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RESUMEN

El presente estudio tuvo el objetivo de evaluar el efecto de la hormona
foliculoestimulante (FSH-Folltropin®) sobre la produccién de embriones in vitro en
bovinos. Para su determinaciéon se desplegd un disefio experimental Cross Over,
en el cual se trataron 25 vacas ciclicas de razas cebuinas, con un peso promedio
de 350 kg, condicion corporal de 3 a 3,5 y una edad promedio de 36 a 50 meses,
mismas que pasaron por ambos grupos experimentales (con y sin tratamiento), en
complemento, se determinaron los paradmetros de las variables de estudio mediante
modelos lineales generalizados mixtos, con un nivel de significancia del 5 %. Los
resultados muestran que la administracion de FSH fue significativamente superior
(p<0,0001) al tratamiento control, al presentar mayores cantidades de foliculos
estimulados, de ovocitos viables y embriones transferibles, ademas, el grupo de
vacas tratadas con FSH, presentdé una mejor rentabilidad a través de la relacion
costo/beneficio, dado que los ingresos por la produccion de embriones superaron
considerablemente a los costos asociados a la experimentacion. Conforme a los
resultados obtenidos, se observa que la aplicacién del FSH para la estimulacién
ovarica, presenta resultados significativos y rentables financieramente, por lo cual
se sugiere considerar el uso de este protocolo, para optimizar los resultados en
programas de reproduccion bovina.

PALABRAS CLAVE

Reproduccion bovina, protocolos, estimulacién ovarica, calidad embrionaria,

eficiencia reproductiva.
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ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the effect of follicle stimulating hormone
(FSH-Folltropin®) on in vitro embryo production in cattle. For its determination, a
Cross Over experimental design was deployed, in which 25 cyclic cows of zebu
breeds were treated, with an average weight of 350 kg, body condition of 3 to 3.5
and an average age of 36 to 50 months, which went through both experimental
groups (with and without treatment), in addition, the parameters of the study
variables were determined by means of generalized linear mixed models, with a
significance level of 5%. The results show that the administration of FSH was
significantly superior (p<0.0001) to the control treatment, presenting greater
guantities of stimulated follicles, viable oocytes and transferable embryos. In
addition, the group of cows treated with FSH showed a better profitability through
the cost/benefit ratio, since the income from the production of embryos considerably
exceeded the costs associated with the experimentation. According to the results
obtained, it can be observed that the implementation of FSH for ovarian stimulation
presents significant and financially profitable results, so it is suggested to consider
the use of this protocol to optimize the results in bovine reproduction programs.

KEYWORDS

Bovine reproduction, protocols, ovarian stimulation, embryo quality, reproductive

efficiency.



CAPITULO I. ANTECEDENTES

1.1. PLANTEAMIENTO Y FORMULACION DEL PROBLEMA

Segun Marelli et al.,, (2013), la FSH (hormona foliculo estimulante) es la
responsable del crecimiento y la maduracion folicular, asi como del proceso de
esteroideogénesis ovarica, cumpliendo una funcién relevante en el inicio de la
formacion de la cavidad antral. Asi, los foliculos preantrales en su etapa tardia, y

los foliculos antrales tempranos, expresan receptores para FSH.

Los mismos autores manifiestan que se ha demostrado que la FSH estimula la
mitosis de las células de la granulosa, la formacion del liquido folicular y la actividad
esteroidogénica del foliculo maduro (Marelli et al., 2013). Segun Salgado et al.,
(2009). La FSH juega un rol fundamental en la produccion masiva de embriones y
se ha evidenciado que su uso mejora las técnicas de produccion de embriones (in
vitro e in vivo). A pesar de los avances en el desarrollo de protocolos hormonales
de las ultimas décadas, aun no es posible disminuir el efecto negativo generado por
el manejo de los animales por causa de la vida media corta de la hormona FSH que

varia de 5 a 12 horas aproximadamente (Mogollén y Burla, 2013).

La FSH requiere de multiples aplicaciones para obtener una adecuada respuesta
superovulatoria, lo que abre la posibilidad de la aplicaciéon de eCG, que registra
mayor estimulacién ovarica con una sola administracién (600 Ul); no obstante, esta

aplicacion podria ser excesiva para animales de tipo bos indicus (B0 et al., 2020).

Por otra parte, el uso de dosis minimas de gonadotropinas, lo cual implica una
estimulacion ovarica poco agresiva, se refleja en un inicio temprano de las
divisiones embrionarias (Cantero, 2012); la estimulacion ovérica prolongada
provocada por los protocolos complementarios se traduce en foliculos grandes no

ovulados registrados hasta una semana post tratamiento (Gradela et al., 2002).

Estos factores de variaciones hormonales afectan la calidad embrionaria y
provocan una disminucién del porcentaje de embriones transferibles, lo que
repercute en la reproduccion de los hatos y comercializacién de los embriones
(Callejas et al., 2014).



Por lo mencionado anteriormente se plantea la siguiente interrogante:

¢La aplicacion de FSH (Folltropin®) en vacas mejorara la calidad y cantidad de

ovocitos, como también de blastocitos producidos in vitro?
1.2. JUSTIFICACION

A lo largo de varios afios, se ha dedicado esfuerzo a replicar artificialmente los
eventos de la maduracién y fertilizacibn ovocitaria, asi como el desarrollo
embrionario temprano. Aunque inicialmente esto se limitaba a fines de
investigacion, en afos recientes, se ha comenzado a emplear la hormona foliculo
estimulante (FSH) con objetivos comerciales, segun sefialan Mucciy colaboradores
(2006).

En el &mbito de la produccién de embriones in vitro, que ofrece ventajas como el
aprovechamiento de hembras de alto valor genético para generar descendencia en
cantidad, la reduccion del intervalo generacional y, por ende, la aceleracion del
mejoramiento y la homogeneidad genética en los hatos ganaderos se ha impulsado
en algunos paises mediante la incorporacion de la FSH en programas de

produccion biotecnolégicos, segun indican Salgado y colaboradores (2009).

La implementacion de protocolos que regulan el desarrollo folicular y la ovulacion
presenta la ventaja de facilitar la aplicacion generalizada de tecnologias
reproductivas, como es el caso de la producciéon de embriones a partir de
progenitores con destacada genética, de acuerdo con las afirmaciones de Wheeler

y colaboradores (2006).

Stroud (2011) destaca que la produccion in vitro de embriones, junto con la técnica
de obtencion de ovocitos mediante aspiracion folicular guiada por ultrasonografia
(OPU), son biotecnologias reproductivas que han experimentado un progreso
significativo en la Ultima década. Gracias a la optimizacion de procesos,
especialmente la obtencidon de ovocitos a través de OPU, la produccion in vitro ha
avanzado sustancialmente, permitiendo obtener ovocitos repetidamente de una

donante de alto valor genético y aumentar significativamente su descendencia.



La aplicacion de FSH, especificamente Folltropin®, para la estimulacion ovulatoria
en la produccion de embriones in vitro en bovinos, podria ofrecer ventajas sobre
otros protocolos que favorecen el desarrollo embrionario de manera limitada. Por lo
tanto, resulta crucial impulsar estudios de este tipo para mejorar la calidad
reproductiva de los hatos ganaderos en la region de Manabi y en el pais en general.

1.3. OBJETIVOS

1.2.1. OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto del Folltropin® sobre la producciéon de embriones bovinos in vitro.

1.2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar el numero de foliculos estimulados bajo el efecto de Folltropin®.
Establecer la cantidad ovocitaria con y sin el uso de Folltropin®.

Calcular la cantidad de embriones producidos in vitro con y sin la aplicacién de

Folltropin®

Estimar el costo beneficio con la utilizacion de Folltropin® en la produccion de

embriones in vitro.
1.4. HIPOTESIS

La Folltropin® mejora la producciéon de ovocitos y de embriones en bovinos.



CAPITULO Il. MARCO TEORICO

2.1. PRODUCCION DE EMBRIONES EN BOVINOS GYR

La préactica habitual de producir embriones en bovinos de la raza Gyr ha ganado
terreno en la industria ganadera, especialmente con la transferencia de embriones
(TE). Esta técnica de reproducciéon ha demostrado ser eficaz, fértil y productiva, lo
gue ha contribuido a su creciente utilizacion para aumentar la produccién, dada la

alta valia genética de estos animales (Oliveira et al., 2020).

