
produccion de embriones in vitro obtenidos de vacas Holstein.

M. A. Gonzalez Ramos?'; H.Z. Guerrero Gallego?!; O Angel-Garcial; F.G. Veliz
Deras?; R. Pedroso Sosa; J.L. Morales Cruz'*.1. Universidad Auténoma Agraria
Antonio Narro UL, Torreén, Coahuila, México C.P. 27002. 2. Universidad Técnica

de Manabi, Ecuador.

e-mail; moralesnarrojlm@agmail.com

Resumen.

Este experimento tuvo como objetivo evaluar la competencia de los ovocitos para
la produccion in vitro de embriones obtenidos por la técnica de ovum pick-up en
vacas Holstein altas productoras sanas o con mastitis clinica. Se recolectaron
ovocitos de 36 vacas Holstein clasificadas en dos grupos: Grupo | (n=18; vacas
sanas, 226 ovocitos) y Grupo Il (n=18; vacas con mastitis clinica, 165 ovocitos),
del total de ovocitos se obtuvo una tasa de ovocitos maduros del Grupo | de 91
% (205/226) y del Grupo Il de 92% (152/165). No existio diferencia significativa,
en cuanto a la tasa de clivaje de ovocitos (Grupo |= 44 vs Grupo 11=50), tampoco
existié diferencia estadistica significativa en la tasa de blastocistos (Grupo 1=14%
vs Grupo 11=20%) ni en la viabilidad de blastocistos (Grupo 1=14 vs Grupo 11=20).
Sin embargo, el total de embriones obtenidos por grupo fue menor en el Grupo |
(13 vs Grupo 1I=15), de la misma manera el promedio de embriones por vaca fue
menor en el Grupo | (0.72 vs Grupo lI= 0.83). Por otro lado, la tasa de embriones
viables en el Grupo | fue mayor en comparacion con el Grupo Il (77 vs 60). Por
esta razon nosotros hipotetizamos que la mastitis clinica afectara la competencia
ovocitaria en la produccién de embriones in vitro de vacas Holstein. En base a
los resultados se concluye que la inflamacién por mastitis no afecta la produccién
de embriones en ganado Holstein cuando son producidos in vitro, sin embargo,
si afecta en la produccion de embriones viables.

Palabra claves: biotecnologias. bovinos, PIV, transferencia de embriones,

mastitis
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Introduccion.

La produccién de embriones in vitro es una biotecnologia para el mejoramiento
genético en el ganado bovino. Sin embargo, estas biotecnologias reproductivas
pueden verse afectadas por el estado de salud animal (Soto et al., 2003 a). En
efecto, diversos estudios han reportado que la mastitis clinica o subclinica afecta
el comportamiento reproductivo y algunas de las funciones ovéricas,
caracterizada por la diferencia en la calidad ovocitaria obtenidos de vacas sanas
y enfermas (Schrick et al., 2001; Rahman, et al., 2012; Kumar, et al., 2017 a,
Kumar, et al., 2017 b). De acuerdo con diferentes estudios, existen evidencias
que la mastitis genera la sintesis y secrecion de moléculas mediadoras de la
inflamacion como las citoquinas y que son estas las que afectan los procesos
reproductivos en el ganado bovino (Soto et al., 2003a) y bufalino (Mansour et al.,
2016), se reconocen principalmente a la prostaglandina F2a, las interleucinas, el
factor de necrosis tumoral y el 6xido nitrico entre otras (Soto et al., 2003b).

Por otra parte, las vacas que presentan mastitis tienden a disminuir su calidad
ovocitaria cuando son utilizados en la produccién de embriones in vitro (Hansen
et al., 2004; Das, 2016; Roth y Wolfenson, 2016). Sin embargo, el proceso de
produccion de embriones in vitro (PIV) con protocolos actuales que incluyen el
uso de medios especificos para cada proceso, sacando a las células del fluido
folicular se podria mejorar el desarrollo de los ovocitos a embriones. Por otra
parte, se ha reportado que la mastitis inducida afecta la competencia de los
ovocitos para desarrollarse a blastocistos (Roth et al., 2013; Asaf et al., 2014).
Sin embargo, no existen trabajos hechos en ovocitos obtenidos por puncién
intrafolicular in vivo (Ovum Pick-Up) en vacas con mastitis clinica adquirida de
forma natural. En este sentido, nosotros nos plateamos la siguiente hipotesis, que
la mastitis clinica afectara la competencia ovocitaria en la produccion de
embriones in vitro de vacas Holstein. Por lo tanto, el objetivo de este estudio fue
evaluar la competencia ovicitaria para la produccion de embriones in vitro

obtenidos de vacas Holstein con mastitis clinica
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Materiales y Métodos
Localizacion y condiciones climaticas del area de estudio

El estudio se llevo a cabo en una explotacion lechera de la Comarca Lagunera,
(103° 1342 LO y 25° 31" 41" LN,1,100 msnm). Esta region se caracteriza por
presentar un clima calido extremo; con temperaturas en verano que oscilan de
23 a 43 °C, y en invierno de 2 a 9 °C, con una precipitacion anual de 240 mm y
humedad relativa de 29 a 83 % (INIFAP,2017).

