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RESUMEN

El objetivo de esta investigacion fue evaluar el impacto de la administracion
combinada de FSH via epidural e intramuscular con el propdsito de optimizar los
protocolos de superovulacion en vacas mestizas donantes de embriones. Para
su ejecucién se determind un disefio experimental donde se seleccioné 8 vacas
mestizas Bos Indicus con un peso promedio de 400-450 kg, condicion corporal
de 2.5 sin complicaciones reproductivas. Se utilizaron dos tratamientos
comparativos: T1 (n=4; convencional) recibieron 12 ml de FSH via intramuscular
en 8 dosis decrecientes, en la mafiana y tarde, en T2 (n=4; via epidural) se
administré 10 ml de FSH en una sola dosis via epidural en el dia 4 y un refuerzo
intramuscular (2ml) en el dia 7. Se valor6 la respuesta al proceso de
superovulacion, numero de foliculos preovulatorios (T1=7.25 £+ 1.91 vs T2=8.75
+ 3.11), cuerpo lateo (T1=5.38 + 1.60 vs T2=4.13 + 0.99) y estructuras
embrionarias (T1=5.25 + 3.69 vs T2=1 + 1.41) fue similar para ambos grupos
(p>0.05). No obstante, no se evidencié un aumento significativo (p>0.05) en el
namero de estructuras obtenidas, pero si en su calidad; ademas, el porcentaje
de embriones en los diferentes estadios de desarrollo no difirid6 entre grupos
(p>0.05). Se concluye que, la hormona foliculo estimulante (FSH) administrada
por via epidural mas un refuerzo intramuscular, produce una respuesta similar al
protocolo convencional, sin embargo, el nimero de embriones transferibles es
menor.

PALABRAS CLAVE

Administracién epidural, FSH, Protocolos de superovulacién, Bos Indicus.
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ABSTRACT

The objective of this research was to evaluate the impact of the combined
administration of FSH via epidural and intramuscular routes with the purpose of
optimizing superovulation protocols in crossbred embryo donor cows. For its
execution, an experimental design was determined where 8 Bos Indicus
crossbred cows were selected with an average weight of 400-450 kg, body
condition of 2.5 without reproductive complications. Two comparative treatments
were used: T1 (n=4; conventional) received 12 ml of FSH intramuscularly in 8
decreasing doses, in the morning and afternoon, in T2 (n=4; epidural route) 10
ml of FSH was administered in one single dose epidurally on day 4 and an
intramuscular booster (2ml) on day 7. The response to the superovulation
process, number of preovulatory follicles (T1=7.25 £ 1.91 vs T2=8.75 = 3.11),
corpus luteum (T1=5.38 £ 1.60 vs T2=4.13 = 0.99) and embryonic structures
(T1=5.25 + 3.69 vs T2=1 * 1.41) were similar for both groups (p>0.05). However,
there was no significant increase (p>0.05) in the number of structures obtained,
but rather in their quality; furthermore, the percentage of embryos in different
stages of development did not differ between groups (p>0.05). It is concluded
that follicle stimulating hormone (FSH) administered epidurally plus an
intramuscular booster produces a response similar to the conventional protocol,
however, the number of transferable embryos is lower

KEYWORDS

Epidural administration, FSH, Superovulation protocols, Bos Indicus.



CAPITULO I. ANTECEDENTES

11 PLANTEAMIENTO Y FORMULACION DEL PROBLEMA

La biotecnologia de Ovulacion Mdltiple y Transferencia de Embriones (MOET) ha
sido una herramienta fundamental en la reproduccién animal durante décadas,
facilitando un aumento en el indice reproductivo y un mejoramiento genético notable
en un periodo mas corto (Instituto para la Innovacion Tecnoldgica en Agricultura
[INTAGRI], 2018). Su funcién consiste en obtener mayor cantidad de ovocitos por
cada donadora seleccionada (superovulacion), e implantarlos en las receptoras. A
pesar de estos avances, las tasas de superovulacion y prefiez no han
experimentado mejoras significativas. Se observa una variabilidad considerable en
el nimero de ovulaciones, embriones deficientes, ademas ciertas donadoras no
responden al tratamiento consecuentemente por los factores intrinsecos y

extrinsecos (Tribulo, 2015).

Mogollon y Burla (2013) argumentan que el proceso multiovulatorio convencional
para TE en el ganado bovino consiste en ocho aplicaciones de hormona foliculo
estimulante (FSH) por via intramuscular para inducir el crecimiento folicular, con
intervalos de 12 horas durante cuatro dias consecutivos, debido a la corta vida
media de la hormona FSH que oscila entre de 5 y 12 horas. Este procedimiento
conlleva repercusiones adversas como el estrés, derivadas del confinamiento y
manipulacion excesiva de los animales. Esto impacta tanto en la calidad como en

la cantidad de 6vulos a ser obtenidos.

Por otro lado, Cafidén y Hernandez (2020) sefialan que la implementacion de las
biotecnologias como la sincronizacion y superovulacién se han visto limitadas por
los altos costos que estas conllevan, debido a la variedad de gastos en el
procedimiento, entre ellos, el costo de las hormonas, la mano de obra involucrada
por el operador técnico, seleccion y cuidado de las donadoras y receptoras.
Teniendo en cuenta que, “el retorno de la inversion no es cien por ciento
garantizada ya que muchas veces no se obtienen ni los resultados ni la rentabilidad
esperados” lo cual se transforma en un factor limitante de la técnica e implica un

analisis de costo/beneficio (Bolivar y Maldonado, 2008).



Por lo anteriormente expuesto surge la siguiente interrogante: ¢La aplicacién de
una dosis de FSH via epidural con una dosis via intramuscular favorecera el

incremento de la respuesta superovulatoria en vacas donantes mestizas?
1.2 JUSTIFICACION

Segun Morales et al. (2019) el método convencional de superovulacion implica
multiples aplicaciones de la hormona foliculo estimulante (FSH) por via
intramuscular durante 4 dias seguidos para prolongar su efecto. Como alternativa
para reducir el estrés consecuente, se propone minimizar las aplicaciones de FSH
sin afectar la respuesta de las donantes a la superovulacion o la produccion de

embriones (Araujo y Cordero, 2021).

El nuevo enfoque de administrar el tratamiento al paciente que ha despertado una
gran perspectiva, es la epidural (Araujo y Cordero, 2021). Hay informes limitados
de una Unica administracién de FSH epidural para la respuesta multiovulatoria, se
especula que el tejido adiposo epidural favorece el movimiento lento de FSH hacia
la circulacién periférica. Casati (2000) agrega que, la absorcion de farmacos
(analgésicos y anestésicos) administrados en el espacio epidural se ve influenciada
por las membranas que rodean la médula y su solubilidad en lipidos. Dado que la
FSH es hidrosoluble, su absorcion es mas lenta, lo que prolonga su efecto (Robbe
et al., 2002).