Ademas, diversos estudios han concluido que la produccion de embriones in vitro
muestra un rendimiento superior en vacas de la raza Gyr. Se observa un mayor
nuamero de foliculos visualizados, ovocitos recuperados y una tasa de clivaje mas
elevada en comparacién con otras razas (Narvaez, 2020; Rosete et al., 2021). Se
ha evidenciado que los ovocitos de la raza Gyr presentan un porcentaje superior de
viabilidad, y cuando se emplean en la produccién de embriones cruzados, se
obtienen tasas de embarazo mas altas en las etapas finales de la gestacion (Elliff
et al., 2019).

De acuerdo con Guimarées y colaboradores (2020), la raza Gyr ha demostrado un
notable potencial en la seleccion y mejora genética de rasgos relacionados con la
produccion embrionaria in vitro. En comparacion con otras razas, la raza Gyr exhibe
un mayor numero de embriones viables y blastocistos por captacion de 6vulos, asi
como una tasa de escisidbn mas elevada y un mayor niamero de ovocitos escindidos

en la produccién de embriones in vitro.
2.2. SELECCION DE DONANTES

La eleccion adecuada de animales donantes es un factor critico en el proceso de
reproduccién bovina mediante embriones. Se requiere un minucioso proceso de
seleccion de vacas o novillas donantes, con el objetivo de asegurar que la progenie
herede Unicamente caracteristicas deseables y descarte aquellas no deseadas
(Solis et al., 2022).



En la actualidad, existen diversas herramientas para la seleccion de donantes en
proyectos genéticos que emplean biotecnologias reproductivas. La seleccion
genomica se destaca como un predictor altamente preciso del desempefio genético
de los animales (Seidel et al., 2010). A pesar de sus beneficios, los altos costos
asociados con los procesos gendmicos limitan su utilizacién a nivel comercial.
Como resultado, la seleccion convencional se ha convertido en el método mas
comunmente empleado debido a sus costos mas bajos y su fundamento en datos

estadisticos y resultados préacticos (Coto et al., 2020).

Segun Michel (2022), diversos aspectos del historial materno de la vaca donante,
como productividad, fertilidad, peso al destete, porcentaje de crias vivas y muertas,
tasa de produccion de ovocitos, temperamento, caracteristicas anatémicas y
morfoldgicas, son fundamentales para la toma de decisiones antes de embarcarse

en la reproduccién genética.

La viabilidad fisioldgica de la donante también es esencial para la seleccion, siendo
la variabilidad en la respuesta a tratamientos superovulatorios una limitante
extrema. Se estima que entre el 25-30% de las vacas no producen embriones
segun estadisticas recientes (Hahn, 1992). Ademas, las altas tasas de ovocitos sin
fertilizar, atribuidas a desordenes bioquimicos, metabdlicos y motrices del oviducto
y Utero, afectan el éxito y costo de la técnica (Palmay Brem, 2001).

Posterior a la seleccion, se realiza un chequeo reproductivo y ginecolégico,
incluyendo ecografias a los ovarios y Gtero para evaluar su idoneidad para el
tratamiento. La valoracion de la donadora puede variar segun los criterios de los
beneficiarios, pero en aplicaciones practicas para el mejoramiento genético, la

eleccion se orienta hacia las vacas mas productivas (Ocampo et al., 2023).

2.3. ASPIRACION FOLICULAR

Hay dos procedimientos para la obtencion de ovocitos bovinos, uno post mortem
gue se realiza en ovarios de matadero, y otro in vivo, utilizando la aspiracion folicular

guiada por ultrasonografia (ovum pick-up, OPU), junto con instrumentos
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complementarios incorporados en los protocolos mas recientes (Alvares et al.,
2016).

El foliculo ovarico, que comprende el ovocito y sus células somaticas asociadas, es
la unidad funcional del ovario. El pool de foliculos en el ovario estd compuesto
principalmente por foliculos primordiales, que albergan un ovocito en la fase
diplotene de la meiosis |, rodeado por una sola capa de células de pre-granulosa
elongadas y una membrana basal (McGee y Hsueh, 2000).

La variacion en la respuesta, considerada biolégicamente crucial en la reproduccion
animal, esta influenciada por factores como la raza. Se ha observado que los
animales de la raza Nelore, o las vacas cebuinas en general, tienden a tener un
mayor numero de foliculos reclutados en comparacion con las vacas de razas
europeas (Seneda et al., 2002; Baruselli et al., 2012). A pesar del potencial similar
entre individuos de la misma raza, la variabilidad entre diferentes donantes puede
afectar los resultados de la aspiracion folicular transvaginal (AFT), segun sefialan
autores como Seneda et al. (2002).

Los foliculos en el ovario son cruciales como unidades fundamentales y
desencadenantes de los procesos reproductivos y de las fases del ciclo estral. La
hormona foliculo estimulante (FSH) desempefia un papel clave en la
esteroidogénesis folicular, encargandose de la produccion de estrogenos y del

crecimiento y maduracion del foliculo dominante (Motta et al., 2011).

El procedimiento de OPU se realiza previa sedacion de las vacas con xilacina al
2% (0.02 mg/kg). Posteriormente, las vacas son inmovilizadas en un brete, se vacia
el contenido rectal, y se administra una dosis de anestésico epidural con
Bupivacaina al 0.5% (0.3 mg/kg). Se utiliza un ecografo equipado con un
transductor convexo de 5 MHz acoplado a una guia de aspiracion. Este dispositivo
incluye una aguja de 18G x 75 mm conectada a una tuberia plastica de 1 mm de
diametro y 2 m de longitud, junto con una bomba de vacio regulada a 90 mmHg,
gue dirige el liquido folicular por succién a un tubo estéril de 50 ml (Alvarado et al.,
2020).

Los complejos cumulo-ovocito se recolectan en una solucién buffer fosfato salino
(PBS, Sigma, P-4417) a 38.5 °C, suplementada con 1% de suero fetal bovino y 10
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Ul/ml de heparina. El liquido colectado se lleva al laboratorio, se filtra 'y se lava con
buffer fosfato salino atemperado a 38.5 °C. El liquido filtrado es vertido en una caja
de busqueda de 95 mm, y los ovocitos son identificados bajo un estereoscopio
(Alvarado et al., 2020).

Los ovocitos son seleccionados mediante tres lavados en un fluido oviductal
sintético tamponado con Hepes (hSOF). Posteriormente, se clasifican en calidad A,
B o C utlizando los criterios establecidos por Hawk y Wall (1994), quienes

evaluaron caracteristicas del citoplasma, zona pellcida y células del camulo.
2.4. SELECCION DE OVOCITOS

La cantidad de ovocitos recolectados mediante OPU estd condicionada por el
namero de foliculos con un diametro de =2 2 mm al momento de realizar las
aspiraciones. El proposito de los tratamientos de estimulacion con FSH es
incrementar el nimero de foliculos a partir de los ovocitos recogidos durante la
OPU. La gestion del crecimiento de las ondas foliculares y el uso de gonadotropinas
son estrategias valiosas para potenciar y optimizar la recuperacion de ovocitos de
animales genéticamente superiores (Chaubal et al., 2006; Vieira et al., 2018;
Ongaratto et al., 2020).

La calidad de los ovocitos esta fuertemente vinculada a su clasificacion y seleccion
una vez aspirados. No todos los ovocitos recolectados seran empleados, ya que
muchos de ellos pueden presentar dafios o0 anomalias que los hacen inapropiados
para la maduracion y, por ende, no competentes. Se requieren ovocitos con
citoplasma homogéneo y que posean al menos tres capas de células del cumulus
oophorus (Hincapié, 2015).

En relacion con los medios de cultivo utilizados en las diferentes etapas, es
fundamental garantizar parametros biofisicos de excelente calidad, destacando la
osmolaridad, el pH, la concentracion de CO2 y O2, la concentracion de nutrientes,
la calidad del agua, y las fuentes de energia y proteinas. Debido a la diversidad de
componentes en los medios, se han categorizado en indefinidos y definidos, con el

proposito de investigar el efecto y la funcion de cada componente en la produccién
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final de embriones, la viabilidad durante los procesos de criopreservacion y el

porcentaje de crias viables (Hincapié, 2015).