Animales experimentales y grupos

Para este estudio fueron seleccionadas vacas de alto valor genético que no
presentaron ningun trastorno reproductivo o metabdlico para ser consideradas
como donadoras de ovicitos. Se consideraron vacas de dos a tres lactacia con
una produccion promedio de 35 kg de leche y una condicion corporal de 3.5 en
una escala de 1 a 5 (Bernabucci et al. 2005). Ademas, se incluyé un conteo de
células somaticas (CCS) el cual se realiz6 a partir de los 10 dias en produccion.
Se consideraron vacas sanas, aquellas que tuvieron <200,000 CCS/mL y vacas
enfermas aquellas que tuvieron >200,000 CCS/mL segun Roth et al. (2013) y que
tuvieron reporte de mastitis clinica al momento de ser puncionadas por el método
de OPU para obtener los ovocitos. Las vacas fueron alimentadas con una racion
totalmente mezclada que cubria sus requerimientos nutricionales para vacas con
alta produccion de leche, segun las recomendaciones de la el NRC (2001), sales
minerales y agua a libre acceso. Se recolectaron ovocitos de 36 vacas Holstein
mediante la técnica OPU descrita por Solis et al. (2012), las cuales fueron
divididas en dos grupos: Grupo | (n=18; ovocitos de vacas sanas) y Grupo Il
(n=18; ovocitos de vacas con mastitis clinica), y posteriormente se trasladaron al
laboratorio para ser sometidos al proceso de maduracion, fertilizacion y cultivo In
vitro. Este se realizd bajo los estandares de en un laboratorio acreditado y con
personal capacitado en el desarrollo de esta biotecnologia. Se siguieron los
protocolos y se utilizd el equipo y material del mismo laboratorio descrita por

Paula-Lopes and Hansen (2002).
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Variables evaluadas

Se determiné la tasa de ovocitos maduros, tasa de clivaje de los ovocitos, tasa

de blastocistos y viabilidad de los blastocistos.
Andlisis estadistico.

La tasa de ovocitos maduros, tasa de clivaje de los ovocitos, tasa de blastocistos
y viabilidad de los blastocistos se analizaron por el paquete estadistico Infostat
version 2012. Cordoba Arg. Segun disefio definido con anterioridad, en caso de
encontrar diferencia estadistica se utilizara la docima de Duncan (1955). Cada
una de las variables medidas sera sometida a la prueba de los supuestos tedricos
del ANAVA. Los datos se analizaran con el paquete estadistico Infostat version

2012. Cordoba Arg. Se consideré una diferencian estadistica de P<0.05)
Resultados

Los resultados de la competencia ovocitaria de las vacas con mastitis clinica se
puede observar en la Tabla 1. No se encontré diferencias estadisticas para los
ovocitos maduros y ovocitos clivados (P>0.05), encontrandose un 90% y un 42%
general para ambos grupos, respectivamente. De la misma manera, el porcentaje

total de blastocisto no mostro diferencia estadistica (P>0.05).

Tabla 1. Evaluacion de la competencia ovocitaria para la maduracion,
fertilizacion, desarrollo y obtenciéon de embriones In vitro de vacas Holstein sanas

0 con mastitis clinica.

Sanas Mastitis

Variables Significancia
(n=18) (n=18)
Total de ovocitos 226 165 P>0.05
Ovocitos madurados (%) 91 (205/226) 92 (152/165) P>0.05
Ovaocitos clivados (%) 44 (90/205) 50 (76/152) P>0.05

Total de blastocistos (%) 14 (13/90) 20 (15/76) P>0.05
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La viabilidad embrionaria posterior al proceso de PIVE en vacas sanas 0 con

mastitis clinica, no tuvo diferencias significativas (Tabla 2).

Tabla 2. Viabilidad de embriones obtenidos de vacas Holstein sanas y con

mastitis clinica.