En este contexto, se ha evidenciado un estudio realizado por Tasdemir et al. (2012)
quienes concluyeron que la combinacion de aplicacion epidural e inyeccion
intramuscular de FSH podria ser comparativamente efectiva con los protocolos
tradicionales, aunque la eficiencia en el nUmero de embriones transferidos no fue
Optima. Por otro lado, una publicacion mas reciente demostré que esta aplicacion
podria estimular el desarrollo folicular y la produccién de embriones tanto in vivo

Como in vitro en vacas negras japonesas (Sakaguchi et al., 2018).

Esta investigacion es la primera que se realiza en Bos indicus en el tropico bajo
ecuatoriano. Su aplicacion puede demostrar los beneficios de obtener una mayor

cantidad de embriones transferibles de alta calidad a un costo relativamente modico



al tiempo que se asegura el bienestar animal al disminuir las horas de confinamiento

y el estrés.

1.3 OBJETIVOS

1.3.1 OBJETIVO GENERAL

Evaluar el impacto de la administracion combinada de FSH via epidural e
intramuscular con el proposito de optimizar los protocolos de superovulacion en

vacas mestizas donantes de embriones.
1.3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Valorar el efecto de la aplicacién de FSH convencional y epidural con una dosis

intramuscular con relacion al nimero de foliculos estimulados.

Valorar el efecto de la aplicacion de FSH convencional y epidural con una dosis

intramuscular sobre la respuesta multi ovulatoria.

Determinar el efecto de la aplicacion de FSH convencional y epidural con una dosis

intramuscular en relacion con la cantidad de embriones

Estimar el efecto de la aplicacién de FSH convencional y epidural con una dosis

intramuscular en la calidad embrionaria.
1.4 HIPOTESIS

La combinacién de una dosis de FSH administrada via epidural con una dosis
intramuscular simplifica el protocolo de superovulacion, y preserva la cantidad y
calidad de los embriones de vacas mestizas donantes en comparacion con los

protocolos tradicionales.



CAPITULO Il. MARCO TEORICO

2.1 FISIOLOGIA REPRODUCTIVA DEL BOVINO

La fisiologia reproductiva del bovino esta regulada por la comunicacion hormonal
regida por el eje hipotalamo, hipofisis, ovario y utero (Pinel y Pérez, 2017). El
hipotalamo se ubica en la base del cerebro, donde las neuronas producen la
hormona que libera gonadotrofina (GnRH) (Herndndez, 2016). En la eminencia
media, se distribuye a través de los capilares del sistema porta hipofisario a las
células de la adenohipofisis, cuya funcidn es estimular la secrecion de las
hormonas hipofisarias FSH y LH. La hipdfisis estd formada por una parte
adenohipofisis y neurohipdfisis. La adenohipdfisis genera diversas hormonas,
entre las cuales FSH y LH desempefian una funcion fundamental en el ciclo
estral (Bavera, 2005).

La FSH inicia el proceso de produccion de esteroides en los ovarios, asi como el
crecimiento y la maduracion de los foliculos, mientras que la LH participa también
en la produccion de esteroides ovaricos, pero se centra en la ovulacion, forma 'y
el mantiene del cuerpo luteo (Crudeli, 2011). Ademas, los ovarios tienen una
doble funcion: actian como glandulas exocrinas al liberar 6vulos y como
glandulas endocrinas al secretar hormonas. Entre las hormonas producidas por
los ovarios se encuentran los estrogenos, la progesterona y la inhibina (Nebel y
DeJarnette, 2011)

El Utero genera prostaglandina F2a (PGF2a), la cual juega un papel en la
regulacion neuroendocrina del ciclo estral al tener un efecto luteolitico. Ademas,

también interviene en los procesos de ovulacion y parto (Roth, 2020).
2.2 DINAMICA FOLICULAR

El foliculo ovarico en los bovinos consta de un ovocito que atraviesa una serie
de procesos biolégicos, como la ovulacion, la fertilizacion y la formacion del
embrién. Este ovocito esta rodeado por células de la granulosa y la teca, las
cuales generan sefales y hormonas para facilitar el desarrollo del ovocito (Khan
et al., 2020).



A lo largo del desarrollo del foliculo, las células de la granulosa se multiplican,
emiten hormonas y crean un entorno microscoépico crucial para el crecimiento del
foliculo (Dominguez et al., 2020). La multiplicacion y especializacion de las
células de la granulosa son fundamentales para el adecuado crecimiento del

foliculo, el desarrollo de los ovocitos, la ovulacién y la formacién del cuerpo luteo

Tanto los factores de crecimiento epidérmico (EGF) como la progesterona (P4)
se consideran opciones prometedoras para potenciar la supervivencia y el
desarrollo de los foliculos en un entorno de cultivo in vitro (Berisha et al., 2000).
En el ganado, la incorporacion de EGF incrementa la proliferacion de las células
del cumulo y mejora la eficacia en términos de maduracion y fertilizacion de los
ovulos (Paulino et al., 2020). La progesterona (P4) tiene una funcién crucial en
el control de la maduracion de los ovocitos bovinos, tanto en condiciones
naturales como en cultivos in vitro, mediante la activacibn de receptores
nucleares y de membrana especificos para la P4 (Luo et al., 2020; Hernandez,
2016).

Por otra parte, Warma y Ndiaye (2020) sefalan que la FSH desempefia una
funcion de control en la fase inicial de la foliculogénesis preantral, y ademas
influye en la activacion de genes clave relacionados con el metabolismo
energeético y la sefalizacion MAPK, lo que podria estar vinculado a los efectos

proliferativos de la FSH en los foliculos preantrales (Martinez, 2009).
2.3 SUPEROVULACION

En el ganado bovino, la técnica de superovulacion (SOV) se emplea
extensamente con el propadsito de estimular el desarrollo y la maduracién de un
mayor numero de foliculos antrales pequefios. Esto se logra mediante la
administracion de gonadotropinas, lo que induce multiples ovulaciones y
aumenta la cantidad de embriones transferibles con una alta tasa de éxito en la

gestaciéon (Chacon et al., 2020).

La mayor parte de los protocolos de tratamiento de la superovulacion utilizados
en la actualidad se fundamentan en el empleo de extractos de hipdfisis que

contienen hormona estimulante del foliculo (FSH), los cuales suelen



administrarse dos veces al dia durante cuatro dias con dosis decrecientes
(Sanderson y Martinez, 2020).

