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1.

INTRODUCCION

El sector agropecuario es uno de los entes productivos mas relevantes en
Colombia con una cifra de 38.2% en la economia del pais segun el departamento
nacional de planeacién y con un PIB no tan significativo alrededor del 3%*. La
actividad agropecuaria es muy importante a nivel de la economia nacional ya que

genera alrededor de 4.982.000 millones de empleos?.

El sector pecuario como se ha hecho alusién, es parte importante en el desarrollo
de la economia nacional, de ahi radica la importancia de contribuir en la mejora
del sector, especialmente en el ambito ganadero, que cuenta con “22’689.420 de
animales, ubicados principalmente en los departamentos de Antioquia, Cesar,
Meta, Casanare, Santander, Caqueta, Cundinamarca y Magdalena; agrupandose
un 64,96% de la poblacion total nacional™. Para lo anterior se ha dado un proceso
de formacién de asociaciones ganaderas especificas para cada raza bovina,
teniendo como objetivo la busqueda del desarrollo genético y productivo de la
especie. La reproduccidon bovina se convierte en herramienta importante que
determina el éxito o fracaso econémico de la mayoria de las fincas o granjas
ganaderas, este éxito dependera de que tan eficiente sea el manejo reproductivo
de los animales. La eficiencia se vera reflejada en aspectos como el aumento del
ndamero de crias al afio, menor tiempo de intervalo entre partos, reduccion en el
namero de abortos y de vacas vacias, haciendo un manejo correcto de los
animales y utilizando los elementos de trabajo al maximo. Por ello la biotecnologia
de la reproduccion comprende las técnicas o conjunto de ellas que permite
aumentar la eficiencia reproductiva de los animales, producto de la ardua

investigacion en las ciencias de la medicina y la zootecnia, que lograron

! www.dpn.gov.co, 2015
2 www.finagro.gov.co, 2016
3 www.ica.gov.co, 2016



incrementar con éxito el progreso genético de los hatos destinados a la produccion
de carne y leche.

El aprovechamiento de la biotecnologia en el campo reproductivo del sector
bovino, contribuye a una disminucién significativa en la transmision de
enfermedades, ya que se limita el contacto entre animales, y se genera un
contacto entre profesional- animal, lo que requiere personal capacitado para el
desarrollo de toda la parte técnica. Para el caso de Colombia, los ganaderos
cuentan con herramientas de la biotecnologia reproductiva desde la mas basica
como lo es la inseminacion artificial, hasta técnicas un poco mas complejas como
la obtencién de embriones por métodos de super ovulacion y en laboratorios
especializados para realizacion de fertilizacion in vitro, en caso de hembras;
mientras para el caso de machos(reproductores) mediante la evaluacion
androldgica, que incluye la colecta y evaluacion seminal, permite un mayor uso del

material genético aportado por el macho.
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2. ASPECTOS DE LA ENTIDAD
2.1Nombre de la entidad:

CGR Biotecnologia Reproductiva SAS.

2.2Ubicacion y contacto:
Situada en el municipio de Zipaquira, km 2 via Tibitoc Hacienda la primorosa.

8] CGR Biotecnologia

b e |

Figura 1 y 2: Ubicacion CGR biotecnologia reproductiva. Fuente: CGR
biotecnologia.
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Teléfonos: (57-2) 852 26 28-852 25 22

Correo: administracion@cgrbiotecnologia.com www.cgrbiotecnologia.com

2.3Mision:
La organizacion corporativa de la compafiia estd disefiada para ofrecer un
completo soporte tecnolégico en el area reproduccién aplicada al mejoramiento
genético, a través de un amplio portafolio de productos y servicios, con un equipo

de trabajo altamente calificado.

2.4Vision:

Posicionar a CGR Biotecnologia Reproductiva SAS como lider en la aplicacién de
la biotecnologia en reproduccibn de grandes animales en Colombia con
proyeccion internacional. La estructura de CGR Biotecnologia reproductiva esta
disefiada para prestar un servicio oportuno de calidad en cada una de las areas de
la reproduccion. De esta manera contamos con seis (6) divisiones de servicio en la
compafiia, en las cuales se cuentan la Division Bovinos, Division Equinos, Division
Capacitacion, Divisién comercial, Division de proyectos y comercio internacional al

igual que la Divisién de andrologia.

2.5Antecedentes:

CGR biotecnologia reproductiva empresa para el desarrollo de la biotecnologia
reproductiva fundada en 1998 y reconocida a nivel nacional por su amplia
experiencia en la aplicacibn de herramientas tecnolégicas aplicables a la
reproduccion bovina. CGR es una compafiia disefiada para ofrecer un completo
soporte de alta tecnologia en el area de la reproduccion, aplicada al mejoramiento
genético y productivo. Ademas, es una empresa que se ha posicionado en el area

de reproduccion de grandes animales, mediante la aplicacion de herramientas de
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la biotecnologia reproductiva como: transferencia de embriones (TE), colecta de
embriones, congelacién de embriones, inseminacion artificial a tiempo fijo (IATF) y
evaluacion androlégica. Con el firme e invaluable proposito de transferir
tecnologias aplicables a la reproduccién animal, entidad que ha contribuido a la
formacién de profesionales pecuarios a través de su programa de educacién
continuada mediante alianza con entidades como la Universidad Nacional de
Cordoba (Argentina), Universidad del Tolima (lbagué), Universidad Técnica

Particular de Loja, Universidad Corhuila y Universidad Sergio Arboleda entre otras.

CGR Biotecnologia Reproductiva empresa lider en el sector Ganadero, encargada
en ofrecer soporte técnico en el area de reproduccion, aplicada al mejoramiento
genético de las ganaderias de carne y leche, mediante la aplicacion de las
herramientas de la biotecnologia; disefiada para prestar un servicio oportuno de

calidad en cada una de las areas de reproduccion.

2.6 Estructura organizacional:
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Figura 3. Estructura organizacional CGR. Fuente: CGR biotecnologia.

[ AYUDANTE DE
LABOSATORO J

]

PASANTE
UNIVERSITARIO

Area de Capacitacion
Se encargada de brindar al personal oportunidades y refuerzos de formacion

académica mediante la implementacion de especializaciones, diplomados,
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entrenamientos practicos, seminarios, cursos, etc. por medio de academias a nivel

nacional e internacional con las cuales se tiene convenio directo.

Area Técnica
Especializada en el control, manejo y aplicacion de procesos y procedimientos
para el desarrollo practico y tecnolégico de actividades y labores objeto de la

empresa, con el fin de obtener resultados satisfactorios en cuanto a productividad.

Area Comercial

Diseflada para la venta, promocién y negociacién de productos y servicios
obtenidos en el desarrollo de las actividades, creando relaciones y vinculos de
negocio a nivel nacional e internacional resaltando la calidad de los productos

ofrecidos en el mercado.

Area Administrativa

Enfocada en brindar al personal mejoras y servicios en pro de la satisfaccion
laboral implementando diferentes programas e incentivos de beneficio mutuo;
ademas del analisis y control financiero general de empresa en cuanto a

produccion y adquisicion de esta.

2.7Servicios:

2.7.1

En busca del cumplimiento de su objetivo, CGR cuenta con un portafolio de
productos y servicios disponibles en el mercado, que buscan suplir necesidades

externas en el que podemos encontrar actividades practicas como:

Division bovinos: se encarga de ofrecer soporte técnico en el area de
reproduccion, aplicada al mejoramiento genético de las ganaderias de carne y
leche mediante la aplicacibn herramientas de la biotecnologia. Se prestan
servicios en hembras como en machos:

Hembra: se prestan los siguientes servicios:

14



Colecta y transferencia de embriones frescos y congelados: Esta técnica ha
revolucionado la industria pecuaria al permitir el uso intensivo de hembras de alto
valor genético junto con el aprovechamiento de toros genéticamente superiores.
Mediante el uso de tratamientos hormonales es inducida la multiple ovulacién en
las vacas donantes, las cuales son inseminadas y siete dias después son
recuperados los embriones para ser posteriormente congelados o transferidos a
hembras receptoras.

Seleccion de donantes/receptoras: mediante la evaluacion y palpacion de la
estructura reproductiva y determinar si es apta o no.

Venta de prefiez confirmada: hembras de alta genética con prefiez confirmada de
90 dias.

Congelacién de embriones: procedimiento para la crio preservacion de las
estructuras embrionarias para una posterior transferencia.

Macho: se ofrecen los siguientes servicios:

Evaluacion androlégica (incluyendo ecografia): que incluye evaluacion fisica total y
palpacion, medicidn y ecografia de estructuras reproductivas.

Colecta procesamiento y congelacion de semen bovino: una vez es obtenido el
material seminal, se evalla y se procede a su procesamiento si presenta
caracteristicas obligatoriamente requeridas.

Evaluacion de pajillas congeladas (2 por lote): donde se evalua: motilidad
espermatica, concentracion, morfologia, progresividad, mortalidad y termo
resistencia.

Marcacion de pajillas.

Divisién de capacitacion: CGR Biotecnologia reproductiva, fiel al proposito de
transferencia de tecnologia ha contribuido a la formacién de profesionales a través
del programa de educacion continuada mediante el ofrecimiento de dos lineas de
ensefianza:

Linea no formal: En esta modalidad se ofrece:
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Curso de Inseminacion Artificial y manejo de semen: curso bésico y principal
donde se busca que el participante adquiera conocimientos basicos sobre la
técnica de inseminacion artificial, contribuyendo a la eficiencia reproductiva en los
bovinos. Duracion de 32 horas tedrico-practicas.

Curso de palpacion y ultrasonografia reproductiva: el objetivo del curso es adquirir
la destreza para evaluar en forma precisa y rapida estructuras ovaricas y el estado
de todo el tracto reproductivo, proceso esencial en programas de manejo
reproductivo bovino. Duracién del curso son 40 horas tedrico-practicas.

Curso personalizado en andrologia en bovinos: cumplido el desarrollo del curso,
se busca que el participante adquiera las habilidades necesarias para estar en
capacidad de: realizar evaluaciones andrologicas, seleccionar toros para
programas de mejoramiento genético, evaluar calidad seminal y crio preservar
semen. La duracién del curso son 40 horas teérico-practicas.

Curso de colecta, clasificacion, congelacion y transferencia de embriones bovinos:
brindar todas las herramientas y conocimientos béasicos para que una vez
finalizado el curso el participante este en capacidad: seleccionar donantes y
receptoras mediante ultrasonografia, sincronizar ovulaciones y super ovulaciones
y realizar colecta convencional, busqueda, clasificacion, congelacion vy
transferencia de embriones. Este curso tiene una duracion de 128 horas dividas en
un contexto tedrico-practico.

Otros eventos: diplomados, seminarios, donde se busca dar actualizaciones en
temas referentes a la reproduccion bovina.

Cada uno de los programas de capacitacion estan estructurados, de manera tal
qgue buscan cubrir las necesidades especificas de capacitacion con un criterio
cientifico y técnico en los aspectos de biotecnologia aplicada en reproduccion
bovina. Cada uno de los anteriores cursos tiene un perfil de aspiracion, a medida
gue aumenta la complejidad del curso mayor debe ser la afinidad del aprendiz con
el sector y el conocimiento que deba poseer. De acuerdo a la duracion,
competencias a desarrollar y namero de participantes estara dado el valor del

Curso.
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Linea formal: CGR Biotecnologia Reproductiva, el Instituto de Reproduccion
Animal de Cérdoba (IRAC-Argentina) y la escuela para graduados de la Facultad
de Ciencias Agropecuarias de la Universidad Nacional de Cordoba (Argentina) han
realizado desde el 2003, una alianza estratégica para ofrecer a los profesionales
del sector pecuario de Colombia y de los paises vecinos la ESPECIALIZACION
EN REPRODUCCION BOVINA. El programa académico de la especializacion
desarrollado por pedagogos y expertos internacionales esta disefiado para ofrecer
a los participantes los més relevantes avances en el campo de la reproduccion
bovina, desarrollando los contenidos de manera tedrico-practica dado en el

avance de los 12 médulos de los que consta el posgrado.

Divisibn comercial: en esta linea de ventas, se ofrece una completa linea
hormonal para los distintos programas de sincronizacion, ademas fia venta de
equipos e implementos para el trabajo de la biotecnologia reproductiva. Se
comercializa semen nacional e importado de las distintas razas, al igual que los

embriones.*

2.8Instalaciones y areas:

CGR Biotecnologia reproductiva cuenta con extension aproximada de 4
hectareas, donde se ubica la parte administrativa y las instalaciones para la parte
técnica del desarrollo reproductivo, de la totalidad del terreno una hectarea esta
dada a instalaciones y accesos, las restantes 3 corresponde a los potreros para el

pastoreo de los animales que no se encuentran en la zona de toriles.

4 www.cgr biotecnologia.com
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Laboratorio de evaluacion y procesamiento seminal.

Figura 5. Laboratorio de evaluacién y procesamiento seminal. Fuente: autor.

Laboratorio auxiliar,

Zona administrativa, que corresponde al area dotada para el desarrollo
organizacional de la empresa, ademas de un auditorio para la realizacion de
reuniones y las distintas capacitaciones.

Bodega de almacenamiento para heno, 2 bodegas para silo y una para
concentrados y sales.

Bodega de almacenamiento de equipos de trabajo (guadafa, motosierra, bomba
de aspersion, etc.)

Se cuenta con dos botiquines: uno de uso exclusivo para animales de cuarentena
y el otro para el uso de los animales de las demas zonas.

Existe una zona de toriles para la estadia de animales (donantes de semen y

embriones).
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Figura 6. Zona de toriles. Fuente. Autor.

e Zona de brete y corral para el manejo y los distintos procedimientos a realizar.

e Rodaluvio en acceso principal a la centra y pediluvios en toriles y corral.

3. ACTIVIDADES REALIZADAS
El desarrollo de la pasantia se subdividié en 3 grupos:

e Areareproductiva en hembra bovina.
e Areareproductiva en macho bovino.

e Capacitacion.

