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RESUMEN

La pasantia de reproduccion en pequefios rumiantes se realiz6 en S&o Paulo, Brasil,
coordinada por la profesora Anneliese de Souza, durante los meses de setiembre a diciembre del
2011. Se trabajo en las explotaciones ovicaprinas: Sitio Paraiso, Hacienda Campo Verde y la sede
de Pirassununga de la Universidad de S&o Paulo (USP).

Durante esta practica se realizaron en total 86 examenes reproductivos en hembras vacias (54
ovejas y 32 cabras); con el fin de visualizar por medio de ultrasonido (US) estructuras reproductivas
como Utero, cuernos y ovarios. También se efectuaron exadmenes reproductivos en hembras
prefiadas, incluyendo 244 diagnosticos de gestacion, 84 US entre los 25 y 35 dias de gestacion, 99
US entre los 35 y los 60 dias y 61 US en gestaciones de mas de 60 dias. Ademas, se determind con
éxito 91 gestaciones gemelares, 118 de un solo feto y se consigui6 sexar 30 fetos (19 machos y 11
hembras).

En machos se realizaron 19 examenes reproductivos, evaluando circunferencia escrotal, los
organos reproductivos macroscopicamente y por US y se realizaron colectas de semen, que
incluyeron valoracion de motilidad en masa volumen, color y aspecto del eyaculado.

Con respecto a las técnicas de reproduccion asistida (TRA) se trabajé en: sincronizacién de
celos (n=244), superovulaciones (n=73), colectas y transferencias de embriones (n=795
embriones), aspiraciones foliculares (n=1 hembra), colectas de oocitos (n=45 oocitos) e
inseminaciones artificiales (1A) (n=222). De estas Ultimas, 28 fueron en cabras por el método
transcervical y 194 en ovejas por los métodos exocervical con retraccion del cérvix (n=1), la técnica
intracervical (n=18) y la intrauterina (1U) (n=177).

Debido a la época reproductiva en la que se estuvo presente y a que el manejo de las fincas es
intensivo, se facilito la participacion en gran cantidad de procedimientos reproductivos, ampliando
y consolidando los conocimientos tanto practicos como teéricos, en el area de la reproduccion de

pequefios rumiantes.



ABSTRACT

The internship in small ruminant reproduction was made in Sao Paulo, Brazil, coordinated by
professor Anneliese de Souza, between the months of September to December of 2011. This took
place in the farms Sitio Paraiso, Hacienda Campo Verde and on the Pirassununga Campus of the
University of Sao Paulo (USP).

During this practice a total of 86 reproductive exams on non-pregnant females (54 sheep and
32 goats) were made using ultrasound (US) and the reproductive structures evaluated included:
uterine body, uterine horns and ovaries. Likewise, reproductive exams were made on pregnant
females including 244 pregnancy diagnosis, 84 US in between 25 and 35 days of pregnancy, 99 US
among 35 and 60 days and 61 in pregnant females over 60 days. Besides, 91 twin pregnancies and
118 single gestations were successfully diagnosed; it was also possible to determine the fetal sex in
30 fetuses (19 males and 11 females).

Furthermore, 19 males’ reproductive exams were made, evaluating the scrotal circumference,
reproductive organs macroscopically and by US, and semen collection, including examination of
the mass motility, color and appearance of the ejaculate.

In regard to reproductive assisted techniques (TRA) the following were accomplished: estrus
synchronization (n=244), superovulation (n=73), embryo recovery and transfer (n=795 embryos),
follicular aspiration (n=1 female), oocyte recovery (n=45 oocytes) and artificial insemination
(n=222). The Artificial insemination were performed on 28 goats by the transcervical method and
194 on sheep, by the exocervical technique with cervix retraction (n=1), the intracervical (n=18)
and the intrauterine (n=177).

Because the present study took place during the breeding season and the intensive
management of those herds, it was possible to participate in a considerable amount of reproductive
procedures, expanding and consolidating the student’s knowledge, both practical and theoretical, in

the reproductive area of small ruminants.
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1 INTRODUCCION
1.1 Antecedentes

En Costa Rica, en términos de cantidad, las principales actividades de produccion
pecuaria se inclinan hacia la produccién bovina (leche principalmente) y la industria
avicola (FAOSTAT, 2012). La produccion de pequefios rumiantes es algo relativamente
incipiente, ambas producciones formaban parte de la economia agricola y pecuaria del
pequefio campesino, siendo componente secundario o terciario de sistemas agropecuarios
mixtos (Manual Agropecuario, 2002).

La facilidad de establecer una explotacion en la que el tamafio, la adaptabilidad, el
bajo costo de produccidn, asi como la posibilidad de obtener un incremento del hato en un
menor tiempo posible ha despertado el interés de desarrollar la industria ovicaprina
(Baidar-Khan et al., 2003), valiéndose para ello de nuevas técnicas reproductivas (Pliego,
2005) y los avances en la investigacion clinica para determinar los factores de riesgo y el
manejo de las enfermedades tanto individuales como del hato (Radostits, 2001).

Aqui entran las diferentes técnicas de reproduccion asisitida (TRA) que son
empleadas para mejorar el potencial reproductivo del hato; mejorando la distribucion
econdémica de material genético y también reduciendo el riesgo de transmision de
enfermedades especificas, favoreciendo el almacenamiento indefinido de material genético
para futuras generaciones, lo cual es un recurso invaluable para la regeneracion de lineas o
razas de poblaciones animales e incluso para evitar la extincién de alguna especie (Sharkey,
2001).

Las TRA en general, han abierto una gran posibilidad de trabajo para la profesién

veterinaria. En pequefios rumiantes, las técnicas utilizadas incluyen: la sincronizacién del



estro, ya sea por medio de la alteracion del fotoperiodo, la estimulacion por el macho o
mediante métodos farmacoldgicos (Pliego, 2005; Cérdova-Izquierdo et al., 2008).

Las Inseminaciones Artificiales (1A) se utilizan con el fin de acelerar el proceso
genético de un hato; conservar el material genético de animales de alto valor y aumentar el
flujo de este (Cueto y Gibbons, 2007; Cueto et al., 2007; Fonseca-Matos, 2009); sin
embargo, la mala seleccion de los animales a utilizar puede traer consecuencias como la
consanguinidad y la propagacion de enfermedades infecciosas o hereditarias (Sharkey et
al., 2001; Aisen, 2004).

Otra de las TRA aplicadas para la produccion in vivo de embriones en la actualidad es
la superovulacion y transferencia de embriones 0 MOET por sus siglas en inglés, que es la
principal de las técnicas reproductivas planteadas en los ultimos afios (Lopez, 2004). El
objetivo principal de esta técnica es el aumentar la cantidad de crias obtenidas de hembras
de alto valor genético, alcanzando valores diez veces mayores que las tasas de ovulacion
promedio; logrando asi acortar el intervalo generacional, incrementar el avance genético
(Cueto y Gibbons, 2010) y el aumento en la presién de seleccion (Baril et al., 1995).

Esta técnica supone la recuperacion del embrion directamente del Gtero de la hembra
valiosa, en el estadio de mdrula compacta o blastocito (Forcada, [s.f.]) y la posterior
transferencia de estos embriones a hembras sin mucho valor. Estos embriones pueden ser
trasplantados frescos, es decir inmediatamente después de ser lavados de la madre; o
pueden ser criopreservados (Baril et al., 1995) o vitrificados (Cueto y Gibbons, 2010).

Con respecto a la produccion, maduracion in vitro (MIV) y cultivo in vitro de
embriones, existen técnicas novedosas, muchas de las cuales todavia estdn en etapas
experimentales; estas requieren la recuperacion de oocitos desde los foliculos. Dicha

recuperacion puede realizarse por medio de la aspiracion folicular por laparoscopia o
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LOPU por sus siglas en inglés. Esta extraccion de foliculos también puede realizarse por
medio de la realizacién de pequefios cortes sobre la superficie ovérica (en ovarios de
matadero). Estos oocitos deben ser madurados para posteriormente pasar a ser fertilizados
de manera in vitro, técnica conocida como FIV; sin embargo, estas técnicas aln cuentan

con bajos porcentajes de éxito (Traldi, 2009).

1.2 Justificacion

Desde el afio 2000 se ha dado un mayor interés en los productores por establecer
rebafios de rumiantes menores (FAOSTAT, 2012), ya que ofrecen nuevas y mejores
expectativas de explotacion. Esto ha aumentado la demanda de profesionales calificados
para aplicar las técnicas de punta que les permitan a los productores a optimizar sus
recursos (Pliego, 2005).