2.4.1. CLASIFICACION DE LA CALIDAD DE LOS OVOCITOS BOVINOS

En los programas de reproduccion asistida en bovinos, la clasificacion de los
ovocitos desempefa un papel crucial al facilitar la seleccion de aquellos con mayor
calidad para la fertilizacion in vitro. Esta practica tiene como objetivo maximizar las
oportunidades de obtener embriones viables, los cuales seran transferidos con el
fin de asegurar un desarrollo posterior exitoso. Los ovocitos bovinos pueden ser
categorizados en diversas clases, considerando aspectos como su madurez y

calidad, segun indic6 Nagano en 2019.

CLASIFICACION CONCEPTUALIZACION AUTORES
Los ovocitos Se obtienen directamente de los foliculos ovaricos durante la (Zhang, 2022)
inmaduros (OOI)  aspiracion y no han completado su proceso de maduracion
Los ovocitos Han alcanzado la madurez completa y han completado las meiosis |~ Foster (2022)
maduros (OOM) y II, lo que los hace ideales para la fertilizacion in vitro (FIV)
Los ovocitos Pueden haberse dafiado durante el proceso de aspiracién o mostrar ~ Aguila et al., (2020)
degenerados signos de degeneracion, lo que reduce su viabilidad para la

fertilizacion
Los ovocitos Provienen de foliculos atréticos que no han alcanzado la madurez Roelen (2020)
atréticos completa y se han degenerado, lo que resulta en una tasa de

desarrollo baja después de la fertilizacion
Los ovocitos de Presentan anomalias morfolégicas o citoplasmaticas, lo que afecta Stanislavovich et
baja calidad negativamente a su capacidad para ser fertilizados y desarrollarse al., (2019)
adecuadamente

2.5. DESARROLLO DE EMBRIONES

La aplicacién de estas técnicas posibilita la obtencién de ovocitos con mayor
viabilidad y capacidad para la fertilizacion, asi como un desarrollo posterior que
resulta en embriones de calidad considerada adecuada para su transferencia a los
animales receptores. Este éxito se atribuye a que los tratamientos con FSH
estimulan una proporcion superior de foliculos de tamafio mediano, en comparacion
con la recolecciéon de foliculos de donantes que no han sido sometidos a
superestimulacion folicular mediante FSH (Goodhand et al., 1999; De Roover et al.,
2008; Sendag et al., 2008; Vieira et al., 2018).

La produccion de embriones involucra tres fases: la maduracion in vitro (MIV) de

los ovocitos, la fecundacién in vitro (FIV) y el cultivo in vitro (CIV) de los posibles



cigotos. El objetivo de estas etapas es obtener blastocistos de calidad, lo que
contribuye a una eficiencia reproductiva mejorada y al mejoramiento genético de

los rebafios (Salgado y Lopera, 2020).
2.5.1. MADURACION DE EMBRIONES

La maduracion de embriones en bovinos emerge como una herramienta
fundamental para los ganaderos que buscan impulsar la mejora genética y la
eficiencia reproductiva de sus hatos. Sin embargo, su implementacion exitosa
demanda un enfoque equilibrado que tenga en cuenta aspectos éticos, técnicos y

de bienestar animal (Kein et al., 2023).

Esta técnica es de vital importancia en la reproduccion asistida y ha transformado
la industria ganadera al proporcionar a los criadores un mayor control sobre la
calidad genética de sus rebafos. El proceso se lleva a cabo in vitro, posibilitando la
manipulacion cuidadosa de los ovocitos fertilizados en condiciones de laboratorio
antes de reintroducir los embriones desarrollados en las hembras receptoras
(Farmer, 2022).

Segun Razza et al. (2019), la maduracion de embriones brinda a los criadores la
capacidad de gestionar y mejorar la eficiencia reproductiva, acelerar el progreso
genético y preservar la genética deseada. Esta técnica se erige como una
herramienta valiosa en la reproduccion asistida de la industria ganadera,
permitiendo maximizar la produccibn de descendencia con caracteristicas

genéticas especificas.
2.5.2. FERTILIZACION DE EMBRIONES

La fertilizacion de embriones en bovinos representa una técnica avanzada en el
ambito de la reproduccién asistida, otorgando a los ganaderos un mayor dominio
sobre la genética y la reproduccion en sus rebafos. Este procedimiento se ejecuta
in vitro, en un entorno de laboratorio, y ha adquirido importancia como una
herramienta valiosa para mejorar la eficiencia reproductiva y perfeccionar las

caracteristicas genéticas deseables en el ganado bovino (Marlendi et al., 2022).



El proceso comienza con la extraccién de ovocitos de las hembras donantes, los
cuales se combinan posteriormente con espermatozoides seleccionados en un
ambiente controlado para facilitar la fertilizacion. Mediante este procedimiento, se
emula el proceso natural de fecundacién que normalmente ocurre en el tracto
reproductivo de la hembra. Posterior a la fertilizacion, los embriones resultantes son
cultivados en un medio especializado que proporciona las condiciones 6ptimas para

su desarrollo (De Lucena et al., 2023).
2.5.3. CULTIVO DE EMBRIONES

Una vez gue los ovocitos han sido fertilizados in vitro, el siguiente paso es el cultivo
de los embriones resultantes. Seguin Camargo et al. (2022), este proceso se realiza
en un medio de cultivo especializado disefiado especificamente para proporcionar
los nutrientes necesarios y crear un entorno 6ptimo para el desarrollo embrionario.
Este medio de cultivo constituye una solucion equilibrada que imita las condiciones

fisiologicas naturales presentes en el tracto reproductivo de la hembra.

La etapa de cultivo de embriones bovinos se revela como una fase critica en el
proceso de reproduccion asistida, implicando el desarrollo y crecimiento de
embriones fuera del organismo de la hembra bovina, segun lo sefialado por Gallego
et al. (2022). Este proceso no solo aumenta la probabilidad de obtener
descendencia con calidad genética, sino que también facilita la conservacion y
distribucion de material genético valioso. Ademas, la técnica ofrece flexibilidad en
la gestién del ganado, permitiendo a los criadores trabajar con animales de alto

valor sin enfrentar los desafios asociados con el transporte fisico (Arias et al., 2022).

2.5.4. CLASIFICACION DE EMBRIONES

La eleccion de embriones de alta calidad durante el periodo de cultivo emerge como
un aspecto crucial. Aquellos embriones que exhiben un desarrollo 6ptimo y una
estructura celular saludable son considerados los mas apropiados para
procedimientos posteriores, como la transferencia a hembras receptoras
(Wrenzycki, 2021). La capacidad de seleccionar embriones de alta calidad
desemperia un papel significativo en el éxito de los programas de mejora genética

y en la eficacia reproductiva del ganado bovino (Démetrio et al., 2020).
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Esta clasificacion se fundamenta en diversos criterios, que abarcan desde la
morfologia hasta el grado de desarrollo de los embriones. A continuacion, se ofrece

una descripcion minuciosa de la clasificacion de embriones bovinos:

Criterio de

g ax Descripcion
Clasificacion P

Los embriones bovinos se clasifican seguin su estadio de desarrollo, que incluye la mérula,
Estadio de Desarrollo: blastula y la etapa de blastocisto. La clasificacion se realiza segin el nimero de células y la
aparicion de la cavidad blastocistica.

Se evalla la morfologia celular de los embriones, examinando la uniformidad de las células, la
presencia de fragmentacion celular y la apariencia general de la estructura embrionaria.
Los embriones se clasifican en categorias de calidad, como Excelente (morfolégicamente
Categorias de Calidad: optimos), Bueno (calidad aceptable con signos normales de desarrollo), Regular (con alguna

anormalidad o fragmentacion) y Pobre (morfologia anormal o alta fragmentacién).

Morfologia Celular:

Evaluacién del Tamafio En embriones en etapa de blastocisto, se evalla el tamafio de la cavidad blastocistica. Un
de la Cavidad desarrollo adecuado de esta cavidad es indicativo de un embrion saludable y bien
Blastocistica: desarrollado.