Diversas tecnologias reproductivas se emplean para conservar, ampliar y
mejorar el ganado. La ovulacién multiple y la transferencia de embriones (MOET)
reducen el tiempo entre generaciones y permiten aprovechar al maximo el
potencial genético de las hembras y toros de calidad superior (Rosales et al.,
2018).

La técnica de Transferencia de Embriones Mdltiples (MOET) implica estimular
los ovarios de la hembra para que produzcan una mayor cantidad de évulos.
Posteriormente, después de fertilizar estos évulos, ya sea de forma natural o
artificial, se recuperan los embriones resultantes y se transfieren a hembras
receptoras (Parra et al., 2018). No obstante, esta metodologia ha sido poco
utiizada debido a la escasez de informaciébn sobre los procedimientos

reproductivos necesarios para aplicar eficazmente esta tecnologia en hembras.
24 PROTOCOLOS DE SUPEROVULACION

Los métodos de superovulacion muestran una amplia variacion, influenciados
por la fuente de FSH, el tipo de diluyente empleado, la dosis y el momento de las
inyecciones de FSH, asi como el uso de prostaglandinas en distintos momentos,
ademas, dispositivos internos de liberacion controlada de progesterona,
hormona liberadora de gonadotropina y otros métodos para regular el desarrollo
folicular y la ovulacion (Mikkola et al., 2020). Los elementos asociados a los
animales que pueden afectar la efectividad de la superovulacién abarcan la raza
bovina, la edad, el estado nutricional, el nivel genético, el estado de lactancia, el

historial reproductivo y la estacion del afio (Cremonesi et al., 2020).

Los protocolos convencionales siguen la fisiologia del ciclo estral, comenzando
el tratamiento al inicio de una onda folicular, usualmente entre los dias 8 y 11 del
ciclo (Jiménez, 2009). A pesar de varios intentos con diferentes protocolos
hormonales para mejorar los resultados de la superovulacion y reducir la
variabilidad, los avances han sido limitados (Sudano et al.,, 2011).

En los protocolos de superovulacién en vacas, es habitual emplear FSH para

estimular el crecimiento folicular, dado que su vida media en estos animales es


http://www.scielo.org.pe/scielo.php?pid=S2313-29572023000100049&script=sci_arttext&tlng=en#B33

de aproximadamente 5 horas. En los protocolos convencionales, la FSH se
administra dos veces al dia, con un intervalo de 12 horas, durante un periodo de

4-5 dias por via intramuscular (Mogollon y Burla 2013).

Los protocolos de sincronizacion de tiempo fijo estan disefiados para coordinar
la actividad folicular de varias donantes, iniciando el tratamiento estimulante sin
importar la fase especifica del ciclo estral en la que se encuentren. Estos
protocolos emplean una combinacién de progesteronay estrégenos, o de GnRH,
para reiniciar la actividad folicular. Con cualquiera de estos tratamientos, se logra
reiniciar la actividad folicular aproximadamente a los 4 dias, momento en el cual
se considera apropiado iniciar el tratamiento con FSH (Sanderson y Martinez,
2020; Jiménez, 2009)

Tabla 2.1 Esquema de protocolos convencionales de superovulacion.

Esquema del protocolo multiovulatorio convencional

Dia 0: implante intravaginal (IV) de 1,38 g de progesterona (P4; CIDR®, Zoetis, México), 2 mg de benzoato de
estradiol (BE; Gonadiol®, Syntex, Argentina) IM; y 100 mg de P4 (Gestavec® Vecol SA, Colombia) IM.

Dia 4: 40 mg de Folltropin® (Bioniche, Canadé) IM dos veces al dia (6 am y 6 pm).

Dia 5: 30 mg de FSH-p/IM dos veces al dia (6 am y 6 pm).

Dia 6: 20 mg de FSH-p y 0,5 mg de D-cloprostenol (Estrumate® Intervet Schering-Plough, NJ, USA) IM dos veces al
dia (6 amy 6 pm); se retira el IV a las 6 pm.

Dia 7: 10 mg de FSH-p/IM dos veces al dia (6 am y 6 pm).

Dia 8: inseminacién artificial (IA) a las 6 am y 6 pm, Gonadorelina (GnRH; Fertagyl®, Intervet Schering-Plough, NJ,
USA) 250 ug/IM a las 6 am.

Dia 15: Coleccion de embriones

Fuente. Soria y Guevara (2017)
2.5 VARIABILIDAD EN LA RESPUESTA SUPEROVULATORIA

La consideracion de los factores que influyen en la calidad y produccion de
embriones en vacas sometidas a superovulacion es de suma importancia para
disefiar un programa de transferencia de embriones efectivo (Mapletoft, 2018).
Los factores internos comprenden aspectos genéticos, como la raza y la
variabilidad individual en la sensibilidad a la gonadotropina. Los factores
fisiologicos abarcan la edad, las condiciones ovaricas, como la dominancia
folicular, y la poblacion de foliculos al momento de la superovulacion. El estado

nutricional hace referencia a la cantidad y calidad de los nutrientes, ya sea en



déficit o en exceso. Por ultimo, las condiciones sanitarias involucran patologias
en organos reproductivos como los ovarios, el utero y el oviducto (Fatima et al.,
2018).

Los factores externos abarcan la utilizacion de diversas formulaciones
comerciales de FSH, tanto las derivadas de la hipofisis como las recombinantes,
gue pueden contener distintas cantidades de LH, eCG, HMG e inhibidores.
También se considera la dosificacion, la via de administracién, la época del afio
y las practicas de manejo en la explotacién ganadera (Silva et al., 2018). Tanto
la hiperestimulacién de los ovarios, a través de la administracién de hormonas
exdgenas, como el envejecimiento fisioldgico se asocian con un menor éxito
reproductivo, lo que incluye menores tasas de implantacion, mayor incidencia de

mortalidad postimplantacion (Marshall y Rivera, 2018).
2.6 SINCRONIZACION DE LA ONDA FOLICULAR

La sincronizacion emergente de la onda folicular puede lograrse mediante
ablacién folicular o mediante tratamientos farmacolégicos con hormonas,
obteniendo resultados semejantes (Santiago, 2022). La falta de un foliculo
dominante al comienzo del tratamiento hormonal conduce a una superovulacion
mAas pronunciada, asi como a una mayor cantidad de ovocitos disponibles para
la fertilizacién in vitro (Colazo et al., 2017). La administracion de progesterona
exdgena inhibe el crecimiento del foliculo dominante cuando se administra
durante la fase de crecimiento, lo que provoca la aparicién anticipada de una

onda folicular (Contreras, 2018).