Tradicionalmente el manejo clinico de estas producciones era realizado por los
mismos productores, debido al bajo valor econémico de los individuos y la falta de
legislacion existente. Sin embargo, la intensificacion de la produccién ovicaprina ha
obligado a una especializacion del personal veterinario para el manejo y control de los
factores nutricionales, clinicos y reproductivos, ya que estas son las mayores causas de
pérdidas econdémicas en este tipo de produccién (Radostits, 2001).

La Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad de Sad Paulo
(FMVZ-USP), cuenta con un importante departamento de Reproduccion Animal (VRA-
USP). Este Programa VRA-USP cuenta con cuatro lineas de investigacion: entre las cuales

esta biotecnologia de la reproduccion.



Mediante esta practica en el manejo reproductivo de hatos especializados en venta de
pie de cria o produccion intensiva, se espera contribuir de manera importante en el manejo

y mejoramiento reproductivo en fincas ovicaprinas en Costa Rica.

1.3 Objetivos
1.3.1 Objetivo general
— Adquirir conocimientos tedrico-practicos del &rea de reproduccion aplicadas en las

producciones de rumiantes menores, en la USP, Brasil.

1.3.2 Objetivos especificos

— Desarrollar habilidades manuales e intelectuales en diferentes técnicas de
reproduccion asistida como: induccion de celos, inseminaciones artificiales,
superovulacién y transferencia embrionaria y aspiracion folicular por laparoscopia,
utilizados mas cominmente en ovejas y cabras en Brasil.

— Mejorar habilidades en el manejo del ultrasonido (US) y la interpretacion de
imagenes ultrasonograficas tanto para el diagnostico de gestacion, como para la
evaluacion de la ecografia testicular y ovarica en ovicaprinos.

— Conocer el manejo reproductivo utilizado en diferentes granjas de produccion

intensiva de ovinos y caprinos.



2 MATERIALES Y METODOS

La pasantia se llevo a cabo en su totalidad en el estado de S&o Paulo, Brasil, en las
instalaciones de la USP (S&o Paulo y Pirassununga) y en dos fincas particulares llamadas
Sitio Paraiso ubicada en la ciudad de Leme y en la Hacienda Campo Verde ubicada en la

ciudad de Jundiai. Esta abarco un periodo de 15 semanas y tres dias.

2.1 Descripcién por lugar de trabajo
2.1.1 VRA-USP Pirassununga
La pasantia estuvo bajo la supervision de la Dra. Anneliese de Souza Traldi. Esta
estancia fue tedrico-practica, ya que la misma incluyo participacion en el curso de
Reproduccidn asistida en pequefios rumiantes (Anexo 1).

Entre las actividades realizadas durante este periodo estuvieron: la inscripcion y el
juzgamiento de cabras de la raza Saanen y Boer de fincas de pie de cria, asi como la
revision del manejo reproductivo de las fincas visitadas. También los diagnosticos de
gestacion, 1A, LOPU y MOET; préacticas en el laboratorio de reproduccién (clasificacion,

congelamiento y vitrificacion de oocitos; FIV, division in vitro (DIV), MIV y clonacion).

2.1.2 Hacienda Campo Verde

Esta finca cuenta con su propia fabrica de concentrado, matadero y dos laboratorios
para IA o transferencias embrionarias. También con un sector en donde se mantienen el
hato raza Santa Inés, criado para producir receptoras de embriones. El area donde se
mantiene el hato de razas Dorper y Dorper blanco esta subdividida en parcelas donde se

clasifican los animales segun su nivel etario, su género y su fin productivo.



El trabajo estuvo supervisado por el Dr. Manoel Claudio Cunha Jr. La metodologia
de trabajo utilizada es conocida como el método “buen pastor” y consiste en hacer una
ronda diaria de 8 am a 12 md por toda la finca revisando los animales en los diferentes
confinamientos, revisando desde comportamiento, manejo y patologias.

Por la tarde se realizaron las actividades programadas segun el calendario entre
ellas: pesaje de corderos, vacunaciones, colocacion del microchip, cortes de cola, seleccion
de animales en los diferentes grupos etarios segun las caracteristicas de la raza, ultrasonidos
de la capa de grasa dorsal, descornes, diagndsticos de gestacion, inseminaciones artificiales,
sincronizaciones, deteccion de celos, colectas de embriones, transferencias de embriones,
colectas de semen y cirugias (correccion de prolapso rectales, vasectomias, cesarias y

prolapsos uterinos).

2.2 Descripcion de las préacticas

2.2.1 Examen reproductivo de las hembras

En las hembras vacias se evalu6 con US el aspecto de utero y calidad de ovarios con
la técnica transrectal con un transductor lineal de 7,5 MHz o uno de cinco MHz, posterior a
un ayuno entre 12 y 24 horas y con la hembra en pie.

En las précticas de diagnostico de gestacién con US se trabajo verificando la
viabilidad, el sexo y la cantidad de los conceptos. Para las gestaciones tempranas (25 a 35
dias de prefiez); se utilizo la técnica transrectal con un transductor lineal entre cinco y 7,5
MHz. Se verifico la presencia de liquido en Utero y, en las hembras con mas de 30 dias, se
buscé la presencia del embridn y del latido cardiaco.

Para las prefieces ubicadas entre los 35 y 60 dias, se utilizaron tanto la técnica

transrectal como la transcutanea. Se utilizaron tanto transductores lineales como convexos



de tres a seis MHz. Se hizo confirmacion de prefiez, de viabilidad fetal y se contaron la
cantidad de fetos. Estos datos se compararon con los registros existentes o se corrigieron en
caso de estar como dudosos en el US anterior.

Finalmente, los US restantes se realizaron en hembras con méas de 60 dias de
gestacion, se utilizo la técnica transcutanea, con transductor convexo entre tres y seis MHz.
En estos casos se hizo una evaluacién fetal completa revisando estructuras como corazén,
higado, caja toracica, compartimentos estomacales, cabeza y extremidades, se realizé el
sexado por medio del tubérculo genital o cualquier otra estructura genital externa en
prefieces mas avanzadas. En algunas hembras entre los 60 y 80 dias de gestacién, también

se realiz6 conteo fetal para compararlo con los registros anteriores.

2.2.2 Examen reproductivo de los machos
El examen androlégico inicid con la revision de los registros del productor para ver
sus parametros reproductivos (cantidad de montas, Ultima fecha de esta, entre otros).
También un examen fisico general para determinar la salud del animal, aplomos,
malformaciones y condicién corporal. Y un examen macroscopico de los Organos
reproductores. Se midid la circunferencia escrotal (CE) y se evalud la consistencia, el
desplazamiento, la forma, el epididimo, el cordén espermatico y la temperatura por medio
de la palpacion de estos. También se reviso el pene y el glande por alguna anomalia o
lesion.
Se les practico ultrasonido en testiculos y se les realizd una colecta de semen por
medio de vagina artificial o electro eyaculacion. Se hizo una evaluacion macroscopica de
este eyaculado (color, aspecto, volumen, movimiento en masa, densidad y pH), como parte

del examen de eficacia reproductiva (Figura 1).



En la hacienda Campo Verde la seleccion de machos reproductores inicia desde muy
jévenes; los corderos a los tres meses de edad son seleccionados por: CE, condicion de
aplomos, caracteristicas de la raza y peso. Ademas se les realiza ultrasonido en el lomo para
ver el porcentaje de grasa dorsal (Figura 2). Estas imé&genes son enviadas a la USP para ser

analizadas y de ahi son remitidas a la ABCDorper.

Figura 1. Colecta de semen en machos ovinos: (A) colecta por el método de electroeyaculacion en Campo
Verde, (B y C) observamos colectas con vagina artificial y hembra maniqui, en Campo Verde y en el
Sitio Paraiso respectivamente

La seleccion de machos reproductores se sigue practicando de manera periodica
hasta los 18 meses de edad, momento en el cual se les realiza su primer examen
androldgico (Anexo 2) y se clasifican como: machos de venta, machos de pista (los que

participan de las competencias y se vende semen) o descarte.



para minimizar los artefactos producidos por la lana. (B) Sujecion del animal. (C) Imagen del US. (D)
La ubicacién del transductor es dos dedos por debajo de la Gltima costilla.