Se considera el grado de expansion de la cavidad blastocistica en embriones en etapa de
blastocisto. Este criterio proporciona informacion adicional sobre la calidad y viabilidad del
embriodn.

La uniformidad en la cantidad y distribucion de las células es crucial. La presencia de células
uniformes y bien distribuidas indica un embrién de mayor calidad.

Evaluacién del Se examinan el citoplasma y el nucleo celular para identificar posibles anomalias que podrian
Citoplasma y Nucleo: afectar la viabilidad del embrién.

Grado de Expansion del
Blastocisto:

Uniformidad Celular:

Fuente: Adaptaciones tomadas de Pelaez (2011)
2.6. LA FSHEN LA PRODUCCION DE EMBRIONES in vitro

La hormona mas comunmente empleada en programas de transferencia de
embriones bovinos es la FSH-p, y su tratamiento implica la aplicacion de dos dosis
diarias durante cuatro dias, iniciando entre los dias 8 y 12 del ciclo estral. Aunque
existen otras hormonas que pueden inducir la superovulacion, como la EPE
(extracto de pituitaria equina), FSH-o (extractos de pituitaria ovina) y HMG
(gonadotrofina aislada de mujeres en menopausia), su utilizacion es limitada
(Takedomi et al., 1995).

Debido a la corta vida media de la FSH (aproximadamente 5 a 12 horas), se
requiere de multiples aplicaciones intramusculares para lograr el efecto de
superovulacion en las hembras bovinas. Los protocolos mas usuales implican seis
a ocho aplicaciones de FSH con intervalos de doce horas, permitiendo el desarrollo
de varios foliculos y provocando ovulacion multiple para aumentar la obtencion de

embriones en la colecta (Fonseca et al., 2001).
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Aunque la inyeccién Unica, via subcutanea, ha demostrado ser efectiva en inducir
superovulacion, los estudios sugieren que multiples inyecciones intramusculares
producen una mayor cantidad de embriones congelables y transferibles en

comparacion con la administracion anica (Kelly et al., 1997).

Investigaciones recientes sugieren que las vacas donadoras responden de manera
mas favorable a los tratamientos de superovulacién con FSH cuando son jévenes,
y la cantidad de sangre de Bos indicus influye en la respuesta, con donadoras mas
jovenes y con mayor influencia de Bos indicus necesitando menor cantidad de FSH
(Hernandez S., 2019).

A pesar de estos avances, la investigacion sobre el uso de FSH continGa para
mejorar la eficiencia reproductiva en la produccion de embriones. El incremento en
los programas de reproduccién bovina mediante la fertilizacion in vitro de embriones
destaca la importancia de estudios en esta area para avanzar en el conocimiento

cientifico en la ganaderia.

Los resultados de Morera et al. (2022) indican que la estimulacién hormonal con
FSH (Folltropin®) a una concentracion de 350 Ul/animal aumenta el numero de
foliculos aspirados, asi como la cantidad y calidad de los ovocitos en comparacion
con los ensayos sin estimulacion hormonal. Ademas, se observa un mejor
desemperio en términos de tasa de recuperacion de ovocitos y eficacia reproductiva
en los animales tratados con FSH en comparacion con el protocolo hormonal

convencional (Morera et al., 2022).

2.6.1. FOLLTROPIN®

Folltropin principalmente promueve directamente el crecimiento de los foliculos
ovaricos, la administracion de FSH exdgena a mamiferos en el momento de
aparicién de la ola folicular estimula el crecimiento de todos los foliculos de mas de
1,7 mm de diametro qgue normalmente terminarian en atresia durante cada ciclo de
celo (Vetoquinol, 2023).

Mdltiples foliculos en crecimiento requieren estimulacion de FSH hasta alcanzar
una madurez suficiente para responder a LH en las fases finales de maduracion y

ovulacion, este proceso dura aproximadamente 4 dias, en el ganado bovino, los
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ovulos fecundados producidos mediante superovulacion con FSH, PMSG y otros
agentes farmacologicos que contienen altas concentraciones de LH han
demostrado una menor fertilizacion, administrada mediante inyeccion
intramuscular, la FSH de Folltropin es absorbida rdpidamente desde el lugar de la
inyeccion, tiene una semivida de 5 horas y es indetectable en el flujo sanguineo 12

horas después de la inyeccion (Vetoquinol, 2023).



CAPITULO lll. DESARROLLO METODOLOGICO

3.1. UBICACION DE LA INVESTIGACION

La investigacion se desarrollé en la provincia de Guayas, en el canton Guayaquil,
empresa IRAE-ECOSAN S.A, ubicado en la Hacienda “Aldeana”, entre las
coordenadas geograficas, 2°12°25”°S de latitud sur y 80°04°00" de latitud oeste;
en el km 22 de la via a la Costa, Guayaquil; la temperatura media va desde los 31
°C,y 21,91 m.s.n.m.
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Fuente. Google Earth, (2022)

3.2. CARACTERISTICAS CLIMATICAS

Tabla 3.1. Condiciones climaticas de la hacienda Aldeana.

Condiciones climaticas Promedios
Pluviosidad media anual (mm) 1350
Temperatura media anual {C) 28

Humedad relativa anual (%) 80
Heliofania anual (horas/sol) 4380
Evaporacién anual (mm) 1652,3

Fuente: Instituto nacional meteorologia e hidrografia (2020).
3.3. DURACION DEL TRABAJO

La investigacion tuvo una duracién de cinco meses, los cuales se distribuyeron de
la siguiente manera: 16 semanas a nivel de campo y laboratorio y cuatro semanas

para tabulacion y redaccion de informe final de tesis.
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3.4. METODOS Y TECNICAS

3.4.1. METODOS

En esta investigacion se aplico el método experimental, donde un conjunto de
variables se mantuvo constantes, mientras que el otro conjunto de variables se

midié como sujetos del experimento (Hernandez y Escobar, 2019).
3.4.2. TECNICAS
Mientras que como técnica se utilizé la observacién y medicion que permitié la

verificacion y analisis de las muestras evaluadas Anguita et al., 2003).

3.5. FACTOR EN ESTUDIO
FSH (Folltropin®).

3.6. DISENO EXPERIMENTAL

Esta investigacion se desarroll6 mediante un disefio Cross Over, donde todos los
animales pasaron por ambos grupos experimentales (con y sin tratamiento),
ademas se efectud un estudio de tipo experimental que incluy6 datos descriptivos
y comparativos entre los tratamientos, no se usaron disefios experimentales
tradicionales, por ese motivo en el proceso de analisis de datos se aplicaron los

procedimientos de los modelos lineales generalizados y mixtos.
3.7. UNIDAD EXPERIMENTAL

Las unidades experimentales se constituyeron por un total de 25 vacas ciclicas de
raza gyr con un peso promedio de 350 kg, condicién corporal de 3 a 3,5 (Houghton
et al., 1990) y edad promedio de 36 a 50 meses. El total de los animales pasaron
por ambos grupos experimentales tratados con y sin FSH de acuerdo con el

momento de la ejecuciéon del experimento.

3.8. VARIABLES

3.8.1. VARIABLE INDEPENDIENTE
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Folltropin® sobre la produccién de embriones (2,5 ml).

3.8.2. VARIABLES DEPENDIENTES

Cantidad de foliculos después de la estimulacion con Folltropin® (n)
Numero de ovocitos viables (n)
Cantidad de embriones viables (n)

Costo beneficio ($)

3.9. MANEJO DEL EXPERIMENTO

3.9.1. SELECCION DE LOS ANIMALES

La evaluacion de la reproductividad de las donadoras, la salud general y la
morfologia de la donadora son cruciales. La edad y condicion corporal también se
tomod en cuenta, buscando animales en el rango de edad apropiado entre 2 a 10
afos. Es importante que la donadora tenga un historial exitoso de fertilizacion y
produccion de ovocitos. Ademas, el manejo nutricional adecuado y examenes
veterinarios regulares contribuyen a la seleccion de donadoras que maximizan las
posibilidades de éxito en la produccion de embriones y la mejora

genética del ganado.
PROTOCOLO DE APLICACION DE FOLLTROPIN®

En este estudio se sometieron a la aspiracién folicular con una sincronizacién previa
de la onda folicular se aplico FSH Folltropin®, de la siguiente manera: el dia cero 2
mg de BE (Gonadiol ®, Zoetis, Argentina), aplicacion de dispositivo de P4 de 0,5
gr, 50 mg de progesterona inyectable (Gestavec® 25, Vecol) via intramuscular con
agujas de 1 % x 18g pulgadas, cuatro dias después se inyect6 50mg FSH
(Folltropin®, Vetoquinol) al dia 5 se retird dispositivo y se realizd la aspiracion

folicular.