La sincronizacion de celo en bovinos es un evento importante para mejorar la
eficiencia reproductiva en los sistemas ganaderos, en particular los dependientes
de la inseminacion artificial. Al avanzar en el conocimiento de la fisiologia de la
hembra bovina, el uso de hormonas exdgenas (progesterona, prostaglandina
F2a, hormona liberadora de gonadotropinas, gonadotropina coriénica equina,
estrogenos, entre otras) ha permitido gobernar el ciclo estral, desarrollado
protocolos de sincronizacion de celo para inseminacion artificial a tiempo fijo
(IATF) (Obando, 2020). Para Demetrio et al. (2020), la coordinacién de las ondas



foliculares y la estimulacion mediante FSH son cruciales para mejorar la calidad

de los ovocitos y, por ende, incrementar la produccion de embriones.
2.7 HORMONA FOLICULO ESTIMULANTE (FSH)

En los mamiferos los foliculos antrales se reclutan en forma de ondas en
respuesta a un incremento de la hormona estimulante del foliculo FSH luego de
la previa ovulacion o la regresion de un foliculo dominante (Landry y Sirard,
2018). El desarrollo de los foliculos reclutados esta regulado por la FSH hasta
gue se seleccione el foliculo dominante, lo cual ocurre cuando los foliculos
alcanzan una dimensién cercana a los 8,5 mm (Bizarro et al.,, 2018). La
estimulacién ovarica aprovecha la capacidad de todos los foliculos subordinados
para competir por convertirse en dominantes. La hormona foliculo-estimulante

(FSH) es comunmente empleada en la superovulacién del ganado bovino.

En el ganado bovino, si los niveles de progesterona permanecen elevados, los
pulsos de LH no se incrementaran, lo que resultara en la no ovulacion y eventual
atresia del foliculo dominante. Esto a su vez dard lugar a una nueva ola de
foliculos antrales conforme la FSH aumente (Bavera, 2005). Administrando FSH
externa en el momento adecuado después del reclutamiento y durante algunos
dias, los foliculos subordinados pueden ser rescatados de la atresia y pueden
transformarse en foliculos subdominantes con capacidad para ovular (Mapletoft,
2018). En la fase de meseta justo antes del pico de LH se puede inducir
artificialmente retirando la FSH durante unos dias después de la estimulacion
ovarica, lo que resulta un rendimiento del embrién de casi el 100% en bovinos
(Cremonesi et al., 2020).

2.8 FARMACOCINETICA Y FARMACODINAMICA DE LA FSH
VIA EPIDURAL

Segun Casati (2003) el propoésito de administrar medicamentos en el espacio
epidural es proporcionar un efecto terapéutico localizado y prolongado. Cuando
se administran farmacos analgésicos por via epidural, es crucial considerar sus
propiedades fisicoquimicas, especialmente su solubilidad (liposoluble o

hidrosoluble). Esta solubilidad influye significativamente en su farmacocinética,
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afectando su absorcién y distribucion en la sangre y el liquido cefalorraquideo
(LCR) Gonzalez, 2007).

Cuando se inyecta un farmaco en el espacio epidural, debe atravesar las
meninges para alcanzar el tejido nervioso. Los farmacos liposolubles atraviesan
estas membranas mas rapidamente que los hidrosolubles, lo que les permite
llegar a la médula espinal y tener un inicio de accion mas rapido. Ademas, los
farmacos liposolubles se fijan en mayor proporcion al tejido nervioso,
concentrando su efecto en el area de inyeccion. Por otro lado, los farmacos
hidrosolubles, con un inicio de accion mas lento, se fijan menos al tejido nervioso
y se distribuyen a diferentes areas a través del liquido cefalorraquideo (Casati,
2003; Rioja et al., 2013).

La FSH administrada por via epidural se absorbe gradualmente, lo que promueve
el desarrollo folicular. Este enfoque se convierte en una alternativa sencilla para
la superovulacion en el ganado (Sakaguchi et al., 2018). La aplicacién epidural
de FSH mejora el desarrollo embrionario a continuacion de OPU-IVF, los
veterinarios con experiencia en técnicas de anestesia local pueden realizar esta
administracion epidural para la superovulacion en vacas (Chumchai et al., 2021).
El area subcutanea detras del hombro que contiene la almohadilla de tejido
adiposo, representa el sitio ideal para la administracion Gnica de FSH, dado que
la presencia de grasa permite una liberacion gradual del medicamento. Otro
estudio propuesto por Satilmis et al. (2021) en vacas Anatolia oriental, la
administracion de FSH via epidural no proporciona suficiente foliculo y desarrollo

de ovocitos.
2.9 COLECTA DE EMBRIONES

Los embriones se recolectan mediante laparotomia que es la incision de
aproximadamente 15 cm en la linea media, por delante de la glandula mamaria
0 con menos frecuencia, mediante una incision en el flanco (Araujo y Cordero,
2021). Para lo cual es necesario especiales y costosas instalaciones quirurgicas
tanto para las donantes y receptoras que se sometian a cirugia aséptica bajo
anestesia general con el riesgo de que aproximadamente el 10% se vuelvan

infértiles o sub fértiles por la cirugia (Villasefior et al., 2017). De tal manera, que
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la manipulacion quirdrgica del utero y ovarios a lesiones que predisponen a la

formacion de fibrina y adherencias.

En la colecciébn de embriones las donadoras se colocan en una trampa
inmovilizadora en donde se lava y se desinfecta el area perivulvar y coccigea
dorsal, aplicando entre 5 a 8 ml de lidocaina al 2% por via epidural. Luego, se
inserta una sonda Foley de dos vias por via vaginal, fijandola en el cuerpo del
Utero, para realizar las infusiones o colecciones uterinas. Posterior a ello, se
localizan los foliculos y se activa la bomba de aspiracion folicular para la puncion
de cada foliculo y aspiracién de los ovocitos. Se aspiran los foliculos de mayor
tamafio de 5mm de diametro en adelante para luego seleccionarlos. Por lo
general, una vaca donadora puede ofrecer 25 ovocitos que darian entre 6 a 7

embriones (Villasefior et al., 2017).
2.10 EVALUACION Y SELECCION EMBRIONARIA

La evaluacion de embriones se realiza de forma habitual después de su
extraccion y antes de su transferencia o congelacion para almacenamiento.
Después de finalizar el lavado, se deja que el liquido de recogida sedimente
durante aproximadamente diez minutos, permitiendo que los embriones se
depositen en el fondo del frasco debido a su propio peso. Transcurrido este
tiempo, se extrae el liquido del fondo del frasco y se coloca en una placa Petri
para buscar los embriones utilizando una lupa binocular con aumentos de 20/40
(Gonsalvez y Vidal, 2006)

Una vez que se localiza un embridn, este se traslada a una pequefia placa Petri
gue contiene PBS y suero bovino, manteniéndose a 37°C para evaluar su
calidad. A continuacion, se observan y evallan las siguientes caracteristicas de

cada embrion (Gonsalvez y Vidal, 2006):

- Fase de desarrollo (edad del embrion).
- Si esta entero o ha perdido alguna célula.
- Forma (la mejor es la esférica).