A los machos seleccionados como reproductores se les realizan examenes
androldgicos completos una vez al afio, y antes de las inseminaciones o el congelamiento
del semen se evalla el aspecto macroscopico de éste y se mantiene un registro para cada
macho. Este registro incluye ademas la forma de colecta: si fue por electroeyaculacion o

vagina artificial y en este ultimo caso, si fue con hembra maniqui o hembra en celo.

2.2.3 Técnicas de reproduccidn asistida

2231 Sincronizacion de celos

El protocolo farmacolégico utilizado para la sincronizacion de las cabras se muestra

en la Figura 3



09-set 18-set 20-set 21-set 22-set

|

Dia 0 Dia 9 Dia 1l Dia 12 Dia 13
250 Ul eCG Retirada de Deteccion de celos 1A
Colocar las esponjas (1,2ml de Folligon®) las esponjas 10:00 a 12:00h
+ (AT=0h) 16:00 h (AT = 24h) (AT = 42-44 h)
75 ug PGFa Y
16:00 h (0.3ml Ciosin®) 16:00 h 22:00h (AT =30 h)*  16:00 a 18:00h
16:00 h (AT =48-50 h)
*Las cabras que no manifestaron el estro a las 30 horas de retirada la esponja debera hacerse deteccion de celo a las 8:00h del

dia siguiente.
AT es el tiempo transcurrido desde el momento en que se retiran las esponjas.

Figura 3. Protocolo de sincronizacidn de celos en cabras

Las esponjas en todos los casos de sincronizacion (tanto cabras como ovejas) fueron
rociadas con oxitetraciclina en spray antes de ser colocadas, fueron introducidas por medio

de un aplicador y su corddn fue cortado mas o menos a dos centimetros, como se observa

en la Figura 4.

Figura 4. Colocacidon de las esponjas Progespon®: aplicador de la esponja siendo colocado (A), la esponja
siendo introducida (B), la extraccion del aplicador (C), la esponja colocada (D) y por Gltimo el cordén
recortado (E).
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El dia 12 se realizo la deteccion de celos en las cabras sincronizadas, se clasificaron
segun la hora en que presentd un celo visible y segun el tipo de muco: cristalino, opaco o
lechoso.

En la préactica de IA realizada en ovejas, el protocolo utilizado es el que se describe

en la Figura 5: Protocolo de sincronizacion utilizado en ovejas

09-set 21-set 22-set 23-set
Dia0 Dia 12 Dia 13 Dia 14
. . . Deteccion de celos  Deteccidn de celo

Colocar las esponjas Retirada de esponjas

08:00h

+ + 20:00h (AT = 48h)
0,4 ml Ciosin® (100pg 300 Ul eCG (1,5ml
PGF2a) Folligon® o Novormon®) (AT = 36h)
08:00h 1A
8:00h (AT = 0h) 14:00h a 18:00h
(AT = 54-58h)

AT es el tiempo transcurrido desde el momento en que se retiran las esponjas.
Figura 5: Protocolo de sincronizacion utilizado en ovejas

La primera deteccién de celos en las ovejas sincronizadas para la préctica de IA se
realizo el dia 13 a las 20:00 h y al dia siguiente a las 8:00 h se realiz6 la segunda deteccion
de celos.

En Campo Verde se utilizaron tres diferentes métodos de sincronizacion: un
protocolo largo con el dispositivo CIDR® (Controlled Internal Drug Release), otro largo de
12 dias muy similar al usado durante la practica del VRA-USP con las esponjas y una
modificacion de este protocolo acortandolo a nueve dias y sumado al efecto macho.

Para la deteccion de los celos se utilizaron machos marcadores, vasectomizados, a
los que se les colocd una pechera con crayola marcadora para distinguir las hembras en celo

y cada lote de inseminacidn fue revisado dos veces antes de la inseminacion.
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2.2.3.2 Inseminacidn artificial

En cabras las IA se realizaron en dos periodos diferentes del dia, de 10:00 a 12:00
con los animales que presentaron celo 24 horas después de retirada la esponja. Y de las
16:00 a las 18:00 en los animales que presentaron celo mas de 30 horas después de retirado
la esponja.

Se utilizaron la técnicas intracervical y la IU transcervical con semen fresco y semen
congelado. EI animal se colocd en pie con el tren posterior ligeramente levantado o de
cabeza, seglin la comodidad del inseminador, como se demuestra en la Figura 6

Con ayuda del vaginoscopio se localiz6 el cérvix, se introdujo el aplicador con la
respectiva pajuela y se depositd el semen. Se clasifico el tipo de inseminacion conseguida
de la siguiente forma: cervical superficial (CS) en las que consiguié atravesar un anillo
cervical, cervical media (CM) en los que se consigui6 atravesar 2 anillos, cervical profunda
(CP) en las que se consiguio traspasar 3 anillos y IU en las que todos los anillos fueron

atravesados.
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Figura 6. Inseminacion Acrtificial en caprinos:(A y B) las posiciones en las cuales se puede colocar el animal
para la inseminacidn. (C) Inseminacion con el aplicador miniaturizado.

La IA en ovejas se inicié ese mismo dia a las 14:00, con semen fresco por el método
de IA exocervical con retraccion cervical (Figura 7).

También fueron realizadas con la pistola de inseminacion o con el aplicador
miniaturizado, en este caso la hembra se colocé con el tren posterior ligeramente levantado,
se limpié y se lubrico para introducir el vaginoscopio, luego se introdujo la vaina de
inseminacién y se gir6 hasta engancharse en la entrada del Utero, ahi se deposit6 el semen

(Figura 8).
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Figura 7. Técnica de IA cervical con retraccion de cérvix: (A) introduccion del espéculo bivalvo para
localizar el cérvix, (B) introduccion de la pinza Alliz, fijacion del cérvix (C) retraccion, (D) sujecién
con los dedos y(E) posteriormente se introduce el aplicador miniaturizado y se insemina la hembra.

Figura 8. |A intracervical con pistola de inseminacién en ovejas: se coloca el vaginoscopio (A), se localiza la
entrada del cérvix (B), se introduce la pistola de inseminacion por el vaginoscopio (C y D) y a través
del cérvix (E) hasta depositar el semen.
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Las ovejas que se sometieron a |IA intrauterina por medio de laparoscopia con
semen congelado, se mantuvieron en ayuno por 24 horas suplementando con 10 ml de
Glicopan®. Se revisaron dos pajillas de semen del lote con que se trabajo, asegurdndose
que su motilidad en masa fuera normal, que el porcentaje de espermatozoides vivos fuera
superior al 30% y que la motilidad individual progresiva fuera de al menos un 2,5.

El protocolo de anestesia utilizado fue 0,02 mg/kg de xilazina y 15 mg ketamina/kg
divido en dos dosis, en la primera dosis se aplicaba el total de la xilazina y la mitad de la
dosis de ketamina para preparar las ovejas, el resto de la ketamina se colocaba cuando

ingresaron al lugar de la IA. (Figura 9)

Figura 9. Preparacion para IA por laparoscopia: Primera dosis del coctel (A), se rasurd y limpid el area (B),
se prepara la hamaca donde se va a colocar el animal (C) y se coloca la hembra y se desinfecta el area
con alcohol y yodo (D).

Una vez en la sala de IA, se colocaron en la hamaca a unos 45° con la cabeza hacia
abajo, se realizaron dos pequefias incisiones dos centimetros al lado izquierdo y derecho de

la linea media del abdomen y unos cinco centimetros por debajo de la ubre. Del lado
15



izquierdo se introdujo el tocar de siete milimetros y su respectiva canula y del derecho el
trécar de cinco milimetros y la canula. Se introdujo aire a la cavidad abdominal halando la
piel en repetidas ocasiones. En el primer trocar se introdujo el laparoscopio y el del lado
derecho por la pinza Coen para manipular el Utero de manera cuidadosa hasta colocarlo en
una posicion adecuada, luego se introdujo la jeringa de inseminacion o Aspic IMV®.

Finalmente se suturaban los dos puntos de entrada. (Figura 10)

Figura 10. Inseminacion artificial por laparoscopia: (A y B) introduccion de los técar (C) se introduce el
laparoscopio del lado izquierdo y del lado derecho se acomoda el | Utero en posicién. (D y E) con la
pinza Coen se manipul6 el Utero para colocarlo en una posicién correcta para la inseminacion.