El dia cinco, se realiz6 la aspiracion folicular mediante ecografo (Mindray) DP50 y
con una sonda micro-convexa de 8 Mhz, bomba de vacio a una presién de 85
mmHg (Wta) guia de aspiracion (Wta), sonda (Mindray). Para empezar el

procedimiento, las vacas fueron sedadas con anestesia epidural lidocaina al 2 %.
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Luego se procedié a limpiar y desinfectar la vulva y el periné. Se introdujo el
transductor dentro de la vagina hasta el férnix, ubicando la cabeza del transductor
en el fornix de la vagina frente al ovario a ser aspirado. Luego se introdujo la mano
izquierda por el recto y se retrajo el ovario, se introdujo el mandril con un circuito
cerrado el cual lleva una aguja de 199 en la punta la que se enfrenta con el ovario

y es la que extrae los ovocitos.

Pasado 21 dias de este tratamiento se procedio a realizar el mismo procedimiento

en los mismos animales, pero sin FSH Folltropin®.

3.9.2. CANTIDAD DE FOLICULOS ANTES Y DESPUES DE LA
ESTIMULACION

La evaluacién de ovocitos constituye un procedimiento esencial en la produccion

de embriones bovinos. En primer lugar, se realiza una observacion de la morfologia

ovocitaria, prestando especial atencion a la forma y estructura general. La

normalidad morfologica es imperativa para asegurar un potencial de desarrollo

optimo.

La integridad de la zona pellcida, la capa circundante del ovocito se examina para
garantizar su estado sin dafios. Esta capa desempefia un papel crucial en la
proteccion del ovocito y su interaccion eficaz con los espermatozoides durante la

fertilizacion.

La evaluacion se extiende al citoplasma y a la distribucion de los granulos corticales
dentro del ovocito. Estos aspectos proporcionan indicadores de la salud del ovocito

y su capacidad para iniciar el desarrollo embrionario.

La verificacién de la madurez nuclear es otro aspecto fundamental, asegurandose
de que el ovocito haya completado la meiosis y posea un ndcleo maduro. Este
proceso es esencial para preparar al ovocito para la fertilizacion y el consecuente

desarrollo embrionario.

La presencia o ausencia de cuerpos extrafios dentro del ovocito se controla
rigurosamente, ya que cualquier material ajeno debe ser evitado para mantener

condiciones éptimas para el desarrollo embrionario.
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En sintesis, la evaluacion de ovocitos constituye una fase critica en la produccion
de embriones bovinos, donde la atencion a la morfologia, la integridad de la zona
pellcida, la calidad citoplasmatica, la madurez nuclear y la exclusion de cuerpos

extrafios son determinantes para el éxito del proceso.

Estas evaluaciones se realizan mediante microscopia, y los ovocitos de alta calidad
se seleccionan para su posterior fertilizacion in vitro. Es importante llevar a cabo
estas evaluaciones con cuidado y precision para mejorar las tasas de éxito en la

produccion de embriones.

3.9.3. PRODUCCION EN LABORATORIO

MADURACION

Durante el proceso de maduracion, los ovocitos fueron colocados en una
incubadora con medios de cultivo durante un periodo de 22 a 24 horas. La
temperatura ideal para la incubacion de embriones bovinos se mantiene a 38.5°C,
y se recomienda una humedad relativa del 85%. Todo este procedimiento se llevo
a cabo en una incubadora THERMO 3031, la cual esta equipada con aislamiento
de poliuretano sin CFC/HFC para asegurar una temperatura Optima y prevenir la
condensacion. La puerta calefactada con control energético inteligente evita la
condensacion, incluso a bajas temperaturas, y cuenta con una sofisticada funcion

de temporizador que puede operar en modos semanal, diario o en tiempo real.

Para este proceso, se empled el medio TCM-199, reconocido por su riqueza en
nutrientes. Este medio fue utilizado tanto para la maduracion de ovocitos como para

el cultivo de embriones.
FERTILIZACION

Se empled el medio FIV TALP enriquecido con 20 pM de penicilina, 10 uM de
hipotaurina, y 1 pM de epinefrina (PHE) como suplemento antioxidante vy
estimulante de la motilidad espermatica y la reaccion acrosomica. Ademas, se
incorpord heparina para fomentar la capacitacion espermatica y 1 mM de piruvato.
Tras 24 horas de maduracion in vitro (MIV), los ovocitos fueron lavados con medio

FIV y distribuidos en grupos de 9 a 15 ovocitos en gotas de 50 pl de FIV, donde se
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observaron Complejos ovocito-cumulus (COCs) expandidos con caracteristicas

viscosas.

El semen, previamente criopreservado y almacenado en tanques de nitrégeno, fue
descongelado a 35°C durante 40 segundos y capacitado mediante gradientes de
densidad, una técnica que separa la muestra seminal segun la capacidad de los
espermatozoides para atravesar distintos medios con densidades diferentes. Los
espermatozoides de mejor calidad y mayor movilidad logran llegar hasta el fondo
del tubo, atravesando todos los medios con creciente densidad. Este proceso
induce cambios bioquimicos en los espermatozoides, resultando en la
hiperactivacion y facilitando la reaccion acrosémica que lleva a la fecundacién del

ovocito.

La capacitacion espermatica se llevd a cabo mediante gradientes de densidad del
90% y 45%, Bovipure, depositados en un tubo eppendorf en ese orden. Sobre estos
gradientes se colocaron 500 pl de semen contenido en pajillas sin perturbar el
gradiente. Posteriormente, se centrifugd a 700 x g durante 10 minutos, se retird el
sobrenadante y el pellet resultante fue reconstituido en 500 pl de medio FIV,
centrifugado nuevamente a 700 x g durante 5 minutos. Finalmente, el pellet fue
diluido con medio FIV a una concentracion final de 2x1076 espermatozoides/mL, y

se afiadieron 10 pl de esta dilucién a las gotas de fertilizacion.
CULTIVO DE EMBRIONES

Al concluir el tiempo de fertilizacién, se procede a retirar los presuntos cigotos del
medio de fertilizacion in vitro. En una primera etapa, se eliminan las células de
cumulus que rodean a los presuntos cigotos, y posteriormente se lleva a cabo su
clasificacion. Aquellos cigotos que han sido despojados de sus células de cumulus
y que exhiben una mayor calidad son trasladados al sistema de cultivo. La
eliminacién de las células de cumulus puede realizarse mediante pipeteo delicado,

empleo de hialuronidasa o agitacién en un vértex.

La clasificacion de los presuntos cigotos se ejecuta siguiendo los criterios

establecidos para la clasificacion ovocitaria, enfocandose en el analisis del
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citoplasma. Se busca descartar las estructuras que presenten citoplasmas claros u

oscuros, signos de apoptosis o evidencia de degeneracion.

El cultivo embrionario comprende el periodo que abarca desde los presuntos
cigotos hasta la formacion de blastocistos, desarrollandose entre el primer y
séptimo dia del desarrollo embrionario.

3.9.4.EVALUACION DE LA PRODUCCION DE EMBRIONES EN
CANTIDAD

La cantidad de embriones bovinos se pueden medir a través de varios métodos:
Medicion de Cantidad:

La valoracion de la calidad de los embriones bovinos constituye un proceso crucial
en la produccién in vitro de embriones. La evaluacion de calidad se realiza mediante
la observacion de caracteristicas morfolégicas, tales como la forma, tamafio,

simetria y la presencia de fragmentacion.

Los embriones se clasifican en tres categorias segun su calidad: grado 1, grado 2
y grado 3. Aquellos clasificados como grado 1 presentan la mejor calidad, mientras
gue los embriones de grado 2 se consideran de calidad media. Por otro lado, los
embriones clasificados como grado 3 no exhiben una buena calidad y tienen una

capacidad de implantacion inferior.