3.1AREA REPRODUCTIVA EN HEMBRA BOVINA:

El periodo de desarrollo en esta area fue de tres meses, donde se realizé trabajo y
apoyo técnico en actividades totalmente relacionadas con la reproduccion de la

hembra bovina, ademas de otro tipo de accién medica dada mediante la aplicacién
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de tratamientos médicos a estados de enfermedad que se presentaron. Las
siguientes actividades fueron las desarrolladas:

Solicitud de materiales en almacén para la actividad estipulada para el dia segun
el cronograma de visitas y trabajos del médico veterinario:

Sincronizacién de donantes y/o receptoras: linea hormonal: benzoato de estradiol,
DIB, prostaglandina, progesterona inyectable, FSH (Hormona Foliculo
Estimulante), GnRh (hormona liberadora de gonadotropinas), eCG (gonadotropina
coriénica equina). Otros: jeringas, agujas, toallas de papel, guantes de latex,
aplicador de DIB, medios para desinfeccion (amonio cuaternario, cloro, alcohol).
Colecta y busqueda de embriones: sistema de conduccion de 2 vias, filtro Em Co,
sonda Foley, estilete o mandril, medios de lavado (lactato de ringer, complete flush
solution), lidocaina, cajas de Petri, cajas 4 o 6 huecos, micro pipetas,
estereoscopio, prostaglandina, jeringas, agujas, guantes de palpaciéon y CMC.
Transferencia y congelacion de embriones: medio de mantenimiento (holding),
medio para congelacion (etilenglicol), mini pajillas (0.25ml), tapon para pajillas,
goublets, escalerillas, nitrégeno liquido, congeladora de embriones, pistola de
transferencia, fundas para, transferencia, camisa sanitaria, lidocaina, alcohol,
guantes de palpacién y de latex, jeringas, agujas y CMC (carboximetilcelulosa).
Chequeo reproductivo y confirmacion de prefiez: guantes de palpaciéon y de latex,
CMC, ecégrafo.

Apoyo técnico en la seleccion de donantes y receptoras, mediante palpacion rectal
y el uso de ultrasonografia, evaluando las caracteristicas del aparato reproductor,
estructura ovarica del momento (cuerpo lateo, foliculo u ovarios multifoliculares) y
algunos parametros como dias abiertos, nimero de partos, ademas teniendo en
cuenta las caracteristicas fisicas como condicion corporal, tamafio y edad del

animal.
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Figura 7. Lote de hembras para seleccion de donantes y receptoras de

embriones. Fuente: Autor

Registro de animales en el formato de seleccion identificando si son 0 no aptas

para algun programa de reproduccion, o siendo el caso registrando el motivo por

el cual no se acepta, ademas de consignar el estado reproductivo bien sea vacia

apta o
hembr
a
gesta

nte.
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Tabla N° 1 Formato de registro para seleccion de donantes y receptoras. Fuente:

CGR Biotecnologia.

Aplicacion de protocolos para la sincronizaciéon de animales para Inseminacion

Artificial a Tiempo Fijo (IATF), sincronizacion de receptoras para transferencia de

embriones (TE) y tratamiento hormonal para la super ovulacion (SPO) de la

donante para el trabajo de produccién embriones por método convencional.

CALENDARIO IATF

DIA
# FECHA |HORA |ACTIVIDAD RESPONSABLE
dd-mm- |10:00 |DIB®+ 2 ml
0 aa a.m. |SINCRODIOL IM veterinario o pasantes
dd-mm- |8:00 |Retiro del DIB+ 2ml|pasantes o administrador de
8 aa a.m. |SINCROCIO® IM finca
dd-mm- |8:00 pasantes o administrador de
9 aa a.m. |SINCRODIOL® 1 mlIM |finca
dd-mm- |1 a 3 veterinario, pasantes 0
10 J|aa pm Inseminacion artificial administrador de finca
Tabla N° 2 Calendario IATF
CALENDARIO DE RECEPTORAS
DIA
# |FECHA |HORA |ACTIVIDAD RESPONSABLE
dd-mm- |10:00 a. | DIB®+2ml SINCRODIOL® | Veterinario o]
0 |aa m. (benzoato de estradiol) IM pasantes
Pasantes o]
dd-mm- |[6:00 a.|SINCROCIO® 2 ml IM+|administrador de
5 Jaa m. FOLLIGON®(ecg) 2 ml IM finca
Pasantes 0
dd-mm- [6:00 a. administrador de
8 |aa m. Retiro del DIB finca
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Pasantes o
dd-mm- |6:00 a. administrador de
9 aa m. SINCRODIOL® 1 ml IM finca
Pasantes (o}
dd-mm- |6:00 a. administrador de
10 |aa m. Observar celos finca
Pasantes 0
dd-mm- |6:00 a. administrador de
10 |aa m. Observar celos finca
dd-mm- [10:00 a. Veterinario y apoyo
17 |aa m Transferencia de embriones técnico de pasantes

Tabla N° 3 Calendario receptoras de embriones.

CALENDARIO PARA DONDANTES

DIA # |[FECHA |HORA |ACTIVIDAD RESPONSABLE
DIB®+2ml SINCRODIOL® Veterinario o
0 dd-mm-aa |10 am | (benzoato de estradiol) IM+ 2.5 mi asantes
GESTAVEC®(progesterona) IM P
Pasantes o]
4 dd-mm-aa |6 am |FOLLTROPIN V® (FSH) 2 ml IM administrador de
finca
Pasantes o]
4 dd-mm-aa |6 pm |FOLLTROPIN V® 2 ml IM administrador de
finca
Pasantes o]
5 dd-mm-aa |6 am |FOLLTROPIN V® 1.5mlIM administrador de
finca
Pasantes 0]
5 dd-mm-aa |6 pm |FOLLTROPIN V® 1.5 ml IM administrador de

finca
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Pasantes (0]

6 dd-mm-aa {6 am |FOLLTROPIN V® 1 mlIM administrador de
finca
6 dd-mm-aa |6 pm FOLLTROPIN V® 1 ml I.M+ 2 ml ZS;?:itsetfador dg
SINCROCIO®(prostaglandina) finca

FOLLTROPIN V® 0.5 ml IM+ 2 ml|Pasantes o)

7 dd-mm-aa |6 am | SINCROCIO®(prostaglandina)+ administrador de
Retiro del DIB® finca

Pasantes 0

7 dd-mm-aa |6 pm |FOLLTROPIN V® 0.5 ml IM administrador de
finca
Pasantes o

8 dd-mm-aa |6 am |FERTAGYL®(GnRh) 2.5 ml IM administrador de
finca
Veterinario,

i i . pasantes o

8 dd-mm-aa |6 pm | IATF*2 administrador de
finca
Veterinario,

9 dd-mm-aa |6 am |IATF pasantes 0
administrador de
finca

Colecta, transferencia y congelacién Veterinario_ y
15 dd-mm-aa |9 am " apoyo técnico de
de embriones.
pasantes.
. Pasantes o
29 dd-mm-aa | 8 am CLOPROSTENOL®(Prostaglandina) administrador de

2mlIM

finca
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Tabla N°4. Calendario para donantes de embriones.

Inseminacion artificial (IA) en animales propiedad de la empresa, y en fincas
ganaderas que requerian del servicio. El proceso inicia con la determinacion de las
sefales de celo, hora de inicio del celo, determinacién del animal que este en celo,
secrecion de moco, lo que permite elegir el momento adecuado para realizar la
inseminacién, una vez determinado esto, se debe ingresar al animal por via rectal
evacuando la materia fecal lo que permitird un buen agarre y manipulacién del
cérvix, al momento de hacer la evacuacion fecal es posible que salga moco via
vaginal, permitiendo observar posibles cambios de color, mal olor, o algun tipo de
contenido contaminante que impida hacer la 1A Luego de confirmar un estado
Optimo para la IA, se procede a extraer la pajilla del termo de nitrdgeno liquido y
sumergirla por un tiempo de 45 a 60 segundo en agua a 37 °C, luego secar la
pajilla y cortar por el extremo opuesto al tapdn de algoddn y polivinilo que sea el
que funcione como embolo, luego se acopla a la pistola de inseminacién, se
coloca la funda sanitaria y se cerciora de que haya sido un acople optimo, luego
se coloca la camisa sanitaria, durante el proceso de alistamiento de la pistola se
debe realizar un manejo optimo y rapido como proteccion de la luz, de agua, otro
tipo de contaminante, y que permita mantener el mayor numero de
espermatozoides vivos motiles progresivos. Una vez lista la pistola, se procede a
ingresar por via rectal, “agarrar” el cérvix, mientras que externamente se debe
limpiar la vulva de la hembra a inseminar, luego ingresar la pistola via vaginal con
total precaucion hasta encontrar la entrada del cérvix, ya ubicada la entrada del
primer anillo se debe romper la camisa sanitaria y seguir con la entrada de la
pistola a través del cérvix hasta llegar al cuerpo del Gtero en donde se debe
realizar la inseminacion, desde el cuerpo del Utero habra una mejor distribucion de

los espermatozoides hacia los cuernos uterinos.
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Figura 8. Inseminacion artificial. Fuente: Autor.

Colecta, busqueda y clasificacion, transferencia y/o congelacion de embriones:
una vez cumplido el calendario para las donantes y receptoras de embriones se
realizan las siguientes actividades:

Preparacién: se alista el laboratorio para la busqueda de embriones, debe ser un
lugar seco, con condiciones higiénicas favorables, donde la luminosidad sea poca,
y se alistan todos los materiales para el proceso, ademas se prepara la solucién
de lavado con bolsas de lactato de 500 ml a las cuales se les adiciona 60 ml de
complete flush que es una solucién surfactante mas otras propiedades que
permite la obtencién de los embriones evitando que se degeneren, se rompan y se
gueden adheridos en las paredes del sistema de colecta. Una vez listos los
materiales se debe evaluar la respuesta lutea de la hembra a colectar, esto
permite identificar si hubo buena regular o no respuesta al tratamiento hormonal,
mediante palpacion rectal se puede determinar esta respuesta y un posible
namero de estructuras a encontrarse, o también mediante ultrasonografia (US) se
puede tener un numero mas exacto de cuantos cuerpos liteos hay por cada

ovario. Una vez verificada la respuesta se procede a hacer una anestesia epidural
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sobre el espacio intervertebral de la primera y segunda coccigea en una relaciéon
aproximada de 1 ml de lidocaina por cada 100 kg de peso, es decir se utilizan de 4

a 6 ml por donante.®

Figura 9. Laboratorio de paso para el proceso de embriones. Fuente: Autor.

Colecta: una vez listo el material, la donante bien inmovilizada en el brete, ademas
de estar anestesiada, se procede al ingreso de la sonda Foley con ayuda del
estilete que le proporcionara rigidez por via cervical hasta llegar a uno de los
cuernos mas exactamente hasta la curvatura mayor, luego se infla el balén de la
sonda Foley con 5 a 7 cm de solucion de lavado, esto se hace para obliterar la luz
del cuerno e impida la fuga de las estructuras hacia el cuerpo uterino y sea mas
dificil su recuperacion. Luego de ubicado el baldn se retira el estilete, se conecta el
sistema de dos vias a la sonda, este sistema es el que va a permitir el flujo del

medio de lavado tanto hacia el interior, como hacia el exterior. El sistema es

5 PALMA, G. Biotecnologia de la reproduccién. 2001
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manejado por dos clips, en cada una de las vias, una de las cuales va a estar
conectada con el medio de lavado y ubicada a una altura no mayor a metro por
sobre el animal para no afectar la integridad de las estructuras por velocidad del
liquido mayor; mientras que la otra via va a estar conectada al filtro de recoleccion
que debe estar protegido de la luz y estara ubicado cerca al suelo, permitiendo
que el flujo de liquido sea por gravedad. Por cada cuerno se debe hacer de 7 a 8
lavados, haciendo masajes suaves, provocando remolinos y liberando las
estructuras de la minima adherencia con el endometrio. Luego se debe cambiar al
otro cuerno haciendo el paso de la sonda con ayuda del estilete, nuevamente
conectar el sistema y hacer el mismo procedimiento que en el anterior. Para una
realizar una colecta con 1000 cc de medio de lavado es suficiente. Una vez
terminado el procedimiento, se debe realizar la aplicacion de 2ml de
prostaglandina F2a IM, para producir la lisis de los cuerpos luteos formados y no
viabilizar el desarrollo de la(s) estructura(s) que no pudieron ser obtenidas; esta
aplicacion se debe repetir en la misma dosis a los 8 dias siguientes a la colecta.

Busqueda y clasificacion: ya en el laboratorio de paso, se procede a vertir el fluido
colectado en una caja de Petri con cuadricula, y lavar el filtro con solucién de
lavado para evitar que alguna estructura quede adherida a la malla que tiene un
diametro de 70 a 80 micras, mientras las estructuras estan cercanas a un tamafio
gue ronda las 100 micras, cosa tal que las estructuras pueden quedar adheridas a
la malla'y no pasar a través de ella. En la caja de Petri con cuadricula se coloca en
el estereoscopio y se debe seguir una secuencia en la bisqueda para no dejar
algun espacio de la caja sin revisar y caer en la posibilidad de no encontrar todas
las estructuras (fig. 10) se debe realizar busqueda dos veces, habra una tercera
siempre y cuando se encuentre estructuras en la Gltima busqueda o segun praxis y
habilidad de quien realice el procedimiento. A medida que se van encontrado
estructuras se deben extraer con la micro pipeta y siendo colocados en una caja
de Petri con huecos, sumergidos en una “piscina” holding que es un medio de

mantenimiento hasta tener la plena seguridad de haber realizado completamente
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la busqueda y haber encontrado todas las estructuras que fueron colectadas (fig.
11).
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Figura 10. Secuencia a seguir para realizar busqueda de estructuras. Fuente:
Palma, Gustavo. Transferencia de embriones y biotecnologia de la reproduccion

en la especie bovina. 1993

Figura 11. Estructuras recuperadas en colecta. Fuente: Autor.
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Ya obtenidas todas las estructuras se procede a clasificarlas, esta clasificacion
designada por la IETS (sociedad internacional de transferencia de embriones) va a
depender del grado de desarrollo y la calidad, es decir dependiendo del estadio de
la estructura sera proporcionado un numero progresivo yendo desde el 1 hasta el
9, pero como la colecta se realiza el dia 7 pos celo, lo ideal es encontrar
estructuras en grado 4 y 5 que corresponden a morulas compactas y blastocitos
tempranos, pero en algunos casos se encuentran estadios menos desarrollados,
tal vez por degeneracion o por no haber fertilizacién de los ovocitos, y también
estructuras con un estadio mayor debido al momento en que se realiza la colecta,
quiza si se realiza el dia 8. En cuanto a la calidad que categorizan las estructuras
de 1 a 4, siendo 1 un embrién excelente y 4 un embrién malo o degenerado; dada
esta clasificacion dependiendo de la formacion de las células y su uniformidad y
relacion dentro del embrion, entre mas haya células(blastomeras) sueltas y
desorganizadas, menor serd su calidad. Luego de clasificar las estructuras se
deben lavar para retirar detritos celulares, ademas de eliminar agentes viricos,
este lavado se realiza en 10 gotas de tripsina, pasando todos los embriones por

las 10 gotas.