En la Hacienda Campo Verde las IA se realizaron de rutina dos veces por semana,
cuando se utilizé semen fresco se realiz6 un analisis macroscopico y este fue diluido para
obtener una dosis de 0,1 ml con aproximadamente 150 millones de espermatozoides y fue
mantenido en bafio Maria. En los casos en los que se utilizd semen congelado las pajillas se
descongelaron cinco minutos a una temperatura de 36°C y se vacio el contenido en un tubo

de ensayo de cristal temperado. De aqui se tomaba una pequefia muestra para observar en el
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microscopio Yy se verificaba: la motilidad en masa, el porcentaje de espermatozoides vivos y
la motilidad individual.

A la hora de llevar a cabo las inseminaciones, se ingresaron las hembras en la manga
en grupos de cuatro. Se sedaron con Rompun® (Xilazina) via intramuscular y se colocaron
en las hamacas de inseminacion. La técnica fue similar a la utilizada en las otras fincas, sus
principales diferencias fueron el uso de insuflador de CO,, y que cada hembra se insemino
dos veces con el mismo semen o pajilla, cada una de estas fue colocada en un cuerno

diferente (Figura 11).

Figura 11. 1A por laparoscopia: (A) examen macroscépico del semen fresco colectado. (B) Semen colectado,
debidamente rotulado (C) pajillas descongeladas en bafio Maria. (D) Colocacion del trocar con el
insuflador, (E) y la introduccion del laparoscopio y por Gltimo la vaina de inseminacion.

2233 Superovulacioén y transferencia de embriones

Se trabajé con ovejas de la raza Santa Inés y cabras de la raza Saanen para la
superovulacién y colecta de embriones. Se utilizaron dos protocolos diferentes aplicados al

azar en los diferentes grupos de animales, se pueden observar en la Figura 12 y la Figura 13
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8-set 18-set 19-set 20-set 21-set 22-set 27-set 28-set

|

Dia0 Dia 10 Dia 11 Dia 12 Dia CELO Dial Dia 6 Dia7
8:00 h 8:00 h 8:00 h 8:00 h AYUNO
Deteccion de  Deteccion de Colecta de
0,8 ml Folltropin® celos celos embriones
Esponja (60 mg 2,0ml 1,2ml
MAP) Folltropin® Folltropin® Retirada de 1° monta inicio de las 10 ml
+ la esponja (12 h) ovulaciones  Glicopan®
0,4 ml Ciosin® 20:00 h 20:00 h 20:00 h
2.0ml 12 ml 0,8 ml Folltropin® 2° monta
Folltropin® Folltropin® 1,5 ml Novormon® (£24 h)
0,4 ml Ciosin®
Figura 12. Protocolo de Superovulacién con Foltropin®
8-set 18-’set 19-‘set 20-set 21-set 22-set 27-set 28-set
Dia0 Dia 10 Dia 11 Dia 12 Dia CELO Dial Dia 6 Dia7
Deteccion
8:00 h 8:00 h 8:00 h 8:00 h de celos AYUNO
0,5 ml Deteccion de Colecta de
Pluset® celos Embriones
Esponja (60 1,4 ml 0,9 ml 1,5ml 1° monta
mg MAP) Pluset® Pluset® Novormon® (12 h)
0,4 ml 10 ml
+ Ciosin® Glicopan®
2° monta
20:00 h 20:00 h + (£24 h)
Retirada de la inicio de las
0.4 ml 14ml 0.9 ml esponja ovulaciones
Ciosin® Pluset®  Folltropin®
20:00 h
0,5 ml
Pluset®

Figura 13. Protocolo de Superovulacion con Pluset®

El dia del celo se colocaron los machos celadores con crayola marcadora en el corral
y en la tarde las hembras positivas fueron sometidas a monta natural, siete dias después de

presentado el celo, se hizo la colecta de embriones.
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El protocolo de anestesia utilizado para la colecta de embriones el dia 28 de
setiembre fue el mismo que en las practicas de IA asi como la preparacion de las hembras
(Figura 9). Se colocaron en un angulo de 45° cabeza abajo con un campo de plastico
previamente desinfectado con una solucion de amonio cuaternario.

Se realiz6 una incisién de cuatro centimetros en la linea alba, cinco centimetros por
debajo de la ubre y se expuso el Utero y se verificd la cantidad de cuerpos luteos observados
en cada ovario. Luego se realiz6 una primera puncién cerca de la unién utero-tubérica con
el catéter de coleccion de embriones que se colectard en un beaker previamente temperado
a 37°C. La segunda puncion se realiza a dos centimetros de la bifurcacion uterina con una
aguja atraumatica N° 14, la cual se conect6 a una jeringa con 20 ml de PBS modificado,

temperado previamente a 37°C para realizar el lavado (Figura 14).

foliculos. (B) También podemos ver las punciones siendo realizadas y (C) el lavado en uno de los 2
cuernos. (D) Al final del procedimiento se observan los puntos de entrada de las agujas.

19



Este procedimiento se repitié para ambos cuernos uterinos. Al finalizar, antes de
regresar el Utero a la cavidad abdominal se lavaba con la solucion PBS. El contenido de
ambos lavados fue colocado en una placa Petri para ser observado en el estereoscopio,
seleccionado Yy clasificado. Los embriones no se trasfirieron, sino que se utilizaron para una
préctica posterior de congelamiento o vitrificacion.

En la Hacienda Campo Verde las practicas de superovulaciéon y transferencia de
embriones se realizaron bajo el método quirdrgico y con anestesia inhalatoria con
isoflurano. La induccién de la superovulacion en la donante se realizé con una dosis
decreciente de eCG o FSH al finalizar el tratamiento con progestagenos (ya fuera con
esponjas vaginales de poliuretano o dispositivos plasticos como el CIDR®). Tanto en las
receptoras como las donadoras se realizd deteccion de celos con machos marcadores
vasectomizados y con crayola. Dicho procedimiento se realiz6 los dias seis y siete
posteriores a la fecundacion, colectandose cuatro o cinco ovejas por dia y transfiriéndose
dos o tres embriones a unas ocho receptoras.

La colecta se realiz6 en las hembras que por medio del laparoscopio se observaron
mas de 15 cuerpos luteos. El utero fue expuesto y fue constantemente humedecido con PBS
temperado y con 10 ml de Gentamicina por cada litro. Se realizd una primera puncion en la
unién Utero-tubéarica con una aguja a traumatica y por dicho agujero se insertd una sonda
K33. La segunda puncidn se realiz6 a unos dos centimetros de la bifurcacion uterina y se
colocé una sonda Foley para cerrar el paso de contenido y se procedio a realizar los lavados
con 20 ml de PBS modificado para extraer los embriones. Seguidamente, se repitio el
procedimiento en el otro cuerno, para finalizar, se suturé la herida en pared abdominal.

El contenido fue simultdneamente llevado a un estereoscopio y los embriones fueron

contados, clasificados y separados para su inmediata transferencia a la hembra receptora, se

20



escogieron dos embriones para cada hembra, uno de muy buena calidad y otro de mediana
0 baja, en caso de ser de baja calidad se sembraron tres embriones. Estos se mantuvieron en
una jeringa de un mililitro, con una micropipeta Unopette®.

Por otro lado, para la siembra de estos embriones en las hembras receptoras se utilizo
una técnica mixta (quirdrgica y laparoscépica). Se ubicaron los cuernos uterinos por medio
de laparoscopia y se identificd el cuerno uterino ipsilateral al ovario con el cuerpo liteo,
luego se realizd una pequefia incision en linea alba y con una pinza no traumatica se
exteriorizaba el cuerno, en el que introdujo la micropipeta con los embriones en la luz del

cuerno. Para finalizar la herida era suturada y la oveja trasladada a su corral.

2234 Aspiracion folicular por laparoscopia

Para la aspiracion folicular por via laparoscopica, el protocolo propuesto se puede

observar en la

Figura 15.
17-set 25-set 26-set 27-set 28-set 29-set 30-set 01 o<‘:t
Dia0 Dia 8 Dia 9 Dia 10
8:00h 8:00h 8:00h 13:00h 18:00h 12:00h 08:00h 10:00h
Esponja 50Ul
(60mg Pluset® 50Ul Pluset® ayuno de las
MAP) (Aml) (Aml) Tricotomia FIV* receptoras TE
+ + + Punciones DIvV*
0,4ml 0,4ml 2ml Folligon®  Retirada de las
Ciosin® Ciosin® (400Ul eCG) esponjas
18:00 10:00h 18:00h
50Ul1
Pluset®
(Aml) Ayuno MIV*
18:00h
50Ul  Pluset®
(Iml)

* MIV, FIV y DIV se vieron Unicamente de manera demostrativa en el Centro de Biotecnologia en
Reproduccién Animal en el Campus de Pirassununga.