3.9.5. ANALISIS COSTO BENEFICIO

Para el andlisis del beneficio sobre el costo de las experimentaciones, se dividio los
ingresos por unidad experimental en funcion del nimero de embriones viables
producidos, con sus respectivos costos y beneficios netos asociados, este célculo

se desarrollara para cada variacion de tratamiento en general (Plua, 2018).

Costo-Beneficio = Total de ingresos por venta de embriones / Total de egresos por

experimentos



CAPITULO IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. DETERMINACION DEL NUMERO DE FOLIiCULOS
ESTIMULADOS BAJO EL EFECTO DE FOLLTROPIN®.

La administracion de la hormona foliculoestimulante (FSH - Folltropin®) en las
unidades sujetas a experimentacion, ha demostrado tener un impacto significativo
en la obtencion de foliculos estimulados. Los resultados presentados en la Tabla
4.1 revelan que las unidades experimentales tratadas con esta experimentacion
mostraron diferencias estadisticamente significativas (p<0,0001) en comparacion
con aquellas que no recibieron FSH, exhibiendo una media de 15 foliculos

aspirados por vaca, en contraste de la media de 10 foliculos para el grupo control.

Tabla 4.1. Nimero de foliculos estimulados.

Experimentaciones Media E.E.

FSH 15.32 a 0.64

SIN FSH 10.88 b 0.64
P-valor <0,0001

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05) segun las estimaciones LSD Fisher y
correcciones de p-valor Bonferroni

E.E = Error Estandar

P-valor = Valor de Probabilidad

Los resultados concuerdan con el estudio de Morera et al., (2022), quienes
mediante el uso de FSH (Folltropin®) en vacas adultas, mantuvieron una media de
21 foliculos estimulados por bovino evaluado, valores superiores a los animales del
grupo control que presentaron una media de 8 foliculos aspirados. En adiccion,
Betancourt et al, (2011) obtuvieron una media de 15 foliculos ovéricos estimulados
por vaca Holstein sincronizada con FSH (Folltropin®). Para remarcar, Ledur (2013)
también presentd parametros positivos mediante la aplicacion del FSH, con una
media de 15 foliculos aspirados por vaca Bos Taurus sincronizaday 8 foliculos para

el grupo control.

Estos hallazgos consistentes con investigaciones previas respaldan la efectividad
y la consistencia del uso de FSH en la estimulacion ovarica en bovinos y aumentar

el numero de foliculos disponibles para la recuperacion de ovocitos (Martins, 2014).
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Autores como Yilmazbas et al. (2022) sostienen que las experimentaciones con
FSH aumentan el nimero de foliculos estimulados en vacas. Por su parte BO y
Mapletoft (2020) indican que los protocolos de tratamiento de la FSH aumentan los
niveles circulantes de FSH y los mantienen durante una duracion suficiente puede
estimular el crecimiento de los foliculos antrales y aumentar el nimero de

embriones viables en el ganado bovino.

4.2. ESTABLECIMIENTO DE LA CANTIDAD OVOCITARIA CON Y
SIN EL USO DE FOLLTROPIN®.

Los resultados detallados en la Tabla 4.2 revelan diferencias estadisticamente
significativas (p<0,0001) entre las unidades experimentales tratadas con FSH
(Folltropin®) y aquellas que no recibieron esta hormona, evidenciando una media
de 10 ovocitos viables por vaca, en contraste de la media de 7 ovocitos para el

grupo sin FSH.

Tabla 4.2. Nimero de Ovocitos viables.

Experimentaciones Media E.E.

FSH 10.16 a 0.40

SIN FSH 7.96b 0.40
P-valor 0,0001

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05) segln las estimaciones LSD Fisher y
correcciones de p-valor Bonferroni

E.E = Error Estandar

P-valor = Valor de Probabilidad

La evidencia proporcionada anteriormente, que destaca el impacto significativo del
FSH en la cantidad de los ovocitos viables, encuentra respaldo en los hallazgos de
Samaniego et al. (2020) que mediante el uso de FSH, observé una media de 10
ovocitos viables por unidad experimental, contrastando de manera notable con la

media de 4 ovocitos registrada para el grupo control.

Aspectos similares reporta Ayala et al. (2018) que mediante la induccion de
vaquillas estimuladas con FSH lograron obtener mas ovocitos viables que en el
grupo control. Por ultimo, Morera et al. (2022) también presentd parametros

positivos en la obtencion de ovocitos viables mediante la implementacion del FSH



XXIII

con una media de 13 ovocitos por vaca, a diferencia del grupo control que presento

una media de 4 ovocitos viables.

Para El-Hayek y Clarke (2015), la hormona foliculoestimulante (FSH) desempefa
un papel fundamental en la promocion del crecimiento y desarrollo de ovocitos
viables. Esto se atribuye a que los tratamientos con FSH potencian tanto la
autorrenovacion como la expansion clonal de las células madre ovéricas,
conduciendo, en ultima instancia, a la generacion de un mayor niumero de ovocitos
(Patel et al., 2013). Lo anterior expuesto, permite potencialmente producir mayores
cosechas de ovocitos recuperables para procedimientos de fertilizacion in vitro
(Sam et al., 2013; Gosden, 2013)

4.3. CALCULO DE LA CANTIDAD DE EMBRIONES PRODUCIDOS
in vitro CON Y SIN LA APLICACION DE FOLLTROPIN®.

El conjunto de datos dispuestos en la tabla 4.3 presenta resultados de experimentos
con embriones, diferenciando entre aquellos realizados con la presencia de la
hormona FSH y los llevados a cabo sin ella. En el grupo con FSH, se observa que
el 60% de los 10 embriones totales fueron clasificados como viables, en contraste,
en el grupo sin FSH, solo el 37.5% de los 8 embriones totales fueron considerados
viables. Estos resultados sugieren una influencia positiva de la FSH en la viabilidad
de los embriones, ya que la proporcion de embriones viables es mas baja en

ausencia de esta hormona.

Tabla 4.3 Cantidad de embriones viables y no viables
Experimentaciones Embriones totales Embriones Viables Embriones no Viables % Viables
FSH 10 6 4 60%
SIN FSH 8 3 5 37%

De acuerdo con los parametros observados en la tabla 4.3, se observa que las
unidades experimentales estimuladas con FSH mostraron diferencias
estadisticamente significativas (p<0,0001) en contraste con aquellas que no
recibieron la experimentacion, exhibiendo una media de 6 embriones viables por

animal en comparacién con los 3 embriones obtenidos para el grupo control.
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Tabla 4.4. NUmero de Embriones Viables.

Experimentaciones Media E.E.

FSH 6.08 a 0.36

SIN FSH 3.24Db 0.36
P-valor <0,0001

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05) segun las estimaciones LSD Fisher y
correcciones de p-valor Bonferroni

E.E = Error Estandar

P-valor = Valor de Probabilidad

Los resultados obtenidos reflejan coherencia con los hallazgos de Zambrano et al.
(2020) y Salinas (2013) quienes sometieron a protocolos de superovulacion con
FSH a vacas donantes de embriones de razas mestizas y Holstein Friesian,
lograron obtener un ndmero significativamente superior de embriones aptos para

ser lavados y transferidos en comparacion con otras modalidades de tratamiento.

Este patron de resultados también se refleja en la investigacion de Vieira et al.
(2015), quienes determinaron que la super estimulacion de donantes Holstein con
FSH aumento6 la eficiencia de la produccién in vitro al mantener mas embriones

viables que el tratamiento sin FSH.