Transferencia en fresco y/o congelacion de los embriones viables: luego de estar
completamente clasificadas las estructuras se deben registrar en el formato de
colectas, el total de las estructuras, ademas de consignar los distintos estados,
calidades, embriones a transferir en fresco, embriones a congelar y la
identificacion de la donante y el toro (fig. 12). Una vez hecho lo anterior se procede
a empacar los embriones que son para transferir en fresco, se utiliza la mini pajilla
(0.25 ml) se hace una gota grande de holding que es la sustancia de
mantenimiento, que le proporciona al embrion energia, pH optimo, y otras
propiedades para preservar su integridad, se empaca uno por cada mini pajilla, se
tapa, y se marca con el estado calidad, y los datos del padre y madre. Luego se
protegen de la luz y se llevan al lugar donde se hara la transferencia, este medio

ofrece buenos indices hasta unas 18 a 24 horas.
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CGR BIOTECNOLOGIA REPRODUCTIVA
FORMATO DE COLECTA DE EMBRIONES

FECHA: 66(/#:/5/9'

PROPIETARIO: [Vl atha Tioveas ok (Lbicey
Fncasicacion: Vot :‘-‘/ Manfcot rea
Donadoras RESPUESTA INFORMACION DE LA COLECTA :
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Figura 12. Formato de colecta de embriones. Fuente: CGR Biotecnologia.

Para la transferencia, se mete la receptora al brete y se evalla la respuesta lutea
del momento, se puede realizar mediante palpacién o ultrasonografia, en caso de
ser por palpacion se clasificara el cuerpo luteo en CL3, CL2 y CL1, siendo aptos
para trasferencia los dos primeros; mientras que por US, un CL superior a 15 mm
de diametro es Optimo para realizar la transferencia, se debe identificar en ovario
fue la respuesta. Luego de evaluada la respuesta, se hace anestesia epidural a la
receptora, similar a las donantes, se quita el tapon de la mini pajilla, se introduce
en la funda de transferencia, luego se coloca en la pistola de transferencia,
asegurandola bien y finalmente se coloca la camisa sanitaria. Se manejan las
mismas condiciones de higiene y limpieza que en IA, se limpia la vulva, se ingresa
la pistola, se atraviesa cérvix, luego se redirige la pistola por el cuerno donde se
produjo la respuesta y el objetivo es dejar lo mas craneal posible el embrién,

siempre y cuando realizando maniobras delicadas evitando el dafio en el tejido
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que puedan provocar sangrado y muerte embrionaria. Se debe registrar la
identificacion de la receptora, respuesta y en que ovario, lo datos del embrion y

observaciones en caso de dificultad en el proceso (tabla 5).

CGR BIOTECNOLOGIA REPRODUCTIVA SAS
FORMATO DE TRANSFERENCIA DE EMBRIONES

FINCA:
INFORMACION DEL INFORMACION INFORMACION DE
EMBRION RECEPTORA TRANSFERENCIA
Cal/
IDENTIFICACION | LOTE |E|C| NUMERO |[CL| TE |TECNICO | COMENTARIOS | DX

Tabla N° 5. Formato de transferencia de embriones. Fuente: CGR Biotecnologia.

Para la congelacion de embriones, se debe utilizar un medio de crio preservacion,
en este caso etilenglicol (EG), que es una sustancia que le brindara proteccion al
embrién y resistir el proceso de congelacion, ya que actda sacando el agua del
interior del embrién y entrando EG, evitando que al momento de la congelacién se
produzcan cristales de hielo que rompan las células de la estructura. Al igual que
para transferir se debe empacar los embriones en mini pajillas de la siguiente
manera: columna de EG+ columna de aire+ EG incluyendo el embrién+ aire y por
altimo otra columna de EG (fig. 13) esta caracteristica permite regular las
presiones al momento de congelar y descongelar el embrion. En EG dura un
tiempo aproximado de 8 minutos, donde se genera el equilibrio y adaptacion del
embrién con el medio crio preservante. Luego se lleva a la congeladora donde se
lleva el embrion a los -6 °C, realizar seeding o cristalizacion (fig. 14), luego hay
descenso de 0,5C°* minuto hasta los -32°C y finalmente se sumerge a nitrdgeno
liquido (-196°C) donde se pueden perpetuar por el tiempo. Se debe tener especial

cuidado de no alterar la curva de congelacion, ya que podria afectarse la viabilidad
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X/
°

del embrion. Para descongelar un embrién para transferir, se saca del termo, se
lleva a agua a 28 °C por un tiempo 25 segundos, y se realiza el proceso de acople

en la pistola descrito anteriormente.

U [ )
} 4 t }

Straw Air pocket Embryo Seal
plug in freezing
medium
Freezing medium Freezing medium

Figura 13. Forma de empacado de un embrién bovino.

Figura 14. Embriones en congeladora, y realizacion del seeding. Fuente: Autor.

OTRAS ACTIVIDADES:
Tratamiento médico en animales con alguna patologia reproductiva que afecte el
bienestar animal e impida su uso en programas de IATF, TE y SPO como

endometritis, se diagnosticO endometritis por medio de vaginoscopia y se
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evidencio contenido fétido y purulento, se evacuaba el contenido del Gtero
mediante la palpacién rectal y mediante el paso de un catéter por via cervical que
permitiese expulsar el contenido uterino, se implementa como tratamiento el uso
de METRICURE® antibidtico intrauterino a base Cefapirina benzatinica
obteniendo un resultado 6ptimo en el control de la endometritis en vacas
afectadas. También la presentacion de quistes foliculares, donde se trataron
mediante la aspiracion del foliculo y la aplicacion de GnRH para producir la
ovulacion.

Tratamiento de animales de la raza Wagyu con problemas respiratorios, siendo
signos que predisponian a los animales al desarrollo de mal de altura, ya que son
animales provenientes de una altura significativamente menor (300 msnm) a la de
Zipaquird (2650 msnm), presentandose signos como secrecion de moco, a la
auscultacién de los campos se escuchaban sonidos estertorosos, prolongacion del
sonido cardiaco a través del campo pulmonar debido a matidez pulmonar y a la
presencia de edema, ademdas de observarse edema leve en la zona de la
mandibula y zona esternal, para el tratamiento de estos signos se procede a
utilizar Maxflor ® LA de virbac, a una dosis de 15 mg/kg de peso 3 dosis, una dia
de por medio via IM. Obteniéndose mejorias a los 5 dias de instaurado el
tratamiento.

Se atendid un caso de timpanismo gaseoso de un ternero Holstein de 15 dias de
nacido, se procede a movilizar el animal para ayudar a la normalizacion del caso,
al no observarse un resultado positivo, se continua sin la resolucién del caso y se
procede a la administracion de Sorol® a una dosis practica de 8 ml disueltos en 6
ml de agua via oral, hecho esto no se resolvia el estado anormal y se decide
utilizar una sonda gastrica para descomprimir de forma rapida y total el rumen,
dando resultado positivo y dando el bienestar de salud total al animal.

Tratamiento de dos casos de claudicacion, con muestra de inflamacion interdigital,
pero sin la evidencia de algun tipo de dafio en tejidos blandos, se procede hacer
una limpieza con solucion agua yodo, luego una hidroterapia por 5 minutos, se

administra Flunixin Meglumine® a dosis de 2.2 mg/kg de peso durante 3 dias,
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respondiendo de manera positiva al tratamiento, ademas se da reposo al animal y
se lleva a una zona donde el movimiento sea minimo.

= Un caso interesante sobre una hembra Wagyu que presentaba claudicacion de
miembro anterior izquierdo con pérdida de la sensibilidad total en el miembro, se
examina por palpacion y no se detecta zonas con inflamacion, ni aumentos de
temperatura. Aunque se detecta una perdida en la estabilidad en la articulacién
humero radio cubital; se realiza varias placas radiograficas en la articulacion
mencionada ademas de la articulacion escapulo humeral: en la primera se
encuentra una fisura en el cubito mas exactamente en la tuberosidad del
olecranon, donde se insertan los musculos triceps braquial, tensor de la fascia anti
braquial y anconeo. En la segunda placa se encuentra otra fisura a nivel del
humero en la tuberosidad lateral craneal, en donde se inserta el ligamento infra
espinoso®. Ademads, se asocia la perdida de sensibilidad con una neuritis pos
trauma debido a una posible mala maniobra de manejo. Se aplica tratamiento con
Butazinol® (fenilbutazona) a dosis de 3 mg/ kg de peso dia de por medio para 5
aplicaciones via IM, a esto se le suma Domosyn® (Dimetilsulfoxido) en gel para
aplicacion topica local a la par con la aplicacion de Butazinol, terminado el
tratamiento se observa una importante mejoria en la movilidad de la extremidad,

se ubica al animal dentro un corral para evitar movimiento excesivo.

3.2 AREA REPRODUCTIVA MACHO BOVINO.

Esta etapa también tuvo una duracion de 3 meses que correspondio al segundo
trimestre, donde las actividades principalmente estuvieron enfocadas hacia todo lo
inherente a reproductores bovinos, con presentacion de algunas otras actividades
clinicas y no clinicas externas a la parte reproductiva como tal. Se desarrollo

trabajo y apoyo técnico en las siguientes actividades:

6 CHAVEZ, L e INFANTE, J. Manual de anatomia veterinaria. 2006
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Solicitud de material en almacén para la evaluacion androlégica completa de los
reproductores segun cronograma de actividades y visitas a fincas del médico
veterinario encargado de la parte de andrologia:

Exploracion fisica y reproductiva: mangas de palpacion, guantes de latex,
ecografo, escroto metro,

Colecta de semen: cloruro de sodio, venoclisis, tijeras, vagina artificial, funda
colectora y tubos colectores de semen si es con maniqui o sefiuelo de monta, o
electro eyaculador, fundas de colecta, guantes de palpacion y latex.

Evaluacion de semen: micro pipetas, puntas para micro pipetas, porta y cubre
objetos, tinta eosina nigrosina.

Procesamiento de semen: bolsas nasco, diluyente.

Empacado y congelacion: pajilla convencional (0,55 ml), polivinilo.

Los demas materiales como microscopio, placas térmicas, caAmaras de neubauer,
marcadora de pajillas, empacadora IMV, refrigerador y otros, son elementos que

se encuentran siempre presentes en el laboratorio de andrologia.

Trabajo y apoyo técnico en la evaluacion andrologica de reproductores tanto de la

central, como de fincas de clientes que solicitan el servicio:

Exploracion fisica: examinando desde la punta del morro hasta la borla de la cola,
se debe anotar las anormalidades presentes en tegumento, en miembros (cojeras,
inflamaciones, perdida de movimiento articular) problemas de vision, masas o
tumores, heridas.

Exploracion y evaluacion de estructuras del aparato reproductor: se evalldan
mediante palpacién, la consistencia, tamafio, presentacion de dolor o masas los
testiculos, ademas de realizar medicion de circunferencia escrotal que sirve para
determinar el volumen de masa testicular y hacer calculos aproximados de
produccion de espermatozoides, seguido a esto se palpa cuello testicular, se hace
ecografia para verificar normalidad en la consistencia del tejido testicular, de cuello

testicular y de epididimo. (fig.15), ademas, de ser un parametro importante y muy
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relacionado con la edad del animal. Siendo un factor muy heredable tanto a hijos
como a hijas. Seguido esto se hace palpacion de préstata, vesiculas seminales y

conducto deferente, para determinar aumentos de tamafo, o0 si hay presencia de

algun tipo de dolor. Se hace ecografia tanto a préstata y vesiculas seminales. (Fig.
16)

Figura 15. Superior Der., Medicion de circunferencia escrotal. Superior 1zq., US de

testiculos, Inferior, US de epididimos. Fuente: Autor.
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Figura 16. 1zq. US de vesiculas seminales. Der. US de préstata. Fuente: Autor.

Preparacién para colecta: bien sea por vagina artificial o por electro eyaculador, se
realiza lavado prepucial con cloruro de sodio, para eliminar restos de orina,
detritos celulares y cualquier agente extrafio a la zona. Pero antes de esto se debe
hacer que el animal miccione, para lograrlo se introducen 2 dedos en el prepucio y
se hace movimientos circulares rapidos, o comprimir el prepucio contra la pared
abdominal con ayuda de la palma de la mano y hacer movimientos laterales,
hecho esto se hacen 2 lavados con una bolsa de 500 ml para un animal, se utiliza
un venoclisis introducido via prepucial unos 10 cm para llenar la zona sin permitir
la salida del liquido, luego hacer masaje fuerte ascendente unas 5 a 6 veces,
soltar entrada del prepucio y realizar el mismo nimero de barridas pero de forma
descendente, se repite el proceso nuevamente, se seca cuidadosamente.

Colecta: si el procedimiento se va a realiza con vagina artificial, se lleva el macho
hacia la zona del maniqui, se prepara la vagina artificial, se le agrega agua con
una temperatura de 50 °C para simular la una temperatura casi exacta a la vagina
bovina. Ya estando lista se procede a guiar el animal sobre el maniqui, para que
monte, protruya el pene, permita conectar la vagina con el pene, dé el golpe de

rion y se dé la eyaculacion. Si es con electro eyaculador se debe alistar las
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fundas de colecta el tubo de ensamble de las fundas y el electro que consta de
una bala con 3 electrodos en su parte ventral, que via rectal haran contacto con la
préstata y vesiculas seminales y estimularan todo el sistema, un monitor que emite
la carga eléctrica y permite manipular el voltaje a utilizar. Se introduce via rectal se
enciende y comienzan impulsos eléctricos por 1,5 segundos, seguidos de
descansos de igual tiempo, a medida que avanza el tiempo el voltaje se
incrementa, el animal comienza con secrecion de liquido pre seminal y luego con
la secrecion de semen. Una vez obtenido el semen por alguno de los métodos se
debe proteger de la luz, evitar el contacto con agua y debe ser llevado al
laboratorio para la evaluacion seminal. EI nimero de colectas va a depender de
cada animal, pero puede oscilar de 3-5 con vagina artificial, y de 2 a 3 por electro
eyaculacion.

Evaluacion seminal: una vez obtenidas las muestras de semen, se deben medir en
un tubo que cantidad de ml hay en cada una y luego colocar en bafio de maria a
33°C. se procede a tomar 10 pL de semen y colocarlos sobre un porta objetos y
observar en el microscopio en 5X, para verificar motilidad masal, luego se coloca
un cubre objetos y se mide porcentaje de motilidad individual, haciendo referencia
al % de vivos, se hace una dilucién de 1 parte de semen en 199 partes de agua,
se mezclan, y se coloca 10pL en cada hemicamara de la camara de neubauer, se
cuenta 5 cuadriculas de las grandes en cada hemicamara y luego se promedia la
suma de las dos, al resultado que se obtenga se le agrega un cero y se obtiene la
cantidad de millones de espermatozoides por ml. También se debe montar una
lamina para morfologia, se toman 10uL de semen y 10 de tincidn eosina-nigrosina
sobre un porta objetos, se mezclan y se hace un extendido, se deja secar y se
observa en 100X con ayuda de aceite de inmersion para ver mortalidad y

anormalidades.
Procesamiento: si el semen es apto para procesamiento, se realiza una dilucion 1

ml de semen por 1ml de diluyente, se mezclan en una bolsa nasco y se lleva a

refrigeracion para llevar el semen a 4°C permitir un equilibrio con el crio
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preservante y disminuir la toxicidad del mismo. Mientras tanto a la par, se realizan
los calculos para determinar la cantidad exacta de diluyente que se debe agregar,

asi como el numero aproximado de pajillas a salir:

total de ml de semen* concentracion de EPZ por ml= x millones de epz-% de muertos= epz millones
vivos/ concentracién de pajilla= N° de pajillas* 0.55ml(tamafio de pajilla) = ml totales de diluyente- ml de
la dilucion 1:1= total de diluyente a adicionar/nimero de adiciones(3-8)= cantidad por adicionar en cada
paso.