Figura 15: Protocolo de superovulacion utilizado en la aspiracion folicular
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El dia 10 del protocolo se realizo la aspiracion folicular en una hembra. Se coloco en
un angulo 45°, cabeza abajo en la hamaca y se realiz6 una incision de cinco centimetros en
la linea alba, se expuso el Utero y los ovarios y se procedié a aspirar con una vaina de
inseminacién, conectada a una bomba de aspiracién, los foliculos uno por uno. Estos a su
vez fueron colectados en un beaker plastico temperado y posteriormente fueron
introducidos en un filtro miniflush® para separar los évulos del resto de células.

Al finalizar el procedimiento se le practicé la eutanasia y se extrajeron ambos ovarios
a los que también se les practicé una serie de cortes en su superficie y se lavaron con PBS
para colectar mas 6vulos. Seguidamente, los 6vulos se clasificaron en una escala del uno al

cuatro siendo la mejor calidad el nimero uno.
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3 RESULTADOS Y DISCUSION
3.1 Examen reproductivo de las hembras
Para la evaluacion reproductiva en las hembras no gravidas se trabajé con un total de
86 animales (54 ovejas y 32 cabras). De los animales analizados con el US, en el 100% se
pudo ubicar la vejiga, en el 87% (n=75) se logro visualizar el Utero y la visualizacién de los
ovarios solamente se pudo hacer en un 24% (n=21) para el ovario derecho y 19% (n=16)

para el ovario izquierdo (Figura 16).

8 60 1 H vejiga

g 50 A

;g 40 - B cuerpo de utero

3 30 A B cuerno derecho

g 20 A M ovario derecho

:§ 10 - E cuerno izquierdo
0 - T ]

ovario izquierdo

ovejas
Figura 16. Estructuras visualizadas por medio de US en el examen reproductivo en hembras vacias.

La técnica de sujecion que permite una mejor visualizacién de las estructuras
reproductivas en ovicaprinos es decubito dorsal (Schatten y Constantinescu, 2004); sin
embargo, por razones de bienestar animal para reducir el estrés al que es sometido el
animal, es preferible realizar los US en pie (Karen, 2003; Kéhn, 2004) como se realizd en
las précticas.

La evaluacion reproductiva por US en hembras vacias, ha permitido explorar los
aspectos morfologicos del sistema reproductivo de pequefios rumiantes, asi como, dar
seguimiento a los procesos de dinamica folicular en animales vivos; no obstante, esta no es
una practica muy utilizada a campo, sino para investigacion (Schatten y Constantinescu,

2004).
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El examen reproductivo en las hembras prefiadas se realizé en 39 animales del Sitio

Paraiso, en 71 de la USP y en 134 de la Hacienda Campo Verde (Cuadro 1).

Cuadro 1: Cantidad de diagndsticos de gestacion realizados por ultrasonido

Periodo de gestacion Ovinos Caprinos Total
(dias) SP* USP** CVv***  Sp* USP
25a35 0 14 60 3 7 84
35a60 12 6 74 6 1 99
> 60 14 34 0 4 9 61
Total 26 54 134 13 17 244

*SP: Sitio Paraiso. **USP: Universidad de Sao Paulo. ***CV: Campo Verde.

El diagndstico de gestacion temprana se realizd6 en 84 hembras que, segun sus
registros, se ubicaban entre los 25 y 35 dias de prefiez, de los cuales 74 fueron ovejas y 10
cabras (Cuadro 1). Estos diagndsticos podrian ser realizados a partir de los 20 dias, pero por
tratarse de estudiantes y trabajar en un sistema productivo, se prefirié utilizar un rango de
edad gestacional de mayor confiabilidad (Wolfgang, 2004).

En el grupo de hembras que va de los 35 a los 60 dias de gestacion, se trabaj6 con 92
ovinos y siete caprinos, que incluy6d 21 diagnosticos de prefiez y 77 reconfirmaciones
(Cuadro 1). La mayoria de estas reconfirmaciones fueron realizadas en la Hacienda Campo
Verde que contaba con mejor orden y manejo de los registros, que es muy importante en un
sistema que implementa una asistencia reproductiva eficiente (Radostis, 2001).

Con gestaciones de mas de 60 dias de prefiez se trabajé con un total de 61 animales
(48 ovejas y 13 cabras) (Cuadro 1) y en todos los casos consistieron en reconfirmaciones y
evaluaciones fetales. Se tomaron en cuenta la viabilidad fetal, la cantidad de fetos y el sexo

de los mas maduros. Se evaluaron un aproximado de 335 fetos (Cuadro 2).
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Cuadro 2. Evaluaciones fetales por medio de ultrasonido.

Pruebas realizadas con el US

Conceptos viables 297

Viabilidad fetal Conceptos no viables 12

En duda 25

Uno 118

Cantidad de embriones por hembra Dos 91
Sin determinar 35

Macho 19

Sexado Hembra 11

Sin determinar 49

La viabilidad fetal se determind en todas las gestaciones donde el feto fue visible y su
latido cardiaco perceptible, mas o menos partir de los 30 dias de prefiez (Wolfgang, 2004),
aunque la literatura reporta visualizacion del latido por US en el piso de la vesicula
embrionaria desde el dia 16 posterior a la monta (Schatten y Constastinescu, 2007).
También se evaluaron aspectos como cantidad de liquido en la vesicula embrionaria,
movimiento fetal y 6rganos del feto de acuerdo con la edad gestacional (Karen, 2003;
Wolfgang, 2004).

El sexado de los fetos se realiz6 en el grupo de hembras de mas de 60 dias de prefiez,
para lo que se requiere de entrenamiento (Schatten y Constastinescu, 2007) y de habilidad
para maniobrar el transductor. Se lograron determinar 19 machos por medio del
reconocimiento del escroto (Cuadro 2), que es una estructura triangular encontrada entre los
miembros y en escasas ocasiones se visualizo el prepucio, que es una estructura bilobulada
cercana al cordon umbilical. Las hembras por su parte son todavia mas dificiles de
reconocer por estar el tubérculo genital ubicado cerca de la base de la cola y siendo un area
oscurecida por la sombra de esta (Schatten y Constantinescu, 2007), solo 11 hembras

pudieron ser reconocidas (Cuadro 2).
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Este método de diagndstico fue escogido dado que permite no solo el diagnostico de
prefiez, sino también la determinacion de la cantidad de fetos, su viabilidad, el sexo,
predicciones de edad fetal y evaluacién de la placenta (Karen, 2003; Wolfgang, 2004;
Schatten y Constantinescu, 2007). EI mayor inconveniente que se tuvo fue el estrés de las
hembras durante los US, restringiendo la duracion examen.

Otro factor importante a tomar en cuenta es el tipo de transductor utilizado; los
lineales de 7,5 MHz, por via transrectal permiten visualizar gestaciones a una edad més
temprana, sin embargo, es preciso dar seguimiento a estos casos debido a posibles
reabsorciones embrionarias (Karen, 2003; Wolfgang, 2004). Los transductores de cinco
MHz permiten obtener diagnosticos de gestacion un poco mas tardios, generando indices de
prefiez méas confiables, lo que concuerda con el método de trabajo de las fincas donde se

trabajo.

3.2 Examen reproductivo de los machos

Se trabajo con un total de 19 machos, entre los 12 meses y los cinco afios de edad,
todos estaban siendo usados como reproductores, tanto en el Sitio Paraiso como en las dos
sedes de FMVZ-USP, Pirassununga y Séo Paulo.

En el examen macroscépico de los machos reproductores, la mayoria (n=17, 89%)
tuvo una circunferencia escrotal dentro del promedio (30 centimetros) (Pugh, 2002). Esta
caracteristica es muy importante debido a que existe una correlaciéon positiva entre una
mayor circunferencia escrotal y una mejor produccion espermatica (Aisen, 2004);

solamente dos machos se encontraron por debajo de esta medida (Figura 17).
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Circunferencia escrotal (cm)

Figura 17. Circunferencia escrotal de los machos evaluados.

Con respecto a los hallazgos macroscépicos de los dérganos reproductivos de los
machos evaluados (Anexo 3), la Figura 18 evidencia que en un alto nimero de los machos

(n=14, 74%) no se encontraron alteraciones de ningun tipo.

18 -
16 A
a 14 -
=]
T 12 -
2
2 10 -
(]
'g 8 - @ Normales
g 6 O Alterados
>
2 4 -
2 -
O - T T T 1

Escroto Testiculo Peney glande US Testiculo

Estructuras evaluadas

Figura 18. Examen macroscépico de 6rganos reproductivos de los machos evaluados.