En conjunto, los estudios antes mencionados y los resultados obtenidos en esta
investigacion sugieren de manera consistente de aceptar la hipotesis de
investigacion en donde la utilizaciéon de FSH (Folltropin®) en los protocolos de
superovulacion, contribuye significativamente a mejorar tanto la producciéon de

ovocitos obtenidos para programas de reproduccion asistida en bovinos,

Estudios como el de Gutiérrez et al. (2022) y Deguettes et al. (2020) Encontraron
gue incluir protocolos de FSH en procesos de superovulacion, resulté en una mejor
respuesta ovarica, una mejor calidad embrionaria y un rendimiento superior en la
produccion de embriones en comparaciéon con los tratamientos convencionales de
FSH. Posturas que la respaldan Bé y Mapletoft (2020) y Ferré et al. (2019) quienes
mediante diferentes protocolos de superovulacion en vacas encontraron que la
estimulacion con FSH combinada aumentaba el numero de ovocitos viables

recolectados y las tasas de desarrollo embrionario viables.
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4.4. COSTO BENEFICIO CON LA UTILIZACION DE FOLLTROPIN®
EN LA PRODUCCION DE EMBRIONES in vitro.

De acuerdo con lo detallado en la tabla 4.5, se observa que el experimento con
FSH mantuvo una produccion de 6 embriones viables por unidad experimental, lo
que generd ingresos totales de $600,00, contrarrestados por egresos asociados a
FSH con un costo total de $50,00, que resulté en un beneficio neto positivo de
$550,00 por unidad experimental. En comparacion, el experimento sin FSH, produjo
un total de 3 embriones viables por bovinos, lo que generd ingresos totales de
$300,00, sin costos asociados a egresos. Este analisis destaca la superioridad
econdmica del tratamiento con FSH, evidenciando un beneficio neto mas sustancial

en términos monetarios.

Tabla 4.5 Analisis costo beneficio de las experimentaciones aplicadas.

Ingresos Egresos -
Experimento Ingreso  Ingreso Costo Costo Beneficio
Unidad  Total > Unidad  Total ,, .. . neto

Unitario Total Unitario Total
Con (FSH) ET/Z%?Q:S 6 100 $60000 (Folltopin®) 20 $5000 $50.00 $550,00
Sin (FSH) E’\“/gt')‘l’;‘ss 3 100 $300,00 $300,00

Nota: El analisis costo-beneficio refleja la comparacion econdmica entre los dos enfoques experimentales, uno con la
administracién de FSH (Folltropin®) y otro sin dicha administracidn. Los ingresos se calculan por unidad experimental en
funcién del numero de embriones viables producidos, con sus respectivos costos y beneficios netos asociados.

Se evidencia que el tratamiento con FSH exhibe una mayor eficacia en la obtencion
de foliculos, ovocitos viables y embriones que sustenta ingresos superiores en
comparacion con el tratamiento de control, lo que lo posiciona como una estrategia
rentable en el contexto de la reproduccion bovina. Esta observacion corrobora los
hallazgos de Palomino et al. (2020), quienes sugieren que el tratamiento con FSH
antes de la captacion de évulos puede aumentar significativamente el numero de

embriones transferibles.

Esta convergencia de resultados resalta la posicion estratégica y rentable del
tratamiento con FSH en el contexto de la reproduccion bovina, evidenciando su
potencial impacto positivo tanto en la calidad reproductiva como en la viabilidad
economica de programas comerciales de transferencia de embriones (Sawar et al.,
2020; Zambrano et al., 2020).



CAPITULO V. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1. CONCLUSIONES

La administracion de la hormona foliculoestimulante (FSH - Folltropin®) en las vacas
sujetas a experimentacion, resultd en un significativo numero de foliculos

estimulados en contraste con el grupo control que no recibié FSH.

En la valoracion de la cantidad de ovocitos viables, se evidencié que la
administracion de FSH generd un impacto positivo en comparacion con el grupo sin
tratamiento, las unidades experimentales tratadas con FSH mostraron una cantidad

notablemente mayor de ovocitos viables por vaca en contraste con el grupo control.

La aplicacion de Folltropin® en las unidades experimentales revel6 mejoras
significativas tanto en la cantidad como en la calidad de los embriones producidos

in vitro, en comparacion con el grupo control que no recibié FSH.

Los ingresos que se generaron por la produccion de embriones con la
implementacion del FSH, superaron considerablemente a los costos asociados a la
experimentacion, por lo cual se resalta la viabilidad financiera del tratamiento con

Folltropin® para la obtencién de embriones viables.
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5.2. RECOMENDACIONES

Dada la significativa mejora en el numero de foliculos estimulados, y la obtencién
de ovocitos y embriones viables y transferibles con la administracion del FSH, se
sugiere considerar el uso de este protocolo en programas de estimulacion ovérica

en vacas, y optimizar los resultados en programas de reproduccion bovina.

Realizar investigaciones adicionales que exploren la aplicacion de diversas dosis
de FSH o su combinacion con otros protocolos, para obtener una perspectiva mas
integral sobre cémo las variaciones en la administracion de FSH mejora los

embriones producidos in vitro.

Valorar la factibilidad de implementar el protocolo de FSH en programas de
reproduccién asistida, tanto en el ambito investigativo como en la practica clinica,
con el propdsito de optimizar la obtencion de embriones transferibles y, en

consecuencia, mejorar los resultados reproductivos en diversas especies animales.
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Anexo 1. Fotografias tomadas en la aplicacion del procedimiento

Anexo 1A. Unidades experimentales Anexo 1B. Ovocitos aspirados

L s

Anexo 2. Pruebas estadisticas aplicadas para evaluar la experimentacion (Modelos

Lineales Generalizados Mixtos).

Modelos lineales generalizados mixtos
Especificacién del modelo en R

mlgm.modelo.000 Numero.de.Foliculos.estimulados REML<-

glm (Numero.de.Foliculos.estimulados~1+Experimentaciones+ID.RP+Experimenta
ciones+ID.RP

,family=myFamily

,hna.action=na.omit

,data=R.data00)

Resultados para el modelo:
mlgm.modelo.000 Numero.de.Foliculos.estimulados REML

Variable dependiente: Numero.de.Foliculos.estimulados
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General

Familia Enlace Convergencia Escala
gaussian identity Alcanzada 10,30

Medidas de ajuste del modelo

N AIC BIC logLik Deviance
50 275,78 327,40 -110,89 247,08

AIC y BIC menores implica mejor

Pruebas de hipdtesis secuenciales para los efectos fijos

Df Deviance Resid. Df Resid. Dev Pr (>Chi)

NULL 49 2198,50
Experimentaciones 1 246,42 48 1952,08 <0,0001
ID.RP 24 1705,00 24 247,08 <0,0001

Pruebas de hipdétesis marginales (Wald) para los efectos fijos

Source numDF denDF F-value p-value
Experimentaciones 1 24 23,94 0,0001
ID.RP 24 24 6,90 <0,0001

Numero.de.Foliculos.estimulados - Medias ajustadas y errores estandares
para Experimentaciones

Inversa de la funcidén de enlace con efecto aleatorio=0

LSD Fisher (Alfa=0,05)

Procedimiento de correccidén de p-valores: Bonferroni

Experimentaciones PredLin E.E. Media E.E.
FSH 15,32 0,64 15,32 0,64 A
SIN FSH 10,88 0,64 10,88 0,64 B

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Numero.de.Foliculos.estimulados - Medias ajustadas y errores estandares
para ID.RP

Inversa de la funcidén de enlace con efecto aleatorio=0

LSD Fisher (Alfa=0,05)

Procedimiento de correccidn de p-valores: Bonferroni

ID.RP PredLin E.E. Media E.E.
07-17 ZAFIRO 31,50 2,27 31,50 2,27 A
05-15 JADE 21,50 2,27 21,50 2,27 A B
360-6 FANTA 20,00 2,27 20,00 2,27 A B C
23-19 FABIA 17,50 2,27 17,50 2,27 A B C D
457-10 SARITA 17,50 2,27 17,50 2,27 A B C D
20-18 GEMA 16,50 2,27 16,50 2,27 B C D
193-18 ARCANA 16,50 2,27 16,50 2,27 B C D
443-19 SANTERA 15,00 2,27 15,00 2,27 B C D
888-18 DAIRA 14,00 2,27 14,00 2,27 B C D
463-19 DELIRIA 13,50 2,27 13,50 2,27 B C D
464-19 DARA 13,50 2,27 13,50 2,27 B C D
368-19 MADONA 13,50 2,27 13,50 2,27 B C D
115-5 MIJA 13,00 2,27 13,00 2,27 B C D
377-19 ROSALIMA 13,00 2,27 13,00 2,27 B C D
454-19 SANTERA 13,00 2,27 13,00 2,27 B C D