- Masa celular homogénea y uniformemente repartida.
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Los criterios de evaluacion morfoldgica y calidad incluyen aspectos como la
forma, simetria de los blastomeros, apariencia, tonalidad, uniformidad de la
membrana, proporcion entre el embridn y el espacio perivitelino, integridad de la
zona pellcida, presencia de detritus celulares y compactacion de los
blastbmeros entre si (Bo y Mapletoft, 2013; Palma, 2001). Estas estructuras se
clasifican segun su etapa de desarrollo y su calidad mediante cdédigos

estandarizados establecidos por la IETS.

211 ETAPAS DEL DESARROLLO EMBRIONARIO

La etapa de desarrollo embrionario es determinada de acuerdo a los cédigos
numéricos establecidos por la Sociedad Internacional de Transferencia de
Embriones (IETS). La edad del embridn se establece a partir del dia del estro
(d0). No obstante, el codigo de la etapa de desarrollo es numérico, en un rango
de “1” (un ovocito infertilizado o embrion de 1-célula) a “9” (blastocisto expandido
eclosionado) (Fernandez, 2014). En la Tabla 2 se puede observar el desarrollo

del embrion para su clasificacion:

Tabla 2.2 Edad y caracteristicas del embrién.

Dia Caracteristica
Corresponde a la ovulacién
El cigoto se divide en 2 células ovales
Embrion de 4 células
8 células
16 células y continta su desarrollo a 32 blastomeros - mérula temprana
6 32 a 64 blastdmeros aprox. Mérula compacta (Mc)
100 a 200 células, formacién de una cavidad: blastocele. Blastocisto temprano (Bt)
100 - 200 células. Blastocisto (B)
Més de 200 células, ruptura de la zona peldcida. Blastocisto expandido (Be)
200 - 800 células. Blastocisto protruido (Bp)
Adaptado de. Palma (2001).
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2.12 CALIDAD EMBRIONARIA

La evaluacion de la morfologia y calidad del embrién se fundamenta en aspectos
tales como la forma, la simetria de los blastomeros, la apariencia, la tonalidad, la
uniformidad de la membrana, la proporcion entre el embrién y el espacio
perivitelino, la integridad de la zona pellcida, la presencia de detritus celulares y

la compactacion de los blastomeros entre si (Palma, 2001). El cédigo de calidad
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del embrién es también numérico y se basa en la integridad morfolégica de los
embriones. Los coédigos de calidad de los embriones oscilan entre 1 y 4.
(Sociedad Internacional de Transferencia de Embriones, 2011):

Cdédigo 1: Excelente. La masa embrionaria debe ser simétrica y esférica, con
blastomeros uniformes en tamafio, color y densidad. Este embrién debe
corresponder a la etapa de desarrollo esperada. Las irregularidades deben ser
minimas, y al menos el 85% del material celular debe formar una masa
embrionaria integra y viable. Este criterio se basa en el porcentaje de células
embrionarias presentes en el material expulsado en el espacio perivitelino. La
zona pellcida debe ser lisa, sin superficies concavas o planas que puedan

causar la adhesion del embridn a una placa de Petri 0 a una pajuela.

Figura 2.1 Blastocisto de calidad excelente.

Fuente. (Araujo y Cordero, 2021).

Cédigo 2: Bueno. Presenta irregularidades moderadas en la forma general de
la masa embrionaria o en el tamafio, color y densidad de las células individuales.
Al menos el 50% del material celular debe constituir una masa embrionaria

integra y viable.

Figura 2.2 Mérula de calidad regular

Fuente. (Araujo y Cordero, 2021)
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Cddigo 3: Malo. Existen irregularidades significativas en la forma general de la
masa embrionaria, asi como en el tamafo, color y densidad de las células
individuales. Al menos el 25% del material celular debe constituir una masa

embrionaria integra y viable.

Figura 2.3. Mérula de calidad mala.

Fuente. (Araujo y Cordero, 2021)

Cddigo 4: Muerto o Deteriorado. Embriones, ovocitos o embriones de 1 célula
deteriorados: no validos

Figura 2.4 Embrion congelado

Fuente. (Araujo y Cordero, 2021)



CAPITULO Ill. DESARROLLO METODOLOGICO

3.1 UBICACION DE LA INVESTIGACION

El trabajo de titulacion se realizo en la Unidad de Docencia de Investigacion y
Vinculacion de Hato Bovino de la ESPAM MFL, ubicada en el sitio El Limon del
cantdon Bolivar provincia de Manabi, bajo las siguientes coordenadas
geograficas, 00°49°23” latitud sur; 80°11°01” latitud oeste y una altitud de 15

m.s.n.m.

A continuacion, se detallan las caracteristicas climaticas en la tabla 3 del lugar

de estudio:

Tabla 3.1 Condiciones meteoroldgicas del sitio de estudio.

Variables Climaticas Valor
Pluviosidad 1346 mm/afio
Temperatura Media Anual 255°C
Humedad Relativa Anual 84%
Heliofania 1834.5 luz/afio
Vientos 25mls

Fuente. Estacion Meteoroldgica de la ESPAM-MFL (2019)

3.2 DURACION

El trabajo de campo tuvo una duracion de 5 meses. Durante los primeros 2
meses se realiz6 el proceso de seleccion, preparacion y manejo de las vacas
donantes que incluy6é la valoracidon de condiciones sanitarias Optimas y
verificacion de ciclos estrales, al siguiente mes se llevé a cabo los protocolos de
superovulacion, posterior a ello 2 meses para redaccion, tabulacion de datos y

presentacion de resultados al tribunal de tesis.