Esta alta prevalencia de machos sin alteraciones fue lo esperado pues el grupo con el
que se trabajo era el de los machos actualmente utilizados como reproductores. Y pese a
estas alteraciones a todos se les realizé la evaluacion completa y no se descartaron en este

punto del examen.
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Entre las alteraciones encontradas se observaron: asimetrias, las cuales aumentan las
probabilidades en los machos de tener problemas de infertilidad por lo que no deberian ser
seleccionados como reproductores (Pezzanite, 2009); adherencias en el polo caudal del
testiculo con calcificaciones en el parénquima testicular vistas por medio del US, lo cual
podria deberse a inflamacién o infeccion (Pezzanite et al., 2009), o incluso un granuloma
espermatico (Pugh, 2002). También hallazgos como suciedad que puede reducir la
habilidad de termorregulacion del testiculo y golpes que pueden producir alteraciones en el
parénquima testicular (Rodriguez, 2006)

También se detectd6 una masa de dos centimetros en un testiculo, con respuesta
dolorosa a la palpacion y evidencia mediante US de un quiste anecoico con sedimento, que
podria ser producto de orquitis o un absceso. Y, los hallazgos en pene y glande incluyeron
lesiones de tipo ulcerativas, posiblemente causadas por ectima contagioso 0 parapoxvirus
(Pugh, 2002).

La segunda parte del examen androlégico fue la colecta y evaluacion de un eyaculado
por macho. La mayoria de los machos (n=14, 74%) fueron colectados con vagina artificial
a excepcion de cinco machos (26%), dos de los cuales tenian lesiones a nivel del prepucio.
Los veterinarios se inclinaban mas por la colecta seminal con vagina artificial, dado que
con la técnica de electro eyaculacion se corre el riesgo de una dilucion del semen por
sobreestimulo de las glandulas anexas o de que este se contamine la muestra de forma
accidental con orina. También se reduce la cantidad de extracciones por dia de uno a dos
mientras que con vagina artificial ser pueden realizar de tres a cinco diarias en carneros y
de dos a tres extracciones en cabros (Aisen, 2004; Pezzanite et al., 2009).

El andlisis del semen se utilizo para poder clasificar a los machos como

satisfactorios, sospechosos o insatisfactorios (Anexo 3).
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Con respecto al color del eyaculado, el ideal esperado es blanco con un aspecto que
varia de cremoso a un lechoso cremoso dependiendo de la concentracion espermatica, entre
mas denso o cremoso mayor concentracion (Baril et al., 1995; Aisen, 2004). Todas las
muestras se observaron de color normal a excepcion de una donde los dos primeros
eyaculados fueron de un color rosado y por ende descartados (Aisen, 2004). Otros dos
machos presentaron eyaculados con un aspecto translicido relacionado con baja
concentracion espermatica (Baril et al., 1995).

Los volimenes obtenidos oscilaron entre 0,5 ml a 1,7 ml, estando estos parametros
dentro de los valores normales (Pugh, 2002; Aisen, 2004). El macho que eyaculé el menor
volumen presentaba adherencias y calcificaciones en el parénquima testicular, lo cual
evidencia atrofia del parénquima y pérdida de la funcionalidad (Pugh, 2002; Pezzanite,
2009).

La motilidad se califico en una escala del uno a cinco, que se desglosa de la siguiente
manera: cinco con una motilidad entre el 100 % y 80 % (excepcionales), cuatro entre 80 %
y 60 % (satisfactorios), tres entre 60 % y 40 % (satisfactorios), dos entre 40% y 20 %
(sospechosos) y uno con motilidad menor al 20 % (insatisfactorio). Esta clasificacion es
muy facil de utilizar, sin embargo, algunos autores la consideran subjetiva (Sharkey et al.,
2001 y Arrigo et al., 2007). Durante esta practica, a los machos que fueron catalogados
como sospechosos, se les programd una reevaluacion 60 dias después, y los machos
insatisfactorios fueron descartados.

A los machos analizados en esta practica no se les realiz6 examen microscopico, a
pesar de ser una parte importante de un examen androldgico completo y en el cual se
incluyen pruebas como la concentracion espermatica, motilidad en masa microscopica,

motilidad individual, motilidad progresiva, vigor, y morfologia espermaética, aspectos que
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son de suma importancia para una correcta seleccion de reproductores (Pugh, 2002; Aisen,

2004 y Pezzanite et al., 2009).

3.3 Técnicas de reproduccion asistida (TRA)

Antes de realizar cualquier TRA es importante una buena seleccion de los animales
(Baril et al., 1995; Sharkey et al., 2001; Barcelo et al., 2007; Cueto et al., 2007; Leon, 2008;
Cueto y Gibbons, 2010). Se realizaron TRA en un total de 246 animales: 220 ovejas y 32
cabras, con las técnicas de IA (n=222), sincronizacion de celos (n=244), superovulaciones
(n=53), colectas y transferencias de embriones (n=45); en tres diferentes lugares de trabajo:
el Servicio de Clinica de la USP, VRA-USP en Pirassununga y en la Hacienda Campo

Verde.

3.3.1 Sincronizacion de celos
Las hembras escogidas para la sincronizacion fueron 244, con el fin de someterlas a
IA posteriormente. De estas 212 fueron ovejas y 32 cabras, de las cuales solo 91,5%

(n=194) ovejas y 87,5% (n=28) cabras presentaron celo (Cuadro 3).

Cuadro 3.Poblacion de ovicaprinos sincronizada segun el lugar de trabajo

Lugar de trabajo Ovejas Cabras
Sincronizadas Celo* Sincronizadas Celo*
Sitio Paraiso 8 6 8 4
USP-Pirassununga 14 13 18 18
USP-Sao Paulo 0 0 6 6
Campo verde 190 175
Total 212 194 32 28

*Todas las hembras que entraron en celo, fueron inseminadas durante la préactica.

En el Sitio Paraiso, no respetaron los tiempos de aplicacion de las hormonas y
ademas en las cabras se perdieron algunas de las esponjas intravaginales, por lo que varias

hembras no presentaron celos o no fueron muy evidentes (Aisen, 2004).
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Los protocolos empleados para la sincronizacion de los animales se basaron en

combinaciones hormonales, a pesar que suelen incrementar los costos de produccion

(Cuadro 4), debido a que permiten la intensificacion de la produccion (Baril et al., 1995;

Aisen, 2004). Esto se debi6 a las caracteristicas y necesidades de cada una de las

explotaciones, en la USP el énfasis era la investigacion y la docencia, mientras que en

Campo Verde era la produccion y venta de alta genética; por lo que se justifica el

incrementar el gasto con el fin de obtener mejores tasas de prefiez (Baril et al., 1995)

Cuadro 4. Comparacién entre prostaglandinas y progestagenos para la sincronizacion de celos en cabras y

ovejas
PROSTAGLANDINAS PROGESTAGENOS
Funcién Regresion del cuerpo luteo, Funcion principal es mantener la gestacion.
fisiol6gica desencadenando una fase folicular. Los progestdgenos simulan un cuerpo
luteo, inhibiendo la liberacion  de
gonadotropinas, durante el periodo que el
implante permanezca en el animal.
Epoca* Unicamente  durante la  estacibn En estacion reproductiva o durante el
reproductiva anestro estacional
Uso Caprinos: dos inyecciones con un Caprinos: de 17 a 21 dias con el

intervalo de 11 a 14 dias. Induciendo celo
24 a 72 horas de la segunda aplicacion.

Ovinos: dos inyecciones con un intervalo
de 11 a 12 dias. Aunque intervalos de 7

dias dan buenos resultados.

tratamiento largo y de 10 a 12 con el corto
(en conjunto con prostaglandinas).
Ovinos: 12 dias fuera del periodo sexual.

14 dias dentro de este.

Particularidades

Es abortiva

Puede favorecer infecciones bacterianas, o

perderse el dispositivo.

*Epoca del ciclo en donde se puede utilizar el hormonal.
(Cordova-lzquierdo et al., 2008, Schatten y Constantinescu, 2007, aisen, 2004 y Baril et al., 1995

Los dos grupos de farmacos mas utilizados para esta finalidad en pequefios rumiantes

son: las prostaglandinas y los progestdgenos (Schatten y Constastinescu, 2007; Aisen,

31



2004; Baril et al., 1995). Las diferencias entre estos farmacos y su aplicacion se pueden ver
en el Cuadro 4, donde es facil ver que se complementan.