Hecho los calculos se espera dos horas mientras se hace el descenso de
temperatura hasta los 4°C, una vez cumplido el tiempo se procede hacer las
adiciones de diluyente cada 15 minutos. El nimero de pasos o de adiciones que
se deban hacer a una muestra dependera de la calidad seminal, entre mayor % de
vivos tenga una muestra menor serd el nimero de adiciones. Terminado de
agregar todo el diluyente se espera de 6 a 18 horas para iniciar con el empacado y

congelacion.

Empacado y crio preservacion de semen: transcurrido el tiempo se hace una
previa prueba de descongelacion a las 0 horas que nos determinara si se debe
congelar todo el lote o las caracteristicas del semen no lo permite. Para esto se
empaca dos pajillas, se sellan con polivinilo, se colocan en un rac, luego se
introduce el rac en una cava a 8cm por encima del nivel del nitrégeno liquido
durante 5 minutos para llevar la pajilla a -125 °C. pasado el tiempo se sumerge
inmediatamente en nitrégeno liquido. Luego de unos minutos se sacan las pajillas
se llevan a bafio de maria a 37°C por 60 segundos, se seca, se corta la pajillay se
agrega el contenido en un tubo ependor y se coloca en una placa térmica. Se
toman 10 pL se evalGa progresividad, porcentaje de vivos y de muertos y se hace
un extendido para verificar mortalidad, y cambios morfolégicos pos
descongelacion. Si el semen pasa esta prueba, se procede hacer el marcaje de
pajillas con toda la informacion del toro, de la empresa y la fecha de congelacion.

Luego se lleva a refrigeracion las pajillas para evitar choque térmico, se colocan

41




en la empacadora y se conecta el circuito que hace el vacio y succiona el semen
para el llenado y posterior sellado por ultrasonido de las pajillas. El proceso de
congelacion es el mismo anteriormente mencionado, una vez terminado se sacan
dos pajillas al azar, se descongela a 37 °C por un minuto una, y la otra se deja en
el bafio de maria por dos horas. En ambas pruebas se debe evaluar progresividad,
vitalidad, concentracién y morfologia.

Es importante aclarar que segun la norma internacional al momento de
descongelar una pajilla debe haber un minimo de 10 millones de espermatozoides
vivos motiles progresivos, debido a esto, la concentracion inicial de la pajilla es

autonomia de cada casa comercial

Entrega del certificado de aptitud reproductiva: una vez culminado todo el proceso
se expide un informe con la evaluacion androlégica completa incluyendo
ecografias, donde se especifica si hay alguna anormalidad, y donde se hacen

sugerencias y recomendaciones al propietario en caso de que sea necesario.
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Figura 17. Formato de evaluacién de la aptitud reproductiva CGR. Fuente: CGR

Biotecnologia.

% OTRAS ACTIVIDADES:
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Se realiz6 orgquiectomia a varios animales que no tenian un fin reproductivo. La
técnica consiste en sedar al animal con xilacina en fase dos es decir manejando
una dosis de 0.1 mg/kg via IM, luego al observar la reaccion a la xilacina se
derriba para poder realizar el respectivo manejo para que esté listo para el
procedimiento, una vez listo se realiza un blogueo con lidocaina al 2% en cada
testiculo 10mly en el cordon espermético igual. Luego se realiza una incision en el
escroto descapotandolo para luego exponer los testiculos, se realizan incisiones
cuidadosamente en el testiculo para abrir las distintas capas de tejido que cubren
los testiculos (piel, dartos, tunica vaginal parietal, tunica vaginal visceral y tlnica
albuginea) y exponer completamente el testiculo, se separa el musculo cremaster
cuidadosamente, luego se hace una transfixion en el paquete venoso arterial
nervioso y conducto deferente para luego cortar el paquete y retirar el testiculo, se
realiza el mismo procedimiento el otro testiculo y luego se desinfecta. puede o no
cerrar escroto la mayoria de castraciones se deja abierto para que haya un buen
drenaje, una vez finalizado se realiza la medicacion con Flunixin Meglumine® a
dosis de 2.2 mg/kg via IM Unica dosis y aplicacion de Ganapen 7.5® en una dosis
practica de 7 ml por animal durante 3 dias via IM.

Apofisectomia cornual se realizé la técnica a varios animales machos y hembras
de 10- 15 meses con fines de manejo y estéticos para exposicion. La técnica
consiste en hacer una sedacion nivel 1l con xilacina a una dosis de 0.1 mg/kg IM,
se hace tricotomia de la zona y se hace desinfeccion con yodo y alcohol. Luego
realizar un bloqueo con lidocaina al 2% en el nervio cornual con 10 mly en la zona
de incisién con lidocaina 2 ml por lugar de puncién, una vez el animal se
encuentra insensibilizado se realizaba la incision a medio centimetro donde inicia
la piel alrededor del cuerno y dos cortes oblicuos creando dos pestafias para
debridar y exponer bien la base del cuerno, al terminar de exponer la zona se
procedia a realizar un corte del cuerno con guaya; al terminar el corte y
corroborando que los planos a suturar den la medida para suturar, se realiza una
sutura en puntos en x con nylon. Posterior a la técnica quirdrgica se hace limpieza

de la zona para eliminar los restos de sangre, y se aplica crema Alfa3® con fines
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cicatrizantes, se medican los animales con Ganapen 7.5® a dosis practica de 12
ml total IM durante 3 dias, sumando Flunixin Meglumine® en dosis de 2.2 mg/kg
PV via IM durante 3 dias, y crema Alfa3 segun evolucion de la incision. Se debe
tener cuidados basicos como no exponer al sol ni al agua estos animales, ya que
el alteran el proceso cicatrizal, pudiendo generar irritacién e infeccion de la zona.
Pasados 12 dias se retiran los puntos y se evalla el estado de regeneracion de la

Zona.

3.3 AREA DE CAPACITACION

o

CGR Biotecnologia Reproductiva como empresa reconocida a nivel nacional por
su propasito firme de brindar un alto soporte tecnolégico a la reproduccion bovina
del pais, también contribuye a la entrega de informacion de carécter educativo con
la realizacion de practicas académicas que son solicitadas por los distintos
centros de educaciéon superior del pais. Durante el transcurso de la pasantia se
llevaron a cabo dichas practicas en las instalaciones de CGR, donde estudiantes
de medicina veterinaria, medicina veterinaria y zootecnia, zootecnia y técnicos
agropecuarios asistieron a las practicas programadas y desarrollas por el pasante
de turno. Donde asistieron estudiantes de la Universidad de Cundinamarca, Juan
de Castellanos, De Pamplona, La Salle, Cooperativa de Colombia, UNAD y del
SENA. La préctica tiene un enfoque tedrico practico, llevandose a cabo de la
siguiente manera:

ENFOQUE TEORICO: esta parte realizada de forma magistral en donde se
explica tematica sobre reproduccién bovina en hembras desarrollada de la
siguiente manera:

Aparato reproductor de la hembra bovina, anatomia, variaciones anatomicas y
patologias: vulva, vagina, cérvix, utero, oviducto y ovarios.

Hormonas de la reproduccion: GnRh (hormona Liberadora de Gonadotropinas),
FSH (Hormona Foliculo Estimulante, LH (hormona Luteinizante), E2 (Estradiol), P4

(progesterona), PgF2a (prostaglandina), Oxitocina, eCG (Gonadotropina corionica
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equina), hCG (gonadotropina coridnica humana), Inhibina, Lactégena placentaria:
clasificacion, origen, 6rgano o células diana, accion, productos comerciales,
indicaciones de los productos, dosis y vias de administracion.

Fisiologia de la reproduccion de la hembra bovina: pubertad, dinamica folicular
(reclutamiento, seleccion, dominancia y atresia), celo, sefales de celo, ciclo estral.
Inseminacion artificial: definicién, ventajas, desventajas, costos, elementos
necesarios (pistola, fundas y camisas sanitarias, termo de descongelacion, pinzas
de manipulacion, corta pajilla, material de aseo.) procedimiento para llevar a cabo
la inseminacion, montaje de pistola por parte de un asistente.

Protocolos de IACD (inseminacion artificial a celo detectado) e IATF:

Colecta, transferencia y congelacién de embriones por método convencional:
ENFOQUE PRACTICO: desarrollado en el corral de manejo de CGR y con
participacion de los estudiantes, donde se realiza practica de evaluacion
androldgica (colecta, evaluacion, procesamiento y congelacion de semen). Se
desarrolla la siguiente tematica:

Evaluacion fisica y exploracién externa del reproductor.

Palpacion y evaluacion de préstata y vesiculas seminales, y conducto deferente.
Lavado prepucial y preparacion para la colecta.

Colecta mediante electro eyaculador o mediante vagina artificial.

Evaluacion del semen en laboratorio (motilidad masal, motilidad individual,
concentracion y morfologia (vivos, muertos y anormalidades))

Procesamiento de semen (célculo para dilucién, dilucion 1 a 1, refrigeracion,
tiempos para agregar el restante de diluyente.)

Prueba previa de descongelacién: para verificar (concentracion, progresividad,
vitalidad.)

Empacado y congelacion: empacado total del lote, congelacion y evaluacion a las
0 horas pos descongelacion y a las 2 horas igualmente, evaluando las

caracteristicas del item anterior, sumado a evaluacion morfolégica.
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4 RESULTADOS

Durante el transcurso de la pasantia se hizo una recopilacion de datos de los
trabajos de colecta realizados durante este periodo, donde se registro el total de
estructuras, estado, calidad, cuantos de ellos viables, bien sea para transferencia
en fresco(TEF) o para crio preservacion. Los resultados se muestran de una

manera mas clara en la siguiente tabla:

RESULTADO COLECTA DE EMBRIONES CGR

N DEGE |UFO |TE |CON |(4- |(4- |(4- |(5- |(5- |(6-
° | RAZA TOTAL ESTRUC |N S F |G 1) [(2) [3) (1) [2) |1)
1 | AKAUSHI 3 1 2 1 1

2 | AKAUSHI 9 4 5 3 1

3 | AKAUSHI 5 3 2 1

4 | AKAUSHI 7 4 1 2 1 1

5 | AKAUSHI 12 4 2 6 1 1
6 | AKAUSHI 8 3 5 2 3

7 | AKAUSHI 11 5 4 4

8 | AKAUSHI 7 3 3 1 1

9 |ANGUSN 7 7 6 1

1

0 |ANGUSN 5 5 4 1

1

1 |ANGUSN 15 12 3 1 1 1
1

2 |ANGUSN 1 1 1

1

3 |ANGUSN 12 1 11 4 2 5

1

4 | BEEF MASTER |17 3 4 6 |4 8 2

1

5 |BEEF MASTER |13 10 1 |2 2 1

1

6 | BEEF MASTER |0

1

7 | BEEF MASTER |41 12 17 3 |9 5 7

1

8 | BEEF MASTER |12 11 1 1

1 |BEEF MASTER |10 7 3 3
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9

2

0 |BLONDE AQU |13 1
2

1 |[BLONDE AQU |12

2

2 |BLONDE AQU |3

2

3 |BLONDE AQU |9

2

4 |BLONDE AQU |9

2

5 | BRAHMAN 4

2

6 |HOLSTEIN 16 16
2

7 |HOLSTEIN 2 2
2

8 |HOLSTEIN 4 4
2

9 | HOLSTEIN 0

3

0 | HOLSTEIN 8 2
3

1 |HOLSTEINR. |3

3

2 |JERSEY 6 6
3

3 |PARDO SUIZO |1 1
3

4 | PARDO SUIZO |3 3
3

5 |PARDOSUIZO |0 0
3

6 |SENEPOL 5

3

7 | SENEPOL 4 4
3

8 |SENEPOL 0

3

9 |SENEPOL 0

4

0 |SIMBRAH 6

4

1 |SIMBRAH 0
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4
2 |[SIMMENTAL |5 1 4 2 1 1

4

3 |SIMMENTAL |4 4

4

4 |SIMMENTAL |3 2 1 3

4

5 |SIMMENTAL |32 8 8 4 12 8 3 5

4

6 |SIMMENTAL 2 2 1 1

4

7 |SIMMENTAL 14 2 1 11 11 |1

4

8 |SIMMENTAL 16 2 5 9 6 8

4

9 |SIMMENTAL 22 9 2 11 4 7 2
5

0 |SIMMENTAL 10 4 2 2 2 2 2

5

1 |[SIMMENTAL 2 2 1 1

Tabla N°6 Resultados de colectas CGR Biotecnologia Reproductiva ler semestre
2017. Fuente: Autor.

De un total de 51 procedimientos de colecta de embriones que se llevd a cabo
durante el transcurso de pasantia, se pudo recuperar 413 estructuras en total, que

se sometieron a clasificacion de estado-calidad.

TOTAL ESTRUCTURAS RECUPERADAS
N° DE (a- (4 |4 [(5- [(5- |(6-
LAVADOS TOTAL ESTRUC |DEGEN |UFOS|VIABLES |1) (2) [3) |1) |2) [1)
51 413 111 |95 [207 104 (40 |7 |47 |5 |4

Tabla N° 7 Total de estructuras recuperadas. Fuente: Autor.

Se obtuvo datos sobre la trasferencia de embriones, aunque los datos no son
significativos, si muestran gran importancia en cuanto indices de prefiez en
relacion con el estado embrionario, calidad embrionaria y cuerpo lateo al momento

de la transferencia.
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Transferencia de embriones CGR

Parametro Numero | Porcentaje
Hembras sincronizadas 67

Hembras transferidas 54 80.5
Hembras sin respuesta. 12 17.9
Dificultad en la transferencia 1 1.5

Tabla N° 8. Transferencia de embriones CGR. Fuente: Autor.
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5 ANALISIS Y DISCUSION DE ACTIVIDADES:
5.1 AREA REPRODUCTIVA HEMBRA BOVINA:

En el manejo de la reproduccién de cualquier explotacion bovina es importante, el
conocer la fisiologia reproductiva de la hembra bovina. Esto permite que, mediante
el uso de herramientas de diagndstico, se defina y acierte sobre el estado actual
de la produccion en cuanto a temas reproductivos se refiere, dando como
resultado, la toma de decisiones que hardn que la finca se torne mas eficiente

reproductivamente hablando.

Las respuestas y decisiones a tomar después de un diagnostico reproductivo
certero que debe incluir el uso de la palpacion y al US como métodos de
corroboracién del estado reproductivo actual de cada animal, definiendo bien sea
su separacion al lote de prefiadas, o bien si se encuentra vacia, verificar el estado
normal y programar para protocolos de IACD, IATF, haciendo eficiencia de la
ciclicidad normal de los animales; o siendo el caso para programas de
biotecnologia como la produccion de embriones mediante SOV, animales para

aspiracion folicular y/o como receptoras de embriones.