_ Sanas Mastitis S .
Variables Significancia
(n=18) (n=18)
Total de embriones 13 15 P>0.05
Embriones x vaca 0.72 0.83 P>0.05
Embriones viables (%) 77 (10/13) 60 (9/15) P>0.05

Discusion

Los resultados del presente estudio no mostraron diferencias estadisticas en el
proceso de produccion in vitro de embriones. Estos resultados son contrarios a
los que se han reportados en otros estudios que demuestran que la mastitis
clinica afecta algunas funciones ovaricas. En efecto, las vacas con mastitis clinica
generan moléculas mediadoras de la inflamacién entre las que destacan las
citoquinas, prostaglandinas, interleucinas entre otros (Soto et al., 2003 b). Es
probable que nuestros resultados encontrados difieran a los reportados por otros
autores debido a que en este estudio se utilizaron vacas con mastitis adquirida
de manera natural y no inducida.

Los hallazgos de esta investigacion, difieren a los informes expuestos por Roth
et al. (2013) y Santos y Ribeiro (2014) quienes afirman que en vacas con mastitis
se perturba la competencia de los ovocitos para la produccién in vitro de
embriones y que la tasa de blastocitos obtenida es baja. Este efecto ha sido
relacionado a la respuesta respuesta inflamatoria caracterizada por el incremento
de la temperatura corporal y la sintesis y secrecidbn de los mediadores
moleculares y celulares de la inflamacion, que inhiben el proceso de maduracion

y desarrollo del 6vulo (Roth et al., 2015; Das et al., 2016). Los datos aportados
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demuestran que es factible producir embriones utilizando como fuente ovocitos
vacas con mastitis clinica sin que merme significativamente la eficiencia de esta

tecnologia.

De acuerdo con los estudios de Soto et al. (2003b) y Scenna (2006), la respuesta
inmunitaria a la accién de los microorganismos participantes en la mastitis se
acompana del aumento de la sintesis y secrecion de citoquinas, PGF2a y éxido
nitrico por las células del endometrio, la glandula mamaria y las células del
cumulo en el foliculo ovarico. Estos compuestos, liberados durante el proceso
inflamatorio que sucede posterior a la infestacion bacteriana asociada a la
mastitis, disminuye significativamente el porcentaje de ovocitos madurados,
fertilizados y desarrollados a blastocito, asi como la competencia de estos para
la crio-conservacion in vitro (Roth et al., 2013; Santos y Ribeiro, 2014) también
pueden inducir la regresion del cuerpo luteo y la pérdida de la prefiez (Stakheeva
y Plemyashov, 2007; Walusimbi y Pate, 2013). Se ha determinado que la fase
mas susceptible al efecto nocivo de la PGF2a sobre el crecimiento y el desarrollo
embrionario es la moérula (Scenna, 2006).

En otras investigaciones, Bromfield y Sheldon (2013) mostraron que, las células
de la granulosa ante un proceso pre-inflamatorio ocasionado por las endotoxinas
de la Escherichia coli, aumentaron la sintesis y acumulacion de citoquinas IL-6, y
quimoquinas IL8 en el licor folicular. Estas sustancias inhibieron en la célula del
foliculo primordial la expresion del gen Supresor Tumoral de la fosfatasa (PTEN)
y su transcriptor (FOX03), responsables del desarrollo ulterior de los foliculos

primordiales.

Posteriormente, Bromfield y Sheldon (2013) y Magata, et al. (2014) confirmaron
gue los ovocitos recolectado de vacas afectadas con mastitis inducida por
gérmenes gram negativos mostraron una interrupcion de la expansion de las
células del complejo camulo-ovocito, de la meiosis y de la division en la vesicula
germinal durante la fase de maduracion in vitro. Ademas, los blastocistos
obtenidos tuvieron un mayor niamero de células con apoptosis comparado con

los blastocistos provenientes de vacas no afectadas por la enfermedad, sin
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embargo, existe discrepancia con este aspecto con el estudio de Roth et al.
(2015), quienes no encontraron diferencias en la presencia de células apoptéticas
para vacas sanas comparadas con las vacas con mastitis ocasionada por
gérmenes gram negativos, lo que demuestra que los mecanismos
fisiopatologicos aun no estan plenamente aclarados. En otro estudio, se observo
alteraciones en la expresion de los genes COX2, POU5F1 y HSF1 materno,
asociados a la respuesta anti-inflamatoria (Asaf et al., 2014).