Con respecto a la deteccion de celos, en 216 hembras se realiz6 por medio de machos
marcadores vasectomizados (Baril et al., 1995; Aisen, 2004) con una proporcion de un
macho por cada 20 hembras (Sharkey et al, 2001; Cueto et al., 2007) En seis hembras se
realizaron IA a tiempo fijo. La literatura encontrada recomienda el uso del efecto macho
para mejorar las tasas de las sincronizaciones (Baril et al., 1995; Sharkey et al, 2001; Aisen,
2004; Cueto et al., 2007)

3.3.2 Inseminacion artificial

Se realizaron IA en un total de 28 cabras y 194 ovejas, que presentaron celo con las
sincronizaciones realizadas como se puede observar en el Cuadro 3.

En la Figura 19 podemos observar el nivel de penetracion conseguido en cabras
durante las IA; en esta especie se pudo lograr una penetracion CP e inclusive IU en la
mayoria de los animales (n=20). Esto se debid sobre todo a sus particularidades anatémicas
(Aisen 2004; Gordon, 1997), lo que incrementa la probabilidad de obtener altas tasas de

prefiez (Baril et al., 1995; Cueto et al., 2007)
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Figura 19. Profundidad conseguida en cabras durante las IA.
(CS: cervical superficial, CM: cervical media, CP: cervical profunda, 1U: intrauterina)
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Estas técnicas se escogieron por dar buenos porcentajes de prefiez y no ser tan
exigente en cuanto a materiales y costos, como las técnicas laparoscopicas. La sujecion de
los animales utilizada y la descripcion del procedimiento corresponden con las técnicas
descritas por la literatura (Baril et al., 1995; Cueto et al., 2007; Cordova-Izquierdo et al.,
2008).

Por otro lado, en ovejas se realizaron tres diferentes técnicas, la exocervical con
retraccion del cérvix en una unica hembra de manera demostrativa, pues se considera una
técnica poco efectiva, dolorosa y que inclusive puede causar infecciones vaginales por la
manipulacion del cérvix (Cérdova-lzquierdo et al., 2008 y Fonseca-Matos, 2009). La
técnica intracervical se practicd en 18 hembras, con semen fresco, de forma similar a la
descrita en los manuales IA del INTA (2007) o las descritas por Aisen, (2004). Y la técnica
IU por via laparoscopica fue realizada en 177 ovejas; siendo esta Ultima con la que se
obtienen las mejores tasas de prefiez, y con menores concentraciones espermaticas, como se
explica en el Cuadro 5 (Gordon, 1997; Aisen, 2004; Cueto y Gibbons 2007; Cordova-

Izquierdo et al., 2008).

Cuadro 5. Comparacion entre las técnicas de IA utilizadas en ovejas

Técnicas de 1A

Sitio de depdsito Vaginal: Exocervical: Intracervical: Intrauterina:
del semen transcervical 0
laparoscopica.

Efectividad Baja casi Baja Media (60 -80 %). Alta por via
nula. laparoscopica*.
Manejo del semen Fresco Fresco Fresco, refrigerado o
congelado
Concentraciones 300x10° (150 -100)x10° (40 -50)x10° y (80 —
espermaticas (CE) espermatozoides espermatozoides 150)x10°

*La técnica transcervical por disposicion anatomica de la oveja no es tan efectiva. Se reporta en algunos casos mayor
facilidad a la hora de atravesar el cérvix en celos naturales.
(Aisen, 2004; Cueto y Gibbons, 2007; Cueto, et al.,2007; Gordon, 1997)
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3.3.3 Superovulacion y transferencia de embriones
Las hembras escogidas para la superovulacion fueron 53 (50 ovejas y 3 cabras), las
cuales fueron inseminadas y posteriormente sometidas a colecta de embriones. Esta colecta

fue exitosa en 88% (n=44) ovejas y 33% (n=1) cabras, como se puede observar en el

Cuadro 6.
Cuadro 6. Poblacion de hembras superovuladas vs colectadas segln el lugar de trabajo.
Lugar de trabajo Ovejas Cabras
Superovuladas Colectadas Superovuladas Colectadas

Sitio Paraiso 3 1 1 0
USP-Pirassununga 2 1 2 1
Campo Verde 65 52 0 0

Total 70 54 3 1

En campo verde el protocolo fue de 14 dias y en sitio paraiso y UPS fue de 12 dias

En la literatura encontrada se reporta mayor éxito en cabras con el uso de protocolos
de 10 (Aisen, 2004) u 11 dias en cabras (Cueto y Gibbons, 2010) y 14 dias en ovejas (Ledn
et al., 2008; Aisen, 2004). En ocho hembras en Campo Verde se utiliz6 dosis decrecientes
de eCG (que tiene efecto LH/FSH), en vez de extractos pituitarios de FSH (Folltroprin®)
que puede dar como resultado foliculos anovulatorios y dan resultados inferiores (Leon et
al., 2008; Pliego, 2005; Baril, et al., 1995).

En VRA-USP se llevaron las hembras a monta natural; es recomendado en estos
casos que el macho se mantenga con las hembras desde la extraccién de las esponjas
(Aisen, 2004), sin embargo, en la préctica esto no se realiz6. Por su parte en Campo Verde
siempre se realizaron IA a tiempo fijo por medio de laparoscopia 12 horas después de la
deteccion de celo, de la misma manera descrita anteriormente; fue en esta finca donde se
obtuvieron los mejores resultados y donde el proceso ya esta mas estandarizado.

Los embriones encontrados fueron clasificados en las cuatro categorias recomendadas

por la literatura (uno=excelente; dos=bueno, tres=regular y cuatro=malo), utilizando
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criterios como la integridad de la zona pelucida, esfericidad, grado de desarrollo
embrionario y claridad de las células (Cueto y Gibbons, 2010; Leo6n et al., 2008; Aisen,
2004; Baril et al., 1995; Forcada [s.f.]). A la hora de la siembra de embriones, estos fueron
transferidos de dos en dos.

Se colectaron un total de 795 embriones en 54 hembras ovinas, en promedio 14
embriones por donadora, lo cual es alto segln los datos reportados en la literatura, que varia
desde cinco segln Aisen (2004), 10 segln Schatten y Constantinescu (2007) y 13 segln
Bari y Colaboradores (2001). De estos embriones 51% (n=403) se clasificaron como de
excelente calidad, 35% (n=278) embriones de buena calidad y 14% (n=114) embriones de
mala calidad. En la cabra colectada se recuperaron 7 embriones, 28,5% (n=2) de excelente
calidad, 43% (n=3) de buena y 28,5% (n=2) mala calidad.

El procedimiento vario ligeramente dependiendo del grupo de trabajo, pero ambos
fueron congruentes con lo reportado (Cueto y Gibbons, 2010; Ledn et al., 2008; Aisen,
2004; Gordon, 1997; Baril et al, 1995). La mayor diferencia entre los dos lugares de trabajo
fue el uso del laparoscopio en Campo Verde lo que se conoce como técnica mixta, en la
cual se puede verificar la respuesta superovulatoria, antes de realizar una laparotomia;
también permite reducir las secuelas de la manipulacion, lo que da una rapida y exitosa
recuperacion reduciendo las adherencias (Aisen, 2004). Asimismo, se demostré una menor
pérdida de los conceptos con el uso de la sonda Foley (Cueto y Gibbons, 2010) en la
bifurcacion uterina para la coleccion de los embriones de la Hacienda Campo Verde; esto al
comparar el nimero de foliculos ovulatorios observados en las hembras con los embriones
colectados.

El mayor reto de la TE radica en la superovulacion de las donadoras, debido a la gran

variabilidad en los resultados obtenidos incluso con aplicacion del mismo tratamiento
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(Gordon, 1997; Barcel6 et al., 2007; Aisen, 2004), su éxito se basa en la eleccion de las
donadoras (Ledn el at., 2008) y se ha demostrado resultados exitosos en la repeticion de
estos tratamientos (Cdrdova-lzquierdo et al., 2008). Esto se pudo constatar en el historial de
los registros de Campo Verde.

3.3.4 Aspiracion folicular

Esta técnica se realiz6 en una hembra ovina que estaba destinada a matadero, de la
que se logro colectar 14 oocitos. Ademas se colectaron oocitos con otras dos técnicas: por
lavado uterino en una hembra caprina se obtuvo 12 oocitos y por rallado de la superficie
ovarica, realizado con ovarios de matadero, se recuperaron 19 oocitos.