Principalmente, en el desarrollo, eficiencia reproductiva y mejoramiento genético
se ha desarrollado técnicas como la IA que permite hacer un progreso productivo
de los hatos ganaderos, para esto se ha llegado a manejar el ciclo estral del

bovino mediante la aplicacion de hormonas de la siguiente manera:

e Lainduccién artificial de la lutedlisis prematura utilizando agentes luteoliticos como
la prostaglandina F2a (PGF2a). Esto obviamente s6lo sera efectivo en el ciclo de

vacas con un cuerpo luteo activo

Este método de induccion de celo, considerado como el mas econdémico’, ya
permite la sincronizacion del celo de una hembra bovina siempre y cuando este

ciclando, es decir mientras que al momento del chequeo reproductivo se

7 BECALUBA, Facundo. Métodos de sincronizaciéon de celos en bovinos. 2006
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encuentre un cuerpo llteo, lo que significa que el animal se debe encontrar entre
el dia 5 al 16-17 de su ciclo estral. Este tipo de sincronizacion se usa mas en
grupos numerosos, para agrupar y sincronizar mayor nimero de celos®, donde
mediante el uso de hormonal se puede hacer un control sobre la ciclicidad de la
hembra, en este caso se habla del uso de prostaglandina F2a. En nuestro medio
las prostaglandinas son empleadas con gran frecuencia por su facilidad de uso y
relativo bajo costo respecto a otros protocolos hormonales, sin embargo, es
importante considerar que el uso de prostaglandinas requiere la presencia de un
cuerpo luteo funcional en el ovario para que el animal responda, por lo que la gran
mayoria de fallas en los resultados de su uso, estdn asociados a una deficiente
determinacién del cuerpo luteo, que incluso en ocasiones no se realiza. La
ecografia ovarica transrectal es una excelente alternativa para dicho fin.® Dicho
esto, en el desarrollo de la pasantia, se determinaba la presencia del CL mediante
palpacion rectal y US. ElI CL debe ser mayor a 5 dias para que responda al
tratamiento de PgF2q, para esto es importante la toma de eventos que suceden
con cada animal y hacer eficiente el manejo de tiempo. Una vez se detecta, se
aplican los 2ml del analogo y se procede a observar los animales durante 15
minutos en la mafiana, 15 minutos al medio dia y 15 en la tarde, durante los dias
3, 4 y 5 pos aplicacion. Esto con el fin de verificar cambios comportamentales y
anatomicos asociados a la muestra de celo, si se verificaba que el animal entraba
en celo en la mafiana, se procede a inseminar en la tarde, y caso si inicia celo ya
finalizada la tarde, se debia tener todo listo para inseminar inmediatamente en la

siguiente mafiana.

Después del examen rectal, teniendo en cuenta que sélo se inyectan las vacas
con un cuerpo luteo. Estas vacas deben mostrar celo y ovular 3-5 dias después de
la inyeccién del andlogo. Ademas de no existir un control exacto sobre el tiempo

de ovulacion después de la inyeccidén, ya que puede ser bastante variable y

8 COLAZO M.G., MAPLETOFT, R.J., MARTINEZ, M.F and KASTELIC, J.P. El uso de tratamientos hormonales
para sincronizar el celo y la ovulacién en vaquillonas. 2007
9 RESTREPO, Giovani. Biotecnologias reproductivas aplicadas a la produccién bovina en Colombia.2008
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dependera de si existe un foliculo dominante presente en el momento de la
lutedlisis. Con la lutedlisis se busca bajar los niveles de P4 y permitir que la onda
folicular del momento termine su desarrollo hasta que se dé la ovulacionC. Este
meétodo tiene la desventaja de que lleva mucho tiempo y que la palpacion rectal
implica un gasto adicional. Los resultados también dependen de la precision de la
palpacion rectal. Basicamente actualmente se usa el método de “dos mas dos”
que hace referencia a dos inyecciones mas dos inseminaciones. La técnica
denominada dos mas dos fue disefiada para sincronizar grupos de animales que
ciclaban al azar sin conocimiento previo de su estado ovarico preciso!!. Todos los
bovinos se inyectan el dia 1 del tratamiento y la inyeccién se repite 11 dias
después. Al se lleva a cabo generalmente tres y cuatro dias mas tarde.
Alternativamente, las vacas se pueden servir en el celo observado después de la
segunda inyeccion. En el momento de la primera inyeccion algunos animales
seran sensibles a la prostaglandina.’?> En estas aplicaciones se usa 2 ml del
analogo de prostaglandina via IM.

La simulacién de la funcién del cuerpo luteo, mediante la administraciéon de
progesterona (0 uno de sus derivados sintéticos) en dispositivos intravaginales
durante varios dias, seguida de una retirada abrupta, mas la asociacién de
estrogenos.

Este procedimiento es también eficaz para la induccion de la ovulacion en vacas
aciclicas, ya que se resetea la ciclicidad de la hembra y se comienza con la
formacion de una nueva onda folicular 4,3 dias después de la asociacién del
benzoato de estradiol(BE) con la P4. Con estos protocolos se busca tener un
control sobre la ovulacién, es decir, que la IA se debe realizar a una hora
determinada de acuerdo con el calendario previsto para la aplicacion del protocolo.
Este protocolo consiste en suministrar 2 mg(2ml) de BE al momento de la

insercion del dispositivo (dia 0) para sincronizar el desarrollo folicular,

10 RASBY, Richard J. Synchronizing Estrus In Beef Cattle. 2000.
1 BALL, P.J.H. PETERS, D A.R. Reproduction in the cattle. 2004.
12 |pid. BALL, P.J.H. PETERS, D A.R. 2004.
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posteriormente (dia 7), remover el dispositivo y administrar PGF para inducir la
lutedlisis y finalmente, 1 mg(1ml) de BE en el dia 8 para sincronizar la ovulacion, el
dia 9 se debe inseminar (fig 18) . para un correcto manejo de horario, desde el
momento del retiro del dispositivo hasta la 1A debe transcurrir un periodo de
tiempo de 52 a 54 horas, es decir que desde el momento de la aplicacion del ml de
BE hasta la inseminacién deben pasar minimo 30 horas.*3

PGF IATF

EB EB I
——,—— ] 1 8 !

0 1 2 3 B 5 6 T 8 9
Digpositivo intravaginal conP '

Dias de tratamiento

Figura 18. Protocolo DIB més estrogeno. Fuente: Bo, Gabriel. 2002

Ademas, a este modelo de protocolo se le han hecho varias modificaciones, retiro
del dispositivo en el dia 8, uso de eCG al momento del retiro del dispositivo, con
esta hormona se busca un mejor desarrollo folicular, y es recomendado para
hembras con crias y animales de condicién corporal baja'4. Otra variaciéon consiste
en el reemplazo de BE de estradiol por otro estrogeno denominado Cipionato de
Estradiol, que tiene un tiempo de vida mayor en sangre, lo que permite

administrarlo el dial del retiro del DIB junto a la PGF2a (7-8 ) y asi se eliminaria un

13 BARUSELLI Pietro S. BO Gabriel A., CUTAIA Lucas E. , SOUZA Alexandre H. Actualizacién sobre protocolos
de IATF en bovinos de leche.

14 HOYOS, Andrés. Comparacién De La Eficiencia De Los Tratamientos De Inseminacion A Tiempo Fijo (latf)
Con Dispositivos Intravaginales Nuevos Frente A Los Reutilizados En Los indices De Prefiez En Vacas Cruza

Cebu Paridas Y Secas. 2009
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dia de manejo y se asegura la induccion de la ovulacion, para posteriormente
estar inseminando en un tiempo prudencial de 48-52 horas pos retiro del DIB®.

Se han incluido otro tipo de protocolos de sincronizacion, caso tal del OVSYNCH,
donde se maneja GnRH para asegurar la ovulacién, en asociacion con PGF2a.
Con este protocolo basicamente se busca la ovulacion del foliculo dominante del
momento, dando inicio a una nueva onda folicular el 1.6 dias después de la
aplicaciéon de GnRH, al dia 7 se aplica PGF2a para lisis de CL, dia 9 se aplica
GnRH nuevamente y 16 horas después se realiza IA'S.

A partir de estos protocolos se ha hecho modificaciones, que resulten con el
mayor éxito en la sincronia del desarrollo de la onda folicular y posteriormente de
la ovulacion?t’.

Finalmente, la buena aplicacion de un buen programa de seguimiento reproductivo
trae ventajas muy importantes a la finca como:

¢ El agrupamiento semanal de tareas o practicas de manejo reproductivo como
servicios y partos, permitiendo maximizar los recursos humanos.

e Mejor rotacion de potreros, de acuerdo con el estado fisiolégico de cada grupo
de animales, mediante el agrupamiento de animales vacios, prefiados, para
protocolo, etc

¢ Reduce las pérdidas por fallas en la deteccién de celos, pues como se ha dicho
anteriormente, ya no se hace necesaria esta labor*®,

e Disminucién del numero de toros, lo que permite inversiones en otras
necesidades del hato o en el mejoramiento de la calidad de los existentes, asi

como la capacidad de tener mas vientres.

15COLAZO, Marcos., KASTELIC, John and MAPLETOFT, Reuben. Effects of estradiol cypionate (ECP) on ovarian
follicular dynamics, synchrony of ovulation, and fertility in CIDR-based, fixed-time Al programs in beef
heifers. 2003

16 BARUSELLI P.S. BO G.A. and MARTINEZ M.F. Pattern and manipulation of follicular development in Bos
indicus Cattle. 2003

7 BARUSELLI, P.S., MARQUES, M.O., MADUREIRA, E.H. Programas de IA a tiempo fijo en Bos indicus. 2001

18 SYNTEX. Manejo Reproductivo En Bovinos De Carne. 2005
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e Aumenta la posibilidad de prefiar vacas con celos silentes ya que después de
una sincronizacion sera inseminada, muestre celo o no, pues se sincroniza la
emergencia de una onda folicular y su posterior ovulacion.

Permite el uso de registro de actividades, lo que haran mas facil llevar una

base de datos, y la obtencién de parametros que determinan el buen curso de la
finca®®.

El total éxito en el desarrollo del plan de manejo reproductivo dependeréa de:

La salud general del hato.

El manejo eficiente.

La nutricion adecuada

El tiempo de recuperacion posparto.

El porcentaje de celos detectados (caso de celo no inducido)

La aptitud reproductiva de los toros (monta natural)

La calidad del semen, su manejo y conservacion.

La competencia del técnico en inseminacion.?®

Son muchos los factores que intervienen en el buen manejo reproductivo y en la
implementacion de programas para la mejora del mismo. Sin embargo, en
Colombia, aun una de las primeras biotecnologias reproductivas desarrolladas
como es la inseminacion artificial bovina, no alcanza un buen nivel de cobertura de
los servicios realizados a la poblacion de hembras bovinas. Sin embargo, se
requiere de aporte financiero y de apoyo técnico por parte de las entidades
gubernamentales para hacer de Colombia un pais que este a la vanguardia no

solo en IA, si no en otras biotecnologias.?!

PROBLEMA REPRODUCTIVOS

19 QUINTAL, Jorge, A. y RIVERA, Justo, A. Seleccidn y Manejo Reproductivo de la hembra bovina productora
de carne y de doble propdsito en pastoreo. 2011

20 |NIGUEZ, Fernando. Manejo reproductivo del hato ganadero. 2015

21 Opcit. RESTREPO, Giovani. 2008
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Parte los problemas reproductivos se debe a la presencia de quistes foliculares y
endometritis:
Quiste Folicular
O también conocida como degeneracion quistica folicular (DQF), la principal causa
de su aparicion es la permanencia y desarrollo de un foliculo persistente >25 mm
de diametro y persistiendo por mas de 10 dias, que no posee capacidad para
ovular por deficiencia de la hormona luteinizante (LH) dada por una posible
interferencia en los picos preovulatorios a causa de estrés. El quiste folicular es
una estructura que presenta paredes delgadas y en su interior contiene un liquido
acuoso. Muchas vacas exhiben méas de una de estas estructuras en uno o en
ambos ovarios. A la palpacion rectal se aprecian de textura blanda y fluctuante.
Este tipo de quiste presenta bajas cantidades de la hormona progesterona (P4),
debido a la ausencia de un cuerpo amarillo funcional.
Signos

El 70-80% de las vacas con DQF presentan anestro, mientras que el 20-30%
presentan un estro continuo o intenso conocido como ninfomania. Este
comportamiento se da por exceso de los estrégenos que produce este quiste, lo
que trae como consecuencia que estas vacas intentan frecuentemente montar a
otras vacas, ademas de permanecer quietas cuando las intentan montar a ellas.
Su conducta es nerviosa, con disminucién del consumo y pérdida de la condicién
corporal. Al examen visual, la vulva se observa inflamada y edematosa con
abundante secrecion de moco claro??. Es importante la toma de datos del
comportamiento reproductivo de las hembras, como ultimo celo, intervalos del
estro, esto permite conocer el comportamiento individual, y se puede utilizar la
palpacion rectal y la US como ayudas para diagnosticar. En CGR se presenté un
caso particular de una hembra gyr, que fue sometida a un protocolo de IATF, se
aplicé y al momento de la confirmacion de prefiez se diagnostica vacia y se hace
evaluacion ovérica teniendo como resultado la presentacién de esta anomalia.

Tratamiento

22 SMITH, Bradford. Medicina Interna de Grandes Animales. 2010
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El tratamiento del quiste folicular se realiza mas comunmente administrando
analogos sintéticos de GnRH o de Gonadotropina Coridnica Humana hCG.
Algunos utilizan la ruptura manual de los quistes via palpacion rectal, sin embargo,
esta técnica no es recomendable debido a su poco éxito si se compara con el uso
de la GnRH; ademas produce efectos secundarios adversos como las adherencias
alrededor del ovario que podrian poner en riesgo la fertilidad de la vaca. El
tratamiento con GnRH induce la luteinizacién del quiste folicular en vez de la
ovulacion, lo que conlleva a que se convierta sensible a la prostaglandina para su

posterior eliminacién.??

Endometritis

La endometritis es una inflamacioén del endometrio, el revestimiento interno de la
membrana mucosa del Utero, que se produce como resultado de la infeccién por
bacterias. La infeccion normalmente asciende en el Utero a través de la vagina
particularmente durante el servicio o durante el parto. Algunos organismos como
Campylobacter fetus y Trichomonas fetus causan una endometritis especifica,
pero esta afeccién también es causada por invasores bacterianos oportunistas no
especificos, p. Corynebacterium pyogenes, Escherichia coli y Fusobacterium
necrophorum. La endometritis a menudo se presenta como una continuacion de la
distocia y / o la placenta retenida y puede estar relacionada con una disminucién
de la tasa de involucion del utero en el periodo postparto. A menudo se asocia con
un cuerpo lateo persistente, que tiende a hacer que la condicién se perpetle, ya
que no hay celo para ayudar a limpiar el Gtero?*.