3.3 METODOS Y TECNICAS

3.3.1 METODOS

Para la elaboracion del proyecto se utilizaron métodos que permitieron conseguir
un desarrollo apropiado de los objetivos. Los métodos que se emplearon para la
resolucién de la problemética planteada fue el método analitico descriptivo que,

permitié describir y descomponer los elementos relevantes del estudio, posterior
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a este, se apoyo6 del método hipotético deductivo que aprobd tener conclusiones
especificas desde nociones generales para la obtencion de los parametros
reproductivos en estudio (cantidad de foliculos pre ovulatorios, cuerpos lateos,

embriones recolectados).
3.3.2 TECNICAS

La técnica que se utilizé para la recoleccion de datos durante la investigacion fue
la observacion directa de las principales caracteristicas que intervinieron en el
proceso Yy los parametros reproductivos de las vacas mestizas Bos indicus en
relacion con los 2 tratamientos, que involucré la técnica de mediciébn numérica
de la cantidad de foliculos pre ovulatorios generados, cuerpos luteos, embriones
recolectados de cada vaca mestiza, lo cual permitid interpretar y analizar los
resultados obtenidos de la investigacion y cuantificacion de las variables

mencionadas.
3.4 FACTOR DE ESTUDIO
FSH administrada por via Epidural.

3.5 UNIDAD EXPERIMENTAL

La unidad experimental en esta investigacion se precis6 con una unidad de
tamafno experimental (T.U.E). Se seleccionaron 8 vacas mestizas Bos Indicus
con peso promedio de 400 a 450 kg, condicion corporal de 2.5 a 3 en la escala
de 1 a5, con una edad media de 2 a 5 afios, multiparas, produccién lactea diaria
promedia de 8 a 10 litros, ciclicas, sin complicaciones reproductivas, con un

minimo de 60 dias puerperio.

3.6 VARIABLES A MEDIR

3.6.1 VARIABLE INDEPENDIENTE
Hormona foliculo estimulante (FSH) via epidural.
3.6.2 VARIABLE DEPENDIENTE

Numero de foliculos pre ovulatorios
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Numero de cuerpos lateos
Cantidad embriones
Calidad de embriones

Estadio de desarrollo embrionario

3.7 MANEJO DEL EXPERIMENTO

3.7.1 SELECCION DE ANIMALES

En primera instancia, se seleccionaron 8 vacas, donde se analizaron
requerimientos fisiolégicos reproductivos adecuados para la investigacion, tales
como: Condicion Corporal (CC) 6ptima, aquellas vacas que se encontraron en
un intervalo de 2,5 a 3 en escala de 1 a 5, determinacion que se hizo mediante
observacion; rango de edad media de 2 a 5 afios, multiparas, con un peso entre
400 a 450 Kg (UGG) aproximadamente y vacas totalmente ciclicas. De igual
manera, animales que no presenten patologias reproductivas confirmado

mediante la observacion objetiva general y la ultrasonografia transrectal.
3.7.2 APLICACION DEL PROTOCOLO CONVENCIONAL

El protocolo de superovulacion (SOV) convencional (G1) recibié en el dia O
(6h00) un dispositivo intravaginal de liberacion lenta de progesterona
(PLUSELAR 1g®) + 2 ml de Benzoato de estradiol (BENZOATO DE ESTRADIOL
CALIER®) y 50 mg(1ml) de progesterona inyectable (PROLUTEN® LIVISTO) via
intramuscular. A partir del dia cuatro (6h00) se aplic6 12 ml de FSH (PLUSET®
Calier, Ecuador) via intramuscular en 8 dosis decrecientes en intervalos de 12
horas. A partir del dia 4 (06h00 y 18:00 = 2,5 ml); dia 5 (06h00 y 18h00= 2 ml);
dia 6 (06h00 y 18h00= 1 ml); dia 7 (06:00 y 18h00= 0,5 ml). Adicionalmente, en
el dia 6 a las 18h00 y el dia 7 a las 06h00 se aplic6 2 ml prostaglandina
(VETEGLAN® Calier, Ecuador) + retiro del dispositivo intravaginal de
progesterona. En el octavo dia se observé celo en la jornada vespertina, ademas,
se administré6 2,5 ml de GnRH (VETERELIN® Calier, Ecuador). Al dia 9 se
insemind a las 06:00 am y 18HOO0 pm (Figura 15), el lavado fue realizado el dia

15 del protocolo.
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Figura 3.1. Protocolo de superovulacion (SOV) convencional

3.7.3 APLICACION DEL PROTOCOLO ViA EPIDURAL

Para los animales que recibieron el protocolo alternativo de SOV (G2) se les
aplicé en el dia 0 (6h00) un dispositivo intravaginal de liberacién lenta de
progesterona (PLUSELAR 1g®) + 2 mg (2ml) de Benzoato de estradiol
(BENZOATO DE ESTRADIOL CALIER®) y 50 mg (1ml) de progesterona
inyectable (PROLUTEN® LIVISTO) via intramuscular. En la mafiana del cuarto
dia (6h00) las donadoras recibieron una dosis de FSH 10 ml (600 Ul PLUSET®
Calier, Ecuador). En el dia 6 (6h00 y 18h00) se aplicé 2 ml prostaglandina
(VETEGLAN® Calier, Ecuador) + retiro del dispositivo intravaginal de
progesterona. En el séptimo dia (6h00) se coloc6 una segunda dosis de refuerzo
de FSH (18h00= 2 ml) intramuscular. En el octavo dia presentaran celo en la
jornada vespertina, ademas, se administrdo 2,5 ml de GnRH (VETERELIN®
Calier, Ecuador). Al dia 9 se inseminé a las 06:00 am y 18H00 pm (Figura 15), el

lavado fue realizado el dia 15 del protocolo.
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Figura 3.2. Protocolo de superovulacion (SOV) via epidural
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3.7.4 VALORACION DE LA RESPUESTA SOV

En el dia ocho del protocolo de SOV se realizé una ultrasonografia con un
ecografo portatil (Mindray® DP-50 Vet, Shenzhen, China), provisto de sonda
lineal, con una frecuencia de 7.5 MHz, con el propésito de cuantificar el nUmero
de foliculos estimulados presentes en cada uno de los ovarios, previo a la

primera inseminacion artificial para valorar la respuesta superovulatoria.