Roth et al. (2013) reportaron que el nimero de células somaticas en la leche de
vacas afectadas de mastitis influye en la competencia para el desarrollo de
ovocitos fertilizados y cultivados in vitro, independientemente del tipo de bacteria
gue se vincula al proceso inflamatorio, las vacas en las que se hallé6 un numero
medio (311 000) o alto (813 000) de células somaticas por mililitro en la leche,
después del proceso de PIV, mostraron un numero menor de o6vulos que
completaron su desarrollo a blastocisto en comparacion a las vacas que

mostraron un numero bajo estas células (148 000).

Otras transformaciones importantes lo constituyen el estrés oxidativo que se
origina en respuesta al proceso infeccioso, caracterizado por un aumento notable
de los nitratos y nitritos, la disminucion del acido ascoérbico en el suero sanguineo
y la actividad de la enzima Mielo-peroxidasa, con capacidad de desintegracion
de las proteinas e inhibicion de la expresion de algunos genes que participan en
la maduracion y diferenciacién celular durante el desarrollo del ovocito, asi como
la induccion de la apoptosis celular (Bromfield y Sheldon, 2013; Asaf et al., 2014).
En este sentido, en algunos experimentos se ha evaluado el efecto de la adicién
de antioxidantes en la eficacia del proceso de obtencion in vitro de embriones
(Yang y Fortune, 2007), y pudiera ser posible que no exista diferencia en la
eficiencia de la PIV en este estudio y su discrepancia con previos resultados
mencionados anteriormente debido a que en los medios actuales de PIV de
embriones se utilizan sustancias antioxidantes las cuales ejercen un efecto
positivo en la maduracion y fertilizacién de los ovocitos y el desarrollo posterior

del embrion (Abd Ellah, 2013). Por consiguiente, es probable que los resultados
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obtenidos sean producto de tres aspectos clave; primero; posiblemente a que
todo el protocolo de PIV de este experimento se realiz6 con medios artificiales
fuera de su micro medio de licor folicular que pudo permitir una adecuada
competencia para ser utilizado en el procesos de PIVE, mientras que en los
estudios anteriores se utilizo fluido folicular como medio de maduracion (Roth et
al., 2015). Segundo; las sustancias antioxidantes que estos contienen que
pudieran colaborar en la eliminacidon de las especies reactivas de oxigeno (ROS,
por sus siglas en inglés) y mejorar la competencia celular (Abd Ellah, 2013) v,
tercero, actualmente en los programas de produccion de embriones in vitro se
eliminan los ovocitos de mala calidad (grado 4) previo al proceso dentro del
laboratorio por existir suficiente evidencia cientifica de que estos no son viables
para la produccion embrionaria (De Loss et al., 1989). Estos aspectos deben ser
objeto de investigaciones en estudios futuros.

Estos hallazgos experimentales en primer lugar muestran que puede ser posible
producir embriones mediante la técnica de fertilizacion in vitro con ovocitos
provenientes de vacas altas productoras enfermas de mastitis clinica y con riesgo
de ser desechadas y destinadas al sacrificio por la baja tasa de recuperacién que
esta enfermedad tiene (Halasa et al., 2007) y en segundo lugar, que los procesos
inflamatorios fuera del tracto reproductor pueden afectar la fertilidad y eficiencia
de las tecnologias de reproduccién asistida (Santos y Ribeiro, 2014; Ribeiro et
al.,, 2016). Por consiguiente, seria necesario desarrollar estrategias para
modificar el proceso de fertilizacion y cultivo in vitro de embriones, con el fin de
lograr la expresion adecuada de muchos genes implicados en la maduracion,
fertilizacion, crecimiento y desarrollo del ovocito. En conclusion, en el presente
experimento se demostré que la mastitis clinica no afecto la competencia de los
ovocitos para su maduracion, fertilizacion y desarrollo in vitro con el protocolo

utilizado en vacas Holstein altas productoras en clima semidesértico.
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Conclusion Generales

Estudio 1

En nuestro primer estudio concluimos que la administracion de dispositivos
intravaginales impregnados con progesterona mas benzoato de estradiol no es
necesaria para la superestimulacion de la aparicion de una nueva onda folicular
antes de la SOV cuando se inicia en la fase lutea media del ciclo estral en ganado
Holstein y de carne, encontrandose resultados similares sin diferencias
significativas entre ambos tratamientos, siendo estos resultados muy utiles como
alternativa a los protocolos SOV en paises donde esta prohibido el uso de

hormonas esteroides.

Estudio 2
En este estudio demostramos que la mastitis clinica no afecta la competencia de
los ovocitos para su maduracion, fertilizacion y desarrollo in vitro con el protocolo

utilizado en vacas Holstein altas productoras en clima semidesértico.