Algunos de los factores de riesgo asociados, pueden ser la baja condicion
corporal, retencién de placenta, tipo de parto, vacas cuya cria nace muerta,

nimero de partos; segiin RECCE, Sebastian et al, 20142°, encontraron una mayor

23 GUILLEN, R., Jorge. Quistes ovaricos en la hembra bovina.

24 FERNANDEZ, Agustin., LOPEZ, Omar, F., y SILVEIRA, Enrique. Las infecciones uterinas en la hembra bovina.
2006.

Z5MASSERA , Ariel F. RECCE, Sebastian ., RUSSI, Normay SIGNORINI, Marcelo L. . Identificacién de Factores
de Riesgos Asociados a la Presentacion de Endometritis en Bovinos Lecheros. 2014
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predisposicion a presentar endometritis aquellas hembras con problemas al parto,
retencion de placenta, cria muerta y muy relacionada con el nUmero de partos. En
CGR los casos que se presentaron llevaban varios de los factores antes
mencionados, hubo retencion de placenta, distocia y una ultima cuya cria nacio
muerta. Todo esto llevando a perdida de condicién corporal hasta un rango de 2 a
2,5 de la escala de 1 a 5. Luego de la presentacion y complicacion del proceso
infeccioso. Cabe resaltar que estos animales tenian un periodo post parto que
superaba los 20 dias, razén por la cual, en una involucién uterina normal, ya
deberia estar por completarse.

Los tratamientos potenciales se pueden dividir en (1) tratamiento antibiético
sistémico, (2) infusion uterina, (3) administracion de estrogeno para inducir la
respuesta uterina a la infeccion y (4) inyeccion de prostaglandina para inducir el
celo, de modo que el Gtero se limpia naturalmente. Los tratamientos sistémicos
tienden a ser menos favorecidos, excepto como complemento de otros
tratamientos. Se sabe que la dominancia de los estrdgenos aumenta la resistencia
uterina a la infeccion, pero hay poca evidencia objetiva de que la terapia con
estrogenos sola es eficaz, aunque algunos clinicos la favorecen. Por lo tanto, la

infusién uterina y / o la inyeccién de prostaglandina son tratamientos de eleccion.?®

PROGRAMA DE SUPER OVULACION, COLECTA Y TRANSFERENCIA DE
EMBRIONES

En Colombia la técnica de produccién de embriones por método convencional
viene mas o menos desde la década de los 70, de ahi en adelante se ha logrado
un avance en el mejoramiento genético de los bovinos del pais. Para la ganaderia
colombiana esta biotecnologia se constituye en una fuente fundamental para el
aprovechamiento de la genética de las hembras bovinas, en las cuales se
encuentren caracteristicas como adaptacion, rusticidad, productividad en
caracteristicas deseables, y reproduccién eficiente, de manera que desde nuestros

propios recursos genéticos se aproveche la posibilidad de mejorar el hato

26 Opcit. BALL, P.J.H. PETERS, D A.R. 2004
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nacional, en lo posible con una estimacion adecuada del valor genético con el que
se cuenta, y de forma fundamental segun los fines productivos y comérciales que
se busquen, para cubrir primeramente las demandas internas y el comportamiento
de los mercados internacionales.?’

La implementacién de esta biotecnologia permite acelerar la ganancia genética
con la contribucion de ambos sexos, dandole participacion en la mejora genética a
la hembra, y no se le limita como en la IA. Ademas, los productores comerciales
tanto de ganado productor de carne como de leche se pueden beneficiar con
programas de transferencia de embriones bien disefiados, con criterios de
seleccion apropiados a su medio ambiente y objetivos individuales.?®

Son muchos los factores que intervienen en un buen proceso de biotecnologia de
embriones, partiendo desde la seleccion de donantes, la raza, edad, nimero de
partos, manejo nutricional, condicidon corporal, condiciones ambientales, tipo de
estimulacién hormonal, calidad seminal, calidad y estado de los embriones,
seleccidn y respuesta de la receptora, método de transferencia, dificultades en el

proceso, etc.

Factores asociados ala donante:

Es importante hacer una adecuada seleccion de la hembra donante ya que esta
interviene directamente en los resultados obtenidos tras la aplicacién de la técnica.
Ademas de la superioridad genética que debe tener, se deben tener en cuenta
factores como ciclos estrales regulares, precocidad reproductiva, ningin problema
al parto, ninguna irregularidad reproductiva, asi como ningun defecto genético o de
conformaciéon detectable, que pueda ser transmisible. Ademas, estas donantes
deben ser preparadas con una alimentacion balanceada antes de la SOV, que
incluya energia, vitaminas, minerales, que permitan una respuesta reproductiva

optima. Ademas, que se deben excluir animales obesos o con condicion corporal

27 Opcit. RESTREPO, Giovani. 2008
28 COLAZO M.G y MAPLETOFT, R.J. Estado actual y aplicaciones de la transferencia de embriones en
bovinos.2007
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superior a 3.75 en la escala de 5, ya que esta condicion puede incidir directamente
sobre la produccion y calidad embrionaria. Para la seleccion de donantes por parte
de CGR, era dada por la evaluacion del sistema reproductor hecha por el
veterinario encargado de la parte de embriones, dando vistos buenos animales
con CC que recomienda la literatura, pero muchos de los casos se daba esa
seleccion por gusto del propietario, donde los animales seleccionados eran de
excelente genética, pero con CC un poco cuestionable, o por parte de los
encargados del manejo o las condiciones del medio ambiente no eran las mas
adecuadas, viéndose reflejado en muchos de los trabajos de colecta realizados.
Por otra parte, la aplicacion de vitaminas se convertia en tarea primordial solo para
el desarrollo de estos trabajos, cuando debe ser peridédica este mantenimiento de
buenos niveles de vitaminas y minerales para al momento de la seleccién tener un
animal con condiciones Optimas nutricionalmente. Y no tener resultados bajos
como en algunos de los obtenidos durante el desarrollo de la pasantia (Tabla N
6°).

Super ovulacion:

En la técnica de TE se busca que la hembra donante de embriones ovule no una
sino varias veces, por este motivo se comenzé desarrollar una técnica que brinda
la biotecnologia de la reproducciéon llamada super ovulacion de las hembras
donantes de embriones. El objetivo principal de los tratamientos de super
ovulacién en vacas es producir un gran nimero de foliculos ovulatorios, que van a
generar un nimero mayor de oocitos, para el momento de la IA obtener el maximo
namero de embriones transferibles. En la actualidad se utilizan 3 tipos de
gonadotropinas para la estimulacién folicular: extracto pituitario, eCG y hCG?°. La
de extracto pituitario hace referencia a FSH pura, o con niveles variables de LH.
Un estudio demuestra que cuanto mayor sea la pureza de la FSH, con pequeias

concentraciones de LH para el tratamiento de SOV, mayor es el porcentaje de

29 DUICA, Arturo., TOVIO Néstor y GRAJALES Henry. Factores que afectan la eficiencia reproductiva de la
hembra receptora en un programa de trasplante de embriones bovinos. 2007
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fertilizacion y de embriones transferibles (tabla 9). En la mayoria de los trabajos
realizados, el tratamiento para la SOV, era realizado por los encargados de la
finca, muchas de las veces no se realizaba correctamente la aplicacion, hablando
en horario estipulado o cantidad de la dosis a aplicar. E incluso fallaban en no
realizar la 1A de las donantes (caso de 3 donantes de Raza Angus.). Aunque esta
falla va asociada al interés del propietario, y el concepto de que todo funciona al

azar.
QOocitos/Embriones
Grupo n CL Total Fert (%) Trans (%)
I  (100%LH) 21 10.2* 7.3 53¢ (73) 40 (55)
I (32%LH) 20 11,12 6.4* 46 (72) 3.9 (61)
I (16% LH) 20 15.6° 13.6° 9.7 (71) 7.7 (57)
IV (PuraFSH) 20 17.2% 13.2% 839 (63) 55 (42)

Medias con letra diferente son estadisticamente diferentes. CL: cuerpos luteos; Fert: oocitos fertilizados; Trans:
embriones transferibles.

Tabla N° 9. Respuesta super ovulatoria de vacas Bos Taurus, super estimuladas
con FSH y cantidades variables de LH. Fuente: Adaptado de Mapletoft et al.
(2002).

También, para un total éxito de la SOV, se debe iniciar con la aplicacion de FSH
justo en el comienzo de la onda folicular, antes de que se llegue a la seleccion del
foliculo dominante, esto con motivo de estimular otro nimero de foliculos a que
lleguen a dominancia y posterior ovulacion. La FSH se utiliza en protocolos de
SOV de 4 dias de aplicacion cada 12 horas, para poder obtener un ciclo
sincronizado y se de la SOV por accion de la FSH exdgena. El protocolo total con
FSH tiene una duracion aproxima de 15 a 17 dias, esto va a depender de si se
inicia la aplicacion de FSH desde el dia 4 o 5, estos dias son los ideales ya que al
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aplicar el dia 0 el BE+DIB se suprime la GnRH y se lleva a atresia los foliculos del
momento, pero 4,3 dias después se genera una nueva onda folicular que debe
coincidir con la aplicacién de FSH por lo antes ya mencionado. El dia 6 y 7 se
debe aplicar PgF2a para eliminar cuerpos luteos posibles, en el dia 7 se retira el
DIB, 24 horas después de aplica GnRH para ayudar inducir el pico de LH y se dé
la ovulacion, 12 horas después se realiza la primera IA y 24 horas pos aplicacion
de GnRH se realiza la siguiente IA, 7 dias después se realiza la colecta de
embriones.3° También hay variacion en la duraciéon del tratamiento debido, a que
la colecta de embriones se puede realizar desde el dia 7 al 9 pos inseminacion
(fig. 19).

Colecta de

FSH AM-PM GnRH embriones

PgF2a am

Figura 19. Protocolo de SOV con FSH. Fuente: modificado de Duica et al. 2007

Mecanismo de colecta de embriones:

Luego de la IA, pasadas 30 horas empiezan los primeros clivajes del zigoto y 10
horas después los segundos. En sus primeros dias el embrion utiliza el piruvato y
el oxalacetato como fuente de energia, y empieza el descenso hacia el Gtero.
Hacia el dia 6 el embrién ya esta en Utero en la parte craneal del cuerno, utilizando
como fuente energética la glucosa, a nivel del dia 6,5y 7, que es el tiempo para

realizar el lavado lo ideal es encontrar estadios 4 y 5, correspondientes a morula

30 |bid. DUICA, Arturo., TOVIO Néstor y GRAJALES Henry. 2007
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compacta y blastocisto temprano, que deben poseer una zona pelicida o

envoltura intacta.

La técnica para colectar los embriones se basa en realizar un lavado al interior de
los cuernos uterinos para de esta forma poder colectar en un medio nutritivo los
embriones, ya que estos todavia no se han fijado a la pared uterina. Actualmente,
se utiliza la técnica no quirdrgica en la que por via vaginal se introduce un catéter
mediante el cual se insufla un medio enriquecido que es recuperado
posteriormente por sifonaje en el que estan contenidos los embriones. La
obtencion de los embriones debe ser realizada por un profesional con experiencia
en este tipo de actividades ya que se realiza una gran manipulacion de los tejidos
uterinos y cualquier imprecisibn en el manejo de estos aspectos causaria
disminuciones en la obtencion de buenos resultados debido a la liberacion de
prostaglandina a nivel uterino.®! No todos los casos de colecta son exitosos,
relacionado con el procedimiento, ya que primero se debe evaluar la respuesta
litea de la donante y en lo posible determinar el nimero de CL posibles, y con
esto tener un numero de las posibles estructuras a encontrar. Preguntar al
encargado del tratamiento si hubo algun tipo de problema en la aplicacién del
mismo, o si hubo dificultades al momento de la IA. Esta informacion va dando al
técnico una aproximaciéon de un posible éxito o no del trabajo. Por otra parte,
concuerda un poco la dificultad del lavado con la que se haya presentado durante
la 1A, ya que por canal estrecho del cérvix se hace dificil el paso del estilete,
ademas que se debe seleccionar una sonda cuyo calibre sea menor para facilitar
la tarea, aunque hay caso donde no se es posible el paso, y se debe recurrir a
dilatacion cervical mediante estimulacion con pistola de IA o hacer sondas
“hechizo” con catéter de inseminacidén. Terminando esto con un poco de irritacion
de la zona, con posibilidades altas de generar sangrado y la formacion de
coagulos que impediran completamente el desarrollo normal de la técnica.

También verificar el estado de los materiales a usar se hace indispensable, ya que

31 |bid. DUICA, Arturo., TOVIO Néstor y GRAJALES Henry. 2007
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se va a ingresar a un érgano estéril, al igual que el medio de lavado que no debe
presentar precipitaciones, ni formacion de algun tipo de material extrafio. Durante
el proceso se evita al maximo la luz, se deben mantener las condiciones de
asepsia en la colecta, y por ultimo no se debe olvidar la aplicacion de la PgF2a.

Para eliminar los CLs e inviabilizar algin embriéon que no haya sido colectado.

Clasificacion y manipulacion de los embriones:

Una vez son obtenidos los embriones debe hacerse una muy buena clasificacion
de estos, descartando estructuras que demuestren degeneracidon y que no
coincidan con la edad, ya que esto indicaria que en algin momento del ciclo se
detuvo el desarrollo. La evaluacion visual de los embriones no es una ciencia
exacta sino es una técnica subjetiva utilizada para evaluar un sistema biolégico en
desarrollo, porque va a depender de la experticia y la praxis que tenga el
profesional sobre el proceso. En ese sentido, para obtener los mejores resultados,
es importante tener en cuenta el sistema de clasificacion, basado en la calidad y el
estado de desarrollo del embrién que va a ser transferido32. Segln la Sociedad
Internacional de Transferencia de Embriones (IETS) los embriones se clasifican de
la siguiente manera:

En funcion del estadio de desarrollo embrionario: numeracion de 1-9,
dependiendo del grado de desarrollo (fig. 20).

Codigo 1: Corresponde a una estructura con la presencia de una sola célula, son
conocidos como UFOS u ovocitos no fertilizados, no hay granulacion, aunque para
alguien novato se le podria confundir con un estadio 4, en algunos casos.

Codigo 2: Estructura con 2 a 12 células, su desarrollo embrionario se detuvo por
alguna circunstancia, son conocidos como degenerados y es casi seguro que este

muerto. En condiciones normales esta estructura estaria en el oviducto.

32 Opcit. PALMA, G. Biotecnologia de la reproduccién. 2001
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Cdédigo 3: Estructura de 16 células, se denomina mérula temprana, es posible
contar las blastobmeras en algunos casos. Es una estructura de 5 dias de edad, por
lo que su uso para TE y crio preservacion no es indicada.