En el dia quince, antes de la colecta de los embriones se evalué mediante una
ecografia endorectal la respuesta superovulatoria mediante el conteo de cuerpos

lUteos.
3.7.5 LAVADO UTERINO DE LAS DONANTES

PREPARACION PREVIA DE LA DONANTE AL PROCESO DE
RECOLECCION DE EMBRIONES

Los animales en estudio fueron colocados en una manga, asegurando medidas
de bioseguridad para el técnico y el animal. Posteriormente se llevé a cabo la
asepsia del tren posterior de cada vaca. Finalmente, se aplicd 5 ml del anestésico

local (lidocaina al 2%) por via epidural (Ultima sacra y primera coccigea).
RECUPERACION DE EMBRIONES

El lavado uterino de las donantes se realiz6 7 dias después de la inseminacion
artificial. Se empezé eliminando las heces fecales con el propdsito de que no
contaminen la sonda ni algin otro material. Luego se introdujo intravaginal el
mandril con la sonda folley a través del cérvix, se atraveso el cuello y cuerpo del
Gtero guiado por la mano izquierda via rectal, llegando al cuerno en la parte
media. Luego de la localizacion de la sonda se procedié a inflar el balén con la
cantidad de aire necesario que mantuvo fija la sonda y ademas no permitié la
salida de los embriones. Se utilizé la técnica abierta, con una jeringa se introdujo
20 ml de medio de lavado; via rectal se realizé un breve masaje en el cuerno
uterino y pasado unos minutos se absorbié la misma cantidad introducida,
continuamente fue colocado en el filtro de coleccién. Dicho procedimiento se

repitié dos a tres veces en cada cuerno uterino.
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3.7.6 VALORACION DE LOS EMBRIONES OBTENIDOS

Una vez recolectados los embriones en el filtro, se transfirieron a una caja petri
para su examen bajo un estereoscopio. Después de localizarlos con una pipeta,
se distribuyeron en una caja Petri de cuatro pocillos que facilité cuantificar,
ademas de evaluar su desarrollo y calidad de acuerdo con los criterios
establecidos por la International Embryo Transfer Society (IETS, 2010).

3.8 DISENO EXPERIMENTAL

En esta investigacion experimental, no fue posible la aplicacion de un disefio
experimental clasico, por esta razon se realiz6 una comparacion de dos grupos

homogéneos, conformados por grupo control y tratamiento.
3.9 ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados fueron tabulados en Excel y se analizaron mediante el programa
estadistico Infostat versién 2020. Se establecieron estadigrafos primordiales. Se
utilizé la prueba de shapiro Will para comprobar la normalidad de los datos. Para
los valores que mostraron normalidad se uso la prueba de T de Student al 5%
para comparar las variables cuantitativas (numero de foliculos, CL y produccién
de embriones). En los datos que no manifestaron normalidad se realiz6 la prueba

no paramétrica de U de Mann-Whitney (Rivas et al., 2013).



CAPITULO IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 CONTABILIZACION DE FOLICULOS PREOVULATORIOS

La evaluacion ecografica realizada en el dia 8 del protocolo no revelé cambios
significativos en el numero total de foliculos preovulatorios entre los diferentes
tratamientos de superovulacion (0.4228; p>0.05) como se describe en la tabla
4.1.

Tabla 4.1 Valor medio del recuento de los foliculos preovulatorios. T Student (5%)

Grupo Epidural Grupo Convencional gl p-valor

F. Preovulatorios (OD)  6.25+1.26 8.00 £2.94 6 0.3162
F. Preovulatorios (Ol)  8.25 +2.06 9.5+ 3.51 6 0.5618
F. Preovulatorios Total ~ 7.25 + 1.91 8.75 £ 3.11 6 0.4228

gl= Grados de Libertad
p-valor= Valor de probabilidad
OD= Ovario derecho

Ol= Ovario Izquierdo

Los resultados obtenidos en la presente investigacion (Glconvencional=8.75 +
3.11 vs G2 epidural + refuerzo IM=7.25 + 1.91), son comparables a los obtenidos
por Sakaguchi et al. (2018) que, a pesar de obtener una cantidad mayor a
nuestra investigacion, no observaron diferencias en el numero de foliculos
preovulatorios entre los tratamientos. Ademas, difieren de los reportados por
Ochea et al. (2015) en donde mostraron un promedio de 14 foliculos en la
respuesta superovulatoria, siendo superiores a los alcanzados en esta

investigacion. Esto debido la variacion de dosis administrada de FSH.

4.2 CONTABILIZACION DE CUERPOS LUTEOS Y FOLICULOS
ANOVULATORIOS

En la presente investigacion se reporta que el nimero de cuerpos lateos
contabilizados el dia 15 del protocolo en el grupo convencional (G1) y epidural +
refuerzo IM (G2) tampoco existe diferencias significativas (p>0.05) con (0.1619)

respectivamente como demuestra en la tabla 4.2.
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Tabla 4.2 Nimero medio de cuerpos lUteos observados previo al lavado de embriones, en los dos grupos
(convencional y epidural). Prueba T Student (5%)

Grupo Epidural Grupo Convencional gl p-valor

Cuerpos Luteos (OD) 3.75+1.26 4.75+2.06 6 04393
Cuerpos Luteos (OI) 450+0.58 6.00 £ 0.82 6 0.024
Cuerpos Luteos Totales  4.13+£0.99 538+1.6 6 0.1619

gl= Grados de Libertad
p-valor= Valor de probabilidad
OD= Ovario derecho

Ol= Ovario Izquierdo

En cuanto a los cuerpos luteos totales se reporté un promedio de G1 (5.38 + 1.6)
y G2 (4.13 + 0.99). Estos datos, son similares a los que obtuvo Tasdemir et al.
(2012) el cual compar6 tres grupos de superovulacion (SOV), siendo dos
tratamientos convencionales (D1 y D2) aplicando diferentes dosis y un
tratamiento alternativo (E) por via epidural mas una aplicacién IM, no se
observaron diferencias significativas en el numero medio de cuerpo lateo (CL)
entre los grupos que fueron D1 (3.7 £ 0.56); D2 (3.4 £ 0.55) y grupo E (6.0 £
1.14)

Tribulo (2015) evalud la administracion de FSH diluida en acido hialurénico (AH)
como coadyuvante en el protocolo superovulatorio usando tres tratamientos,
obteniendo un total de cuerpos liteos G1 control (13.2 + 3.1), G2 alternativo AH
via IM (11.0 £ 2.0) y G3 alternativo AH via SC (4.2 £ 1.0); los resultados de este
altimo grupo son analogos a los obtenidos en la presente investigacion G2
epidural + refuerzo IM (4.13 + 0.99).