La técnica de LOPU utilizada en esta practica fue congruente con la descrito por la
literatura (Traldi, 2009; Cérdova-lzquierdo et al., 2008). Su uso se restringe debido a lo
traumatico del procedimiento, a hembras descarte, ya que se provocan adherencias en la
superficie del ovario; sin embargo, las calidades de los oocitos obtenidos por aspiracion son
mejores que las obtenidas por las otras dos técnicas (Schatten y Constantinescu, 2007;
Cordova-Izquierdo et al., 2008; Traldi, 2009).

Todos los oocitos se clasificaron en cuatro categorias. Uno: aquellos con ooplasma
homogéneo y cumulo compacto de cuatro a cinco capas celulares (n=9); dos: los que
presentaron un ooplasma homogéneo pero solamente dos o tres capas de cumulo (n=15);
tres: los que presentan un ooplasma irregular y un cumulo ligeramente ampliado (n=13)
oocitos y cuatro: oocitos desnudos con ooplasmas irregulares (n=8) (Schatten y

Constastinescu, 2007).
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4  CONCLUSIONES

1. Esta préactica permitid el fortalecimiento de conocimientos teoricos y el desarrollo
de habilidades manuales en procedimientos de mejoramiento genético como IA,
MOET y LOPU en pequefios rumiantes, de acuerdo con las particularidades de
diferentes fincas y formas de manejo reproductivo.

2. Se desarroll6 mayor destreza en el manejo del US, con miras a reducir el tiempo de
manipulacion para la interpretacion de imagenes ultrasonograficas tanto para el
diagnédstico de gestacion, como para la evaluacién de la ecografia ovérica y
testicular en ovicaprinos.

3. Se logro la realizacion de muchas horas de practica y adquisicion de conocimientos
sobre manejo productivo diario, incluyendo manejo de animales enfermos, recorte
de cascos, cirugias, manejo reproductivo de diferentes tipos de produccion intensiva
de ovinos y caprinos, entre otros.

4. Esta pasantia permitié ver el manejo intensivo de explotaciones ovicaprinas en

Brasil, el cual es muy diferente al de Costa Rica.
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5 RECOMENDACIONES
1. La diferenciacion de hatos de pie de cria y de produccion observada durante la
practica en Brasil, es algo que se deberia emular en Costa Rica, ya que esto permite
un mejor manejo y mejores practicas reproductivas segun la finalidad de la finca.
2. También se recomienda antes de iniciar los protocolos de TRA garantizarse un buen
manejo del hato, pues son técnicas que encarecen los costos de produccion y que
requieren un buen estatus sanitario y reproductivo antes de iniciar con estos

protocolos.
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ANEXO 1

Hoja de horas cumplidas y calificaciones obtenidas.

UNIVERSIDADE DE SAO PAULO @

FACULDADE DE MEDICINA VETERINARIA E ZOOTECNIA

DEPARTAMENTO DE REPRODUCAO ANIMAL | -~ r

CERTIFICADO

Certifico que a académica NATALIA SAENZ AGUILAR, graduanda do Curso de Medicina Veterindria da Facultad
de Ciencias de La Salud, Escuela de Medicina Veterinaria, Universidad Nacional de Costa Rica, realizou estagio
Curricular no Centro de Biotecnologia em Reproducio Animal do Departamento de Reproducdo Animal da
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de Sdo Paulo, drea de Biotecnologia da Reprodugio
Animal, no periodo de 05 de setembro de 2011 a 07 de outubro de 2011, perfazendo 232 horas-estigio, com
freqiiéncia regulamentar nos dias letivos, sob minha orientagao.

Pirassununga, 30 de janeiro de 2012.
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Profa. Dra. Anneliese de Souza Traldi
entadora do Estigio

Av. Dugue ce Caxiss - Norte, 235 Fone | Pax: <35 15 35654060
Firassununga/S® - Bras| +55 19 3565-4235
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UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

FACULDADE DE MEDICINA VETERINARIA E ZOOTECNIA

AVALIACAO E FREQUENCIA DO ESTAGIARIO

Nome do Aluno: NATALIA SAENZ AGUILAR

Periodo do Estagio: 01/11/2011 a 30/11/2011

Local do Estagio: Clinica de Bovinos e Pequenos Ruminantes
Nome do Orientador: Prof. Dr. Fernando José Benesi

1.1. Aspectos Técnicos Profissionais | NOTAS
A. Rendimento no estagio: qualidade, rapidez, precisao com as quais executa as|, 4 ;;)
tarefas. ~

8. Nivel de conhecimento teérico e pratico: conhecimentos demonstrados no a0
cumprimento do programa de estagio, tendo em vista sua escolaridade. W\

C._Organizacdo e método no trabalho: uso de mefos racionals visando melhorar a | -
organizacao para o bom desenvolvimento do trabalho ‘-4 ] O

D. Iniciativa - Independéncia; capacidade de procurar novas solugdes dentro dos )? -
padroes adequados. )

E. Aprimoramento: iniciativa em consultar livros e revistas técnicas visando ampliar a n
seus _conhecimentos. 4 J U
Média (M1)= ( a+b+c+d+e):5

9,0

1.2. Aspectos Humanos NOTAS
A. Assiduidade e pontualidade:constancia e pontualidade no cumprimento dos

horarios e dias de trabalho. i
B. Disciplina:facilidade em aceitar e seguir instrucoes de supeériores ¢ acatar

regulamentos e normas. 10,0
C. Sociabilidade e desembaraco: facilidade e espontaneidade com que age frente a|
| pessoas, fatos e situscdes. 'lQU

D. Cooperacdo: atuagao junto a outras pessoas no sentido de contribuir para o alcance !

de um objetivo comum, influéncia positiva no grupo. ,C,Q

E. Responsabilidade e conduta etica: capacidade de culdar e responder pelas|

atribuicoes, materials, equipamentos e bens da instituicdo, que Ihe sdo conflados @]

durante o estagio. Comportamento sob o ponto de vista ético.

Média (M2)= (a+b+ce+d+e):5 ‘1
VI

ia Final (M1)+(M2):2
hapt prig o

{ o) 2 G 3 O S0 At etk
5 e 9] Al
=21
Data: (/427404 : -
> mmg.
CRMV-§P o IM
Av. Prof. Dr. Cdando Marques de Paiva, 87 Fone { Fax +55 11 30911287
Cidade Universitana "Armando de Salles Oliveira” +55 11 3001-1288
S&o Paulo - SP — Brasd - 05508-270 +55-11-3091-1283
(S — . e =
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ANEXO 2

Examen androlégico completo realizado en la Hacienda Campo Verde.

| CERTIFICADO DE EXAME ANDROLOGICO

IDENTIFICACAD

Animal: Tatusg=m: FEB-:
Raga: Especie Ovina Masc:
Propistaric: Mario A. de Castro
Propiedade: Dormper Campo Ve Cidade: Jaring
EXAME CLUMNICD
Prepucio f Penis | Balsa Excrotal :
Cordao Expermatico:
Perimetro Excrotal:
Testiculos  |Direito  |Exguerde | Epididimos Direito |Ezguerda
Consistencia Simetria
Mobilidade Sensibilidade
Simetria Mabilidade
ESPERMOGRAMA
Metodo de Colheita: Libido:
CARACTERISTICAS FISICO - QUIMICAS
Violume: i} Aspecto:
Motilidade: %) Vigor:
Concetracdo: % 10° § ml| Turbilh&a:
CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS

Defeitos Menores

Defeitos Maiores

Cabegs solta normialk:

Cabega estrita na base:

Cabega pequena normial

Cabega piriforme:

Cabegs gifante:

Contormo amonmal:

Incergzo abaxial:

Coloregzo anormal:

Insergao obliqua

Cabeca isolada

Insercio retro-axial

Cabera dupla:

Cauda enrolada Gota Proximal:
Cauda dobrada: Fratura de pecs intermediaria
Gota citoplasmatica distal: Pseudozota de peca intermediaria:
Outros: Cauda dobrada ou fortements
Cauds dobrada con gota:
Cauds enrolada na cabega:
Formas duplas
Outros:
Observacio: Dats de realizacio:
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ANEXO 3

Examen reproductivo de los machos

Examen macroscopico de los 6rganos us Analisis macroscopico del semen
Identificacion ! " Clasificacion
Observaciones en escroto Observagones en Observacion en Testiculo Glandulas Color/aspecto Volumen Ph
testiculo pene y glande (ml)
1-OV-SP Sin alteracién Consitg;;?atenso- Sin