Codigo 4: Morula compacta, es una estructura con 32-64 blastbmeras, es
imposible su diferenciacion, ya que se forman uniones estrechas entre ellas,
ocupa del 60-70% del espacio peri vitelino.

Codigo 5: Blastocisto temprano, estructura con una caracteristica importante, la
formacion de una cavidad pequefia denominada blastocele, ademas se puede
diferenciar algo de trofoblasto (formara parte de la placenta) y la masa celular
interna MCI que formara el feto como tal. Ocupa del 70-80% del espacio peri

vitelino, y zona pellcida intacta. Estructura del dia 6,5- 7.
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Cdédigo 6: Blastocisto, estructura que ocupa la totalidad del espacio peri vitelino,
es mas diferenciado el trofoblasto, el blastocele de mayor amplitud y la MCI.

1. 1-cell
(day 1)

=
‘
§9

2. 8-cell
(day 4) (day 5) (day 5-6)

(day 7)

8. Hatched blastocyst

7. Expanded blastocysl (day 9) 9, Expanding
(day 8-9) hatched blastocyst
(day 9-10)

Figura 20. Estadios de desarrollo embrionario bovino. Fuente: HOPPER,
Richard. Bovine Reproduction. 2015

Cddigo 7: Blastocisto expandido, estructura que aumenta su tamafio en un 1,2-
1,5 del original debido al aumento de volumen en el blastocele, la ZP se adelgaza
un tercio de la original, algunas veces puede estar colapsado, pero se cree que

esto facilita la eclosion.
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Cdédigo 8: Blastocisto en eclosionado, estructura que puede estar completamente
por fuera de la ZP o parcialmente, estructura no recomendable para comercio
internacional por la falta de una ZP intacta que permite realizar el manejo sanitario
de la IETS.

Cdédigo 9: Blastocisto eclosionado expandido, no hay diferencia significativa con el
estadio 8, a diferencia del tamafo, esta estructura muy presente en una colecta

realizada el dia 9, no apta para comercio internacional®,

En funcion del grado de calidad: numeracién de 1 a 4. De acuerdo a su
morfologia, degeneracion, protrusion de blastomeras, color, integridad de la ZP,
granulacion.

Cdédigo 1: Excelente, hace referencia a un embrién arménico en su estructura,
simétrico y esférico en su masa embrionaria, con blastbmeras uniformes en
tamafo, color y densidad, con o sin vacuolas sin representar un porcentaje alto,
con el 85% de masa celular intacta.

Cédigo 2: Bueno o moderado, caracteristicas irregulares moderadas, como
pigmentacion citoplasmatica, presencia de vacuolas y debe existir al menos el 50
% de masa celular intacta.

Codigo 3: Regular, los defectos presentados en mayor magnitud, pigmentacion,
vacuolas dentro de las blastomeras, no uniformidad en tamafio celular, ni color, ni
densidad, mayor extrusion. Estructura debe tener al menos el 25% de masa
celular intacta, viable y cohesible.

Codigo 4: Degenerados 0 muertos, estas estructuras no son viables para TE, ni
para crio preservacion, citoplasma bastante oscuro, membranas con perdida de
integridad, blastobmeras no simétricas, son rasgos importantes para dar esta

calificacion.3*

33 HOPPER, Richard, M,. Bovine Reproduction. 2015
34 |bid. HOPPER, Richard, M,. 2015
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Al término de la evaluacibn morfolégica de un embrion, se le asignan dos

nameros, separados por un guion, que corresponden a la etapa embrionaria de

desarrollo y grado de calidad del embrién (fig. 21)

Figura 21. Clasificacion final estado-calidad. Fuente: HOPPER, Richard. Bovine
Reproduction. 2015

Una vez clasificados los embriones se procede a llenar el registro de colecta para
constatar el resultado de estructuras encontradas. Para el caso de CGR no se
realizaba crio preservacion de embriones calidad 3 ya que se considera que hay
perdida de viabilidad al someterse a tal proceso, por eso se preferia transferirlos
en fresco, ademés de no ser facturado para el momento del cobro por el trabajo
realizado.

Se realiza andlisis del numeral 4(resultados). Todos los tratamientos de super
ovulacién en CGR Biotecnologia Reproductiva SAS se realizaron con Folltropin
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V®. el promedio de produccion de embriones para Colombia es de alrededor de 6
embriones viables por colecta, esto dado por la suma de la individualidad de cada
donante para responder al trabajo de SOV.

Se realizo un total de 51 colectas de embriones, con una recuperacion embrionaria
de 65% que corresponde a estructuras recuperadas luego del lavado, si se
compara con (Almeyda et al, Perl) trabajo en pardo suizo y Holstein, tuvo una
recuperacion del 72,07 %, esto corrobora la explicacion, de que con el uso de FSH
casi totalmente purificada, no solo se alcanza un porcentaje de fertilizacidon mayor,
sino que ademas se incrementa el % de éxito de obtener embriones viables.®®

Por otra parte, es importante verificar la respuesta en cuanto a produccion de
estructuras, esto nos da una vista sobre, siempre se debe contar los cuerpos
liteos para predecir una posible respuesta en cuanto a estructuras, en un trabajo
extenso en Finlandia se recogieron datos de la colecta de embriones durante 16
afos, arrojando que en el protocolo con Folltropin, hubo mayor produccién de
estructuras, mayor numero de trasferibles, menor nimero de UFOS y de
degenerados (Tabla 10), en relacion a los datos obtenidos de CGR Biotecnologia
Reproductiva (Tabla 11), donde se evidencia una diferencia muy significativa en
todos los parametros expuestos. Esta diferencia es producto, de las condiciones
ambientales, manejo, nutricién, bienestar animal, genética de la donante,

excelente calidad seminal y protocolos para el desarrollo de actividades con las

donantes®®.

, Folltropin (n  =|Pluset (n =
Parametro 2592) 1398)
Todas las 10.8°¢ 11.9¢
estructuras
Transferible 7,0 (65) 7,1 (60)
UFOS 2,0(19)¢ 3,0 (25) ¢

35 ALMEYDA, José., DIAZ, Roberto y RENGIFO, Oscar. Técnica de multi ovulacién, y transferencia de
embriones de ganado bovino en Peru.
36 MIKKOLA, M., TAPONEN, J. Theriogenology. 2017
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| Degenerado

11,8 (17)

11,9 (16) |

Tabla N°

10.

Numero promedio de estructuras recuperadas, transferibles,

infertilizados y degenerados(porcentajes) en protocolos con Folltropin y Pluset.

Fuente Theriogenology. 2017

Parametro Folltropin n=51 Porcentaje
Todas las estructuras 8,098039216
Embriones transferibles 4,058823529 50,12
Degenerado 2,176470588 26,88
UFOS 1,862745098 23

Tabla N° 11. Promedio de estructuras recuperadas, transferibles, infertilizados y

degenerados(porcentajes) con Folltropin en CGR Biotecnologia Reproductiva.

Fuente: Autor.

Clasificacion N° de embriones Porcentaje Promedio x vaca
Excelente 155 48,70%
Bueno 45 14.1%
Regular 7 2,21% 65,9% (4,09)
Malo 111 34,90% no transferible.
Total 318 100%
Tabla N° 12. % de embriones segun el grado de calidad. Fuente: Autor.
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Con relacién a un estudio realizado en Honduras, en vacas Holstein, jersey y
pardo suizo, donde se uso el protocolo de doble aplicacion de Folltropin® por 4
dias, se obtuvo los siguientes porcentajes: 25,85 % para Calidad |, 41,86% para
Calidad Il, 15,58% para Calidad Il y 16,98% para calidad IV3’. Comparando ahora
con los resultados obtenidos en CGR (tabla 12), se encuentra que hay mayor
namero de embriones Calidad I, casi el doble al del estudio, pero para clasificacion
'y 1l el % es mucho menor, lo que deja la oportunidad para que el porcentaje de
estructuras calidad IV sea mayor. Esto es importante al momento de los
porcentajes de prefiez, ya que, al ser una estructura de mejor calidad, las
posibilidades de prefiez van a ser aun mayores, debido al perfecto desarrollo de la
estructura embrionaria. Estos porcentajes tienden a ser mas altos tanto en TEF
como congelados.3®

Ahora bien, segun el estadio de desarrollo, se reporta para Mérula compacta un
18,6%, para blastocisto temprano 47,21 % y para blastocisto 9,30%. Esto radica
en tasas altas de prefiez, ya que los mejores porcentajes se dan con estadios 4, 5
y 6, como al ser un embridon con desarrollo normal, podra emitir las sefales anti
luteoliticas a tiempo, ya que para un estadio menor a 4, las concentraciones
hormonales de la receptora y la edad del mismo haran mas dificil la prefiez (tabla
13).

Estadio N° de embriones Porcentaje
Mbérula C. 151 72,90%
Blastocisto T 52 25.1%
Blastocisto 4 1,93%
Total 207

Tabla N° 13. Porcentaje de embriones segun estadio de desarrollo. Fuente: Autor.

37 BETANCOURTH, Jorge y CACERES, Gabriel. Superovulacién y transferencia de embriones en vacas lecheras
utilizando dos protocolos hormonales. 2011

38ELOREZ, S., Oscar, E. Factores que afectan la eficiencia reproductiva y los bajos indices de prefiez de la
hembra receptora en un programa de transferencia de embriones bovinos en Colombia.2014
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Tanto el estadio, como el grado de calidad, estdn medidamente dados por factores
intrinsecos a la donante, caso alimentacion, condiciones de bienestar animal,
posible cuadro patolégico, presencia o no de la cria, fin productivo (leche, carne), y
factores asociados al macho como la calidad seminal, afinidad toro-vaca, y el
desarrollo exacto del proceso por parte del operador.

La respuesta puede estar dada por el nUmero de ovulaciones que varia entre 0 y
40, y un 30% de las vacas super ovuladas no responden al tratamiento o producen
muy pocos embriones de mala calidad. En promedio el 24% de las recuperaciones
de embriones no producen embriones viables, y el 64% producen menos

embriones que el promedio de embriones transferibles.

Transferencia de embriones:

Gran parte del éxito de un programa de TE, depende de la seleccion de la
receptora del embrion, ya que debe ser un animal con buena condicién corporal,
ciclicidad normal, libre de patologias reproductivas, periodo pos parto no menor a
3 meses, no estar en periodo de amamantamiento.

Una vez seleccionada, se debe someter a un protocolo de sincronizacion de
receptoras, que adicional lleva la aplicacion de eCG el dia 5 del protocolo mas la
aplicacion de PgF2a. La eCG al ser mas tipo FSH, actuara en la formacién de un
buen foliculo para que posteriormente se forme un cuerpo lateo superior a 20 mly
permita mantener niveles altos de P4 en sangre y sea 6ptimo para el desarrollo del
embrion. Esta sincronizacién va a la par con el calendario de donantes, ya que las
dos partes deben llegar sincronicas el dia 7 pos estro para la transferencia. Para
realizar la transferencia del embridn, se evalla la respuesta litea de la receptora,
lo que va a dar como resultado si es Optima para realizar el procedimiento, o si,
por lo contrario, no ofrece la calidad lutea requerida. Porcentajes de prefiez con
TEF oscila entre 60-65%, mientras que para embriones congelados esta entre un
50-55%. Para CGR se muestran resultados muy buenos, con prefiez confirmada
de 90 dias del 50% , lo que indica resultados muy cerca al porcentaje esperado

(Tabla 14). Pero, segun Nibart and Thibier, 1995, existe una correlacion directa
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entre factores asociados al embrién, como la edad, el estadio de desarrollo, la
calidad, la crio preservacion, la manipulacion, descongelacion, y hasta el
ensamble del embrion en la pistola, significando distintos porcentajes de éxito si
hay o no interrelacion entre cada uno de estos factores®. Ademas de la parte
animal, el éxito depende también de la persona que realice el procedimiento, los
protocolos de descongelacién y de montaje de la pistola de transferencia.

Hembras transferidas

Parametro Numero Porcentaje
Prefiada 27 50
Vacia 27 50

Tabla N° 15. Hembras transferidas, porcentajes de prefiez. Fuente: Autor.

Segun Guenther et al, 2001, gran medida de los porcentajes de prefiez esta dada
por el tamafio del CL al momento de la transferencia, esto, muy relacionado con el
tamafo del foliculo que ovule y posteriormente forme el CL, debido a las variables
de concentracién de P4 dada por el tamafio del CL, para viabilizar el embrién“°.
Para transferencias realizadas en CGR se tomaba como medida minima 15 mm
del CL para considerarlo CL2; y de 20 mm en adelante un CL3. Corroborando
esto, el CL de mayor tamafio genera mas concentracion sérica de P4, dando de
posibilidad de mayor porcentaje de prefiez, dado por los resultados obtenidos en
CGR, donde un hubo un 52,5 % de prefiez en hembras transferidas con un CL3,
frente a un 42,8 % en hembras con CL2 (Tabla 15).

Hembras Bovinas Transferidas
, Cuerpo Luteo Estado-Calidad del embrion.
Parametro
3 2 4—1 4--2 5--1 6—1
Prenada 21 6 22 2 2 1

39 NIBART, M. and THIBIER, M. The sexing of bovine embryos in the field. 1995.

40 GUENTHER, J., OLIVEIRA, H., VASCONCELOS, J., and WILBANK, M. Reduction is size of the ovulatory follicle
reduces subsequent luteal size and pregnancy rate. 2001.
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Vacia 19 8 18 6 3

Total 40 14 40 8 5 1

Tabla N° 15. Hembras bovinas transferidas CGR, prefiadas, vacias, respuesta

lutea y estado-calidad del embrion. Fuente: Autor.

La parte sanitaria juega un papel importante en el buen progreso de la técnica, se
debe realizar pruebas para enfermedades reproductivas tanto para donantes,
como para receptoras, con resultado negativo. Ademas, que se debe hacer un
lavado a los embriones en antibidtico, para eliminar virus y patégenos segun

recomienda la IETS en su parte sanitaria.*

5.2 AREA REPRODUCTIVA MACHO BOVINO

Dentro de la labor del mejoramiento genético de los hatos ganaderos del pais,
esta la de la seleccion de machos, o de material seminal que busque solucionar
aguellas falencias, o que mas bien potencialice algunas caracteristicas ya
apropiadas. Para esto es necesario la realizacion de un Examen de Salud
Reproductiva o BSE. Se han desarrollado procedimientos de evaluacién de la
solidez (BSE) como medio por medio del cual los veterinarios usan su
competencia clinica y amplios conocimientos de anatomia, fisiologia y patologia
animal para identificar toros con mayor probabilidad de ser subfertiles o infértiles;
diagnosticar problemas de fertilidad en los toros. EI BSE es un método de tiempo y
evaluacion efectiva que permite a los veterinarios y propietarios de toros, gerentes
y compradores tomar las decisiones apropiadas de seleccion y adquisicion de un
toro. El desarrollo mas temprano de un enfoque sisteméatico que tipifica los

procedimientos recomendados ahora adoptados en todo el mundo puede ser

4L 1ETS. Manual de la IETS.
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acreditado a la Society for Theriogenology (SFT) en América del Norte y las
organizaciones de la cual la sociedad evolucioné.*?