415-19 SULAMITA 11,00 2,27 11,00 2,27 B C D
228-17 LITA 10,50 2,27 10,50 2,27 B C D
35-19 TESSA 10,50 2,27 10,50 2,27 B C D
29-19 INDIRA 8,50 2,27 8,50 2,27 B C D
199-18 DANIS 7,50 2,27 7,50 2,27 B C D
444-19 REGENTA 7,50 2,27 7,50 2,27 B C D
18-18 SHAKIRA 6,50 2,27 6,50 2,27 C D
414-16 FAVELA 6,00 2,27 6,00 2,27 cC D
65-17 LUCIANA 6,00 2,27 6,00 2,27 C D
136-18 LUCIA 4,00 2,27 4,00 2,27 D

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)
Especificacién del modelo en R

mlgm.modelo.001 Ovocitos.Viables REML<-
glm(Ovocitos.Viables~1+Experimentaciones+ID.RP+Experimentaciones+ID.RP
,family=myFamily

,na.action=na.omit

,data=R.data00)

Resultados para el modelo: mlgm.modelo.001_Ovocitos.Viables REML
Variable dependiente: Ovocitos.Viables

General

Familia Enlace Convergencia Escala
gaussian identity Alcanzada 4,00

Medidas de ajuste del modelo

N AIC BIC logLik Deviance
50 228,51 280,13 -87,26 96,00

AIC y BIC menores implica mejor

Pruebas de hipdétesis secuenciales para los efectos fijos

Df Deviance Resid. Df Resid. Dev Pr (>Chi)

NULL 49 1162,82
Experimentaciones 1 60,50 48 1102, 32 0,0001
ID.RP 24 1006, 32 24 96,00 <0,0001

Pruebas de hipétesis marginales (Wald) para los efectos fijos

Source numDF denDF F-value p-value
Experimentaciones 1 24 15,13 0,0007
ID.RP 24 24 10,48 <0,0001

Ovocitos.Viables - Medias ajustadas y errores estandares para
Experimentaciones

Inversa de la funcidén de enlace con efecto aleatorio=0

LSD Fisher (Alfa=0,05)

Procedimiento de correccidén de p-valores: Bonferroni

Experimentaciones PredLin E.E. Media E.E.
FSH 10,16 0,40 10,16 0,40 A
SIN FSH 7,96 0,40 7,96 0,40 B

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)
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Ovocitos.Viables - Medias ajustadas y errores estandares para ID.RP
Inversa de la funcidén de enlace con efecto aleatorio=0

LSD Fisher (Alfa=0,05)

Procedimiento de correccidén de p-valores: Bonferroni

ID.RP PredLin E.E. Media E.E.
07-17 ZAFIRO 22,50 1,41 22,50 1,41 A
05-15 JADE 16,00 1,41 16,00 1,41 A B
360-6 FANTA 15,00 1,41 15,00 1,41 A B C
463-19 DELIRIA 11,50 1,41 11,50 1,41 B C D
23-19 FABIA 11,50 1,41 11,50 1,41 B C D
457-10 SARITA 11,50 1,41 11,50 1,41 B C D
193-18 ARCANA 11,50 1,41 11,50 1,41 B C D
464-19 DARA 11,00 1,41 11,00 1,41 B C D
443-19 SANTERA 11,00 1,41 11,00 1,41 B C D
368-19 MADONA 11,00 1,41 11,00 1,41 B C D
20-18 GEMA 10,00 1,41 10,00 1,41 B C D E
115-5 MIJA 9,50 1,41 9,50 1,41 B C D E
454-19 SANTERA 9,00 1,41 9,00 1,41 B C D E
888-18 DAIRA 8,50 1,41 8,50 1,41 B C D E
377-19 ROSALIMA 8,00 1,41 8,00 1,41 B C D E
228-17 LITA 7,00 1,41 7,00 1,41 C D E
35-19 TESSA 7,00 1,41 7,00 1,41 C D E
29-19 INDIRA 6,50 1,41 6,50 1,41 C D E
65-17 LUCIANA 6,00 1,41 6,00 1,41 D E
444-19 REGENTA 5,00 1,41 5,00 1,41 D E
415-19 SULAMITA 5,00 1,41 5,00 1,41 D E
18-18 SHAKIRA 4,50 1,41 4,50 1,41 D E
414-16 FAVELA 3,00 1,41 3,00 1,41 D E
199-18 DANIS 3,00 1,41 3,00 1,41 D E
136-18 LUCIA 2,00 1,41 2,00 1,41 E

Medias con una letra comiun no son significativamente diferentes (p > 0,05)
Especificacién del modelo en R

mlgm.modelo.002 Embriones.Viables REML<-

glm (Embriones.Viables~1+Experimentaciones+ID.RP+Experimentaciones+ID.RP
,family=myFamily

,na.action=na.omit

,data=R.data00)

Resultados para el modelo: mlgm.modelo.002 Embriones.Viables REML
Variable dependiente: Embriones.Viables

General

Familia Enlace Convergencia Escala
gaussian identity Alcanzada 3,15

Medidas de ajuste del modelo

N AIC BIC logLik Deviance
50 216,62 268,24 -81,31 75,68

AIC y BIC menores implica mejor




Pruebas de hipétesis secuenciales para los efectos fijos

Df Deviance Resid. Df Resid. Dev Pr (>Chi)

NULL 49 665,22
Experimentaciones 1 100,82 48 504,40 <0,0001
ID.RP 24 488,72 24 75,68 <0,0001

Pruebas de hipdétesis marginales (Wald) para los efectos fijos

Source numDF denDF F-value p-value
Experimentaciones 1 24 31,97 <0,0001
ID.RP 24 24 6,46 <0,0001

Embriones.Viables - Medias ajustadas y errores estandares para
Experimentaciones

Inversa de la funcidén de enlace con efecto aleatorio=0

LSD Fisher (Alfa=0,05)

Procedimiento de correccidén de p-valores: Bonferroni

Experimentaciones PredLin E.E. Media E.E.
FSH 6,08 0,36 6,08 0,36 A
SIN FSH 3,24 0,36 3,24 0,36 B

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Embriones.Viables - Medias ajustadas y errores estandares para ID.RP

Inversa de la funcidén de enlace con efecto aleatorio=0
LSD Fisher (Alfa=0,05)
Procedimiento de correccidén de p-valores: Bonferroni

ID.RP PredLin E.E. Media E.E.

07-17 ZAFIRO 16,00 1,26 16,00 1,26 A

05-15 JADE 8,50 1,26 8,50 1,26 A B
464-19 DARA 8,00 1,26 8,00 1,26 B C
360-6 FANTA 7,00 1,26 7,00 1,26 B C
457-10 SARITA 7,00 1,26 7,00 1,26 B C
463-19 DELIRIA 6,50 1,26 6,50 1,26 B C
193-18 ARCANA 6,00 1,26 6,00 1,26 B C
377-19 ROSALIMA 5,50 1,26 5,50 1,26 B C
454-19 SANTERA 5,00 1,26 5,00 1,26 B C
23-19 FABIA 4,50 1,26 4,50 1,26 B C
443-19 SANTERA 4,50 1,26 4,50 1,26 B C
20-18 GEMA 4,50 1,26 4,50 1,26 B C
35-19 TESSA 4,00 1,26 4,00 1,26 B C
368-19 MADONA 4,00 1,26 4,00 1,26 B C
115-5 MIJA 3,50 1,26 3,50 1,26 B C
65-17 LUCIANA 3,50 1,26 3,50 1,26 B C
228-17 LITA 3,00 1,26 3,00 1,26 B C
444-19 REGENTA 3,00 1,26 3,00 1,26 B C
888-18 DAIRA 3,00 1,26 3,00 1,26 B C
18-18 SHAKIRA 2,50 1,26 2,50 1,26 B C
415-19 SULAMITA 2,50 1,26 2,50 1,26 B C
29-19 INDIRA 2,00 1,26 2,00 1,26 B C
414-16 FAVELA 1,50 1,26 1,50 1,26 B C
199-18 DANIS 0,50 1,26 0,50 1,26 C
136-18 LUCIA 0,50 1,26 0,50 1,26 C

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)
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