No obstante, Ochea et al., (2015) determinaron que al usar una via mixta
(epidural + intramuscular) para la administracion de FSH permitid obtener un
promedio de 9 cuerpos luteos valor superior al observado en el G2 epidural +
refuerzo IM (4.13 + 0.99) obtenido en este estudio. Sin embargo, Salinas (2013),
encontré un promedio de cuerpos luteos totales T1= FSH 360 mg + eCG 400 Ul
(6.2 + 2.80); T2= FSH 360mg (8.2 + 3.16), los cuales son mayores a los

observados en el presente trabajo

En cuanto a los foliculos anovulatorios, como se observa en la tabla 4.3, al aplicar
la prueba estadistica, revelé diferencias significativas entre los tratamientos
(0.0358; p<0.05).
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Tabla 4.3 Numero promedio de foliculos anovulatorios, observados previo al lavado de embriones en los dos grupos
(convencional y epidural). Prueba T Student (5%)

Grupo Epidural Grupo Convencional gl p-valor

F. Anovulatorio (OD)  0.00 £0.00 2.25+1.26 6 0.0374
F. Anovulatorio (O)  0.25+0.50 1.75+0.96 6 0.0321
F. Anovulatorio Total  0.13+0.35 2.00+1.07 6 0.0358

gl= Grados de Libertad
p-valor= Valor de probabilidad
OD= Ovario derecho

Ol= Ovario Izquierdo

Los resultados del nimero de foliculos anovulatorios obtuvieron una media de 2
+ 1.07 (convencional) y 0.13 + 0.35 (via epidural + IM). Siendo estos valores
menores a los reportados por Intriago y Zambrano (2019) quienes en su
investigacion evaluaron el efecto de los niveles de hormona antimilleriana (AMH)
sobre la respuesta superovulatoria y produccion de embriones in vivo.
Obteniendo en el rango 1(100 a 255 pg/mL) una media de 4.20 + 0.97 y en el
rango 2 (256 a 700 pg/mL) 3.60 + 2.06. Por otra parte, en la investigacion de
Salinas (2013) se reporto en el (T1= FSH 360mg + eCG) un promedio de 1 *
1.33 foliculos que no pudieron ovular y en el tratamiento sin esta hormona (T2=
FSH 360mg) un promedio de 1.8 + 1.79.

4.3 NUMERO DE ESTRUCTURAS Y EMBRIONES
TRANSFERIBLES

No se evidencio diferencias estadisticas (0.0748; p>0.05), al comparar el nimero

total de estructuras embrionarias como se aprecia en la tabla 4.4.

Tabla 4.4 Nimero promedio de estructuras, embriones transferibles recuperadas luego del lavado en los dos grupos
(convencional y epidural). Prueba T Student (5%)

Grupo Epidural Grupo Convencional gl p-valor

Cantidad Embrionaria  1.00 £ 1.41 5.25 +3.69 6 0.0748
Embriones transferibles  0.00+£0.00 (0.00%) 3.25+2.06 (61.90 %)
Embriones no transferibles 1.00 £ 1.41 (100.00 %) 2.00 £2.45 (38.10 %)

gl= Grados de Libertad
p-valor= Valor de probabilidad

En cuanto a las estructuras observadas se obtuvo un promedio de 5.25 + 3.69

con el protocolo convencional de los cuales el 61.9 % fueron embriones
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transferibles, mientras que, en el protocolo via epidural + refuerzo IM se obtuvo
1 + 1.41, donde el 0% fueron embriones transferibles, dichos valores son
menores a los reportados por Farias et al. (2023) en donde aplicaron dos
tratamientos similares a este estudio (convencional vs epidural), obteniendo en
T1 (Convencional) un promedio de 9.4 + 1.05 estructuras, y de éstas, el 70.2 %
fueron embriones transferibles, difiiendo estadisticamente (p<0.05) de T2
(epidural), donde se colectaron 4.5 £ 1.29 estructuras, de las cuales el 57.8 %
fueron embriones transferibles. De la misma manera, Tasdemir et al. (2012)
evalu6 3 tratamientos de SOV (D1, D2 y E) siendo dos grupos convencionales
en diferentes dosis y una alternativa por via epidural mas una aplicacién IM,
demostraron que no hubo diferencias en el rendimiento de embriones
transferibles entre grupos (D1= 10/42, 23.8%; D2= 14/32, 43.8% y E= 19/82,
23.2%).

4.4 CALIDAD Y ESTADIO EMBRIONARIO

No se observaron diferencias significativas en el porcentaje de embriones en los
diversos estadios entre los grupos (p>0.05). En la tabla 4.5 se describen los
valores encontrados para los distintos estadios embrionarios segun su calidad
del presente estudio determinado de acuerdo a los parametros de la IETS (2016).

Tabla 4.5 Nimero promedio de embriones obtenidos segun su estadio y calidad embrionaria presentes en los dos
grupos. Prueba T Student (5%)

CONVENCIONAL EPIDURAL
ESTADIO y % Total o/ % Total
Calidad  Total °  Estructura Total 0 Estructura
Parcial _ Parcial z
s (n=21) s (n=4)
C1 1 025+05 11% 0 0 0%
. C2 4 1+14 44% 0 0 0%
Mérulas 43% 75%
C3 3 0.75+1 33% 0 0 0%
C4 1 02505 11% 3 075+ 100%
C1 0 0 0% 0 0 0%
4 C2 0 0 0% 0 0 0%
Moérula 0 59% 0 0%
Temprana C3 1 025+05  100% 0 0 0%
C4 0 0 0% 0 0 0%
C1 2 05+0.6 67% 0 0 0%
i C2 1 02505 33% 0 0 0%
Blastocitos ° 14% ’ 0%
Tempranos C3 0 0 0% 0 0 0%
c4 0 0 0% 0 0 0%
Blastocitos C1 4 1+14 57% 33% 0 0 0% 25%
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C2 1 025+05  14% 0 0 0%
c3 2 0 29% 1 0.25+05 100%
c4 0 0506 0% 0 0 0%
C1 0 0 0% 0 0 0%
; c2 0 0 0% 0 0 0%
Blastoclltos 0 5% 0 0%
Expandido c3 1 025+05  100% 0 0 0%
c4 0 0 0% 0 0 0%

En cuanto a los estadios embrionario encontrados en esta investigacion (52.00%
de morulas) y 48.00% de blastocistos difieren de los encontrados por Correa y
Heredia (2017) que identificaron mérula (37.29%) y blastocisto (20.34%).



CAPITULO V. CONCLUSIONES Y
RECOMENDACIONES

5.1 CONCLUSIONES

La administracion epidural en combinacién de un refuerzo intramuscular de la
hormona foliculo estimulante (FSH), induce un proceso superovulatorio con un
namero de foliculos y cuerpos Iateos comparable al observado en el protocolo
convencional, sin embargo, se observa una reduccién mayor en la produccion y

calidad de embriones en comparacion con la aplicacion convencional de FSH.
5.2 RECOMENDACIONES

Variar la concentracion de la dosis aplicada via epidural, con la finalidad de
identificar respuesta superovulatorias de mayor eficacia y efectividad, in vivo e in

vitro.

Determinar dosis de GnRH optimas en protocolos de superovulacién en vacas

mestizas, con la finalidad de disminuir el nUmero de foliculos anovulatorios.
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Anexo 1. Seleccion de animales Anexo 2. Inicio del protocolo de SOV.
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