Desde su creacion, el SFT ha revisado y publicado periédicamente las directrices
para la BSE en toros. En términos generales, la evaluacion de los toros para la
buena salud reproductiva implica un examen fisico general, un examen especifico
del sistema reproductivo, medicion de circunferencia escrotal (CE) y un examen de
calidad seminal. La clasificacion final como satisfactoria, cuestionable o
insatisfactoria se basoé en la puntuacion combinada de los tres parametros, dando
puntuacién de CE, la motilidad de los espermatozoides y la morfologia.

Pero, antes de comenzar con la evaluacién andrologica, se debe tener en cuenta
condiciones externas al animal, como la temperatura, las condiciones de nutricion,
el tipo de manejo; siendo estos factores determinantes tantos en la evaluacion

fisica, como en la reduccién de la calidad seminal?3.

Examen Fisico de los toros: evaluar la condicion fisica de los toros, observacion
a distancia, identificar asimetrias, atrofia muscular, problemas en la marcha,
conformacion debe ser uniforme que le permita desplazarse para poder servir las
hembras. Un examen fisico inicia desde la cabeza hasta la borla de la cola; en
0jos que no haya tejido que obstaculice la vision, carcinomas. En fosas nasales, la
simetria, que no haya presencia de tumores que taponen las fosas, en cavidad
oral para verificar el estado normal, ademas de confirmar edad media la
cronometria. En el tegumento, examinar por palpacion si hay presencia de
papilomas, heridas, o cualquier tumoracion, en miembros se debe observar los
aplomos, ya que todo el éxito de la reproduccién del toro va a depender del
movimiento ademas para lograr el coito.

Examen de estructura genital: Examen completo del sistema reproductor,

escroto y testiculos. El escroto, los testiculos y el cordon espermatico deben ser

42 CHENOWETH, Peter J., LORTON Steven P. Animal Andrology Theories and Applications.2014

“TAMAYO, Manuel. La seleccion de sementales bovinos en Cuba. 2013
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examinados cuidadosamente para saber si hay liquido, tejido fibrotico, tamafio,
forma y textura anormal. El escroto debe ser examinado para detectar cicatrices y
su capacidad para extenderse o estirarse para permitir que los testiculos se termo
regulen. Los testiculos deben ser palpados y tener la textura de la carne. No
olvidar medir la CE, es requisito importante que se debe registrar (figura 22).
Cualquier area fibrética o hinchada debe ser anotada. Los epididimos deben
palparse por anormalidades como epididimitis o fibrosis. El cordén espermatico es
palpado desde el anillo inguinal externo distal al testiculo para anomalias como
hernias, hematomas, fibrosis o liquido. El prepucio externo debe ser observado y
palpado por abscesos, hinchazones, heridas, tumores, asi como hematoma del
pene directamente anterior al escroto, fracturas, frenillo, pene en espiral . Los
organos genitales reproductivos internos mediante examen transrectal, practico
para evaluar los genitales reproductivos internos y puede ser ayudado o mejorado
con el uso de ultrasonido. Cada uno de los érganos sexuales secundarios debe
ser cuidadosamente identificado y palpado para cualquier cambio en su estructura.
Al ingresar la mano se encuentra en el piso de la cavidad pélvica la prostata,
examinar aumentos de tamafio o variacion en la forma, hacia adelante, se
encuentran las vesiculas seminales. La palpacién de ambas vesiculas seminales
debe comenzar en la bifurcacion con la vesicula rodeada por la mano para hacer
la evaluacion completa.

Se debe evaluar la libido, que se define como la disposicion del macho en montar
y servir a la hembra. Mediante primero una prueba de observacion hacia otros
machos, y luego evaluar en un lapso de 20 minutos cuantas veces monta

efectivamente sobre la hembra.?4

4 THRELFALL, Walter, R. YOUNGQUIST, Robert, S. Current Therapy In Large Animal Theriogenology. 2007
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Age (months) Scrotal circumference (SC)

<15 30
>15<18 31
>18 <21 32
>21 <24 33
>24 34

Figura 22. Minima CE para BSE, segun la SFT. Fuente: Animal Andrology

Theories and Applications.

Evaluacion de calidad seminal:

Una vez culminado el examen fisico completo, incluyendo medicion de CE que es
un parametro importante en el BSE, se procede hacer coleccién de dos muestras
seguras de semen, para evaluacion de motilidad y morfologia.

Para la colecta de la muestra seminal, se puede hacer mediante electro
eyaculador via rectal estimulando las estructuras reproductivas internas o
mediante vagina artificial donde se utiliza sefiuelo de monta. Hay animales jovenes
gue no responden al electro eyaculador, por lo cual se deben trabajar bien sea con
vagina artificial o mediante estimulacion manual. Aunque la respuesta de los toros
es muy variable de una técnica a otra, en cuanto cantidad de semen que pueden
dar. La electro eyaculacion es una técnica un poco cuestionada por temas de
bienestar animal, ya que se ha encontrado que produce vocalizaciébn en los
animales, haciendo creer que hay presencia de dolor o por lo menos estrés. En un
estudio se midio el cortisol y el grado de vocalizacién, encontrando un nivel alto de
la hormona que sustentaron un poco esta problemética. Pero recientemente se
evaluo el neuropéptido P implicado en la integracion de dolor, con lo que resulto
en gue la electro eyaculaciéon (EE) no resulta en dolor.4®

Para la coleccion seminal por EE, se debe tener conocimiento del funcionamiento
del equipo para su uso correcto y poder extraer la muestra seminal, también no se

debe recoger las primeras emisiones ya que corresponde a liquido pre seminal, se

45 Opcit. HOPPER, Richard, M,. 2015
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debe proceder hasta que el semen se torne turbio y se debe detener la
estimulacién en ese punto hasta que no eyacule mas el toro. Se debe dar un
periodo de descanso entre una colecta y otra de 3-5 minutos. Por vagina artificial
en algunos casos es posible evaluar la libido, se debe realizar limpieza y lavado
prepucial, preparar la vagina con la temperatura 37-38 °C para generar la
eyaculacion, ademés de buena presion.

Una vez obtenido el semen, se debe hacer una evaluacién macroscopica, cantidad
de ml, color, este ultimo puede dar un indicio de la concentracion dependiendo del
tono, caso de semen blanco cremoso o0 muestras muy diluidas, muestras amarillas
tienden a ser producto de contaminacion con orina y muestras rojizas por
presencia de sangre o algun tipo de pigmentacién. Como la colecta debe ser
aséptica, cualquier contaminacion resulta con la falla en alguna parte del proceso.
Después de evaluar rapidamente el semen macroscopicamente, se coloca una
pequefia gota en una lamina precalentada y se evalla bajo microscopia de baja
potencia 10x para la motilidad masal. Los remolinos gruesos, oscuros y de rapida
oscilacion son indicativos de una excelente motilidad (definida como movilidad a
alta velocidad o alta velocidad), un alto porcentaje de espermatozoides
progresivamente moviles y una muestra de alta concentracion. Este tipo de
muestra se clasificaria tipicamente como "muy bueno”. Una muestra que muestra
remolinos en movimiento mas lentos se clasifica como "buena”. Una muestra
“regular" no muestra remolinos, pero significativos movimientos individuales de
esperma. Una muestra "mala" no tiene o muy poco movimiento oscilacion. Debido
a que la concentracién de una muestra afecta la designacion de motilidad masal,
mas asociacion del porcentaje de vivos, son los que determinan estan
caracteristica importante a evaluar. La motilidad individual debe evaluarse si hay
alguna pregunta acerca de la validez de una clasificacion de motilidad basada en
la motilidad masal. La motilidad individual puede evaluarse usando 10x en el
microscopio y, dependiendo de la concentracion, un cubreobjetos sobre la gotita
previamente examinada o una gotita diluida (diluida con soluciéon de citrato de

sodio calentada). La motilidad individual se clasifica como "muy buena" si es
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superior al 80%, "buena" si es del 60-79%, "aceptable si 40-59% y" pobre "si es
inferior al 40%. Basandose en las normas actuales establecidas por SFT, los toros
deben tener un minimo de motilidad de esperma "regular" basada en la evaluacion
individual o masal. Actualmente se evalla mediante sistema CASA, lo que facilita
y acelera el proceso.

Se debe evaluar la concentracion de espermatozoides por cada ml de semen, esto
va muy correlacionado con la motilidad masal, y dependiendo de la clasificacion se
puede estimar un aproximado en la concentracion total. Existen medios para el
conteo preciso y rapido como espectrofotometria y citometria de flujo*¢. En
Colombia se usa principalmente la cdmara de neubauer, y en CGR se realiza con
esta camara, haciendo un poco demorado el proceso y obteniendo un resultado no
tan exacto, ademas dependiendo de la persona que realiza el conteo.

Luego se debe evaluar la morfologia espermética, se prepara en una lamina una
pequefia gota de semen y una de tincidon eosina nigrosina, se entremezclan y
luego se hace el extendido, se deja secar y se debe observar en aumento 100x
con ayuda de aceite de inmersion, donde se debe contar cuidadosamente 100
espermatozoides e identificar cada anormalidad que se presenta (figura 23). Para
las anormalidades surgié una clasificacién dependiendo del lugar de origen se
clasifican en primarias y secundarias, las primeras hacen relacion a las que se
producen en el testiculo es decir durante la espermatogénesis, las segundas
tienden a ser de origen epididimario (figura 24). Otra clasificacion las sugiere como
mayores 0 menores, esto se basa principalmente en si esos defectos afectan la
fertilidad se consideran mayores y si no lo hacen se clasifican como menores. Una
altima clasificacion surgié luego donde se evalla si los defectos pueden ser
compensables aumentando la dosis seminal, o si por el contrario ese aumento no
compensa las anormalidades y se ve comprometida la fertilidad. También es
importante determinar la localizacion de la anormalidad, definir si es en cabeza o
cola, si es en esta Ultima ubicarla si es en pieza media, pieza principal, pieza final.

Estos defectos tienen un valor tolerable de aceptacion, siendo el caso de cabeza

46 CORREDOR, Emma, y PAEZ, Edwin. Evaluacidn de la aptitud reproductiva del toro. 2014
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15-20%. Para acrosoma y cola un 25%, y al menos un 70% de los

espermatozoides deben ser normales.

o YT U 900 TR

Pyriform Tapered Microcephalic and Vacuoles (craters)
macrocephalic sperm

" 05% ST oo

Clumped DNA  Detached heads Decq:mal Rolled ted- Teratoids
o defect giant hoa&asey?)dromo =
Ruffled membranes Distal mldpieoe reﬂex Mitochondrial sheath
acmsome and detached acrosomes and coiled ta defects and fractures
Dag defect Slump 1ail Cotkscrew Pseudodmplol

ey mumple tails
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ypotonic or Pfox‘lrna| and distal White blood cells,
pﬂncbal piece mkxsiece oold shock medusa cells, spheroids

Figura 23. Anormalidades morfoldégicas comunes en bovinos. Fuente: Current Therapy In
Large Animal Theriogenology. 2007
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Frivniary abrarrmalitios
Underdeveloped

Dauble forms

Acrosome delect (knobbed adrosome)
Marrow head

Craterfdiadem defect
Faar-shaped defect

Abnormmal contour

Small abnormal haad

Fres abmonmal head

Proximal droplet

Strongly folded or coiled tail {Dag)
Accessary tail

Secorndary abrarrnalities

Small mormal heasds

Giant and short broad haads

Frese normial heads

Detached, folded, loeose acrosomal memibranes
Abhaxial mplantation

Distal droplel

Simpde bent tail

Termimally coiled tail

Figura 24. Anormalidades espermaticas segin SFT  Fuente: HOPPER, Richard, M,.
2015

Clasificacion del BSE: terminada la evaluacion seminal se procede a dar la
clasificacion final del BSE que se puede dar en los siguientes resultados:
Satisfactorio: animales que responden exitosamente a la evaluacion fisica, seminal
y de libido.

Cuestionable: animales que tienen rasgos reproductivos inferiores a los normales,
por ejemplo, CE escrotal menor a la requerida, pero con buena calidad seminal,
con anormalidades esperméaticas muy sobre el limite del 30 %, defectos o algun
tipo de defecto que se pueda corregir.

Insatisfactorio: aquellos animales que no cumplen los requisitos minimos, y se

debe esperar a que haya una posible recuperacion.*’

47 Opcit. THRELFALL, Walter, R. YOUNGQUIST, Robert, S. 2007
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Al final de la evaluacion se debe entregar un formato con el resultado de la
evaluacion, las caracteristicas evaluadas y la informacion del toro evaluado (figura
25).

NOTA: los machos a evaluacion deben poseer registro de vacunas reproductivas,
ademas de poseer los resultados negativos a:

Campilobacter.
Tricomona
Leptospira.
DVB

IBR

Clostridium.
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Figura 25. Formulario de evaluacion y clasificacion de BSE de la SFT. Fuente:
HOPPER, Richard, M,. 2015
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CONCLUSIONES

CGR Biotecnologia Reproductiva es una empresa ganadera que ofrece el espacio
propicio para el desarrollo de pasantias, como forma de brindar a los estudiantes
de medicina veterinaria, zootecnia y medicina veterinaria zootecnia la oportunidad
de aplicar los conocimientos adquiridos a lo largo de la formacion académica, y

adquirir nuevo conocimiento y formacién practica sobre la reproducciéon bovina.

La ganaderia colombiana es parte fundamental de la economia del pais y una
fuente de recurso alimentario para sus habitantes, de ahi la importancia de hacer
inversibn genética y en biotecnologias reproductivas que permita mejorar y
aumentar los indices zootécnicos de nuestras razas para generar mas alimento e

ingreso a los productores.

Los programas de eficiencia reproductiva llevan consigo una serie de factores que
influyen de manera significativa en el progreso del mismo, por tal razén es
importante hacer uso eficiente de los recursos materiales y humanos para
mantener estables las condiciones de manejo, alimentarias, sanitarias y las

inherentes a las biotecnologias de la reproduccion aplicadas en las ganaderias.

RECOMENDACIONES

Realizar aforos en potreros, que permita hacer una rotacion de pastoreo
adecuada, dada por los resultados para la distribucion del alimento segun
corresponda, haciendo mas eficiente el uso del suelo y generando una
recuperacion rapida de los potreros.

Hacer control periodico de plagas que afectan el pasto, principalmente del chinche
(Collaria Columbiensis), ya que genera perdida de forraje y limita el consumo por

parte de los animales.
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Generar reportes anuales indices de colecta y transferencia de embriones, y

colecta y evaluacion seminal, que permita tener al alcance informacion actualizada

sobre la reproduccion bovina del pais, ya que es muy poca la que se encuentra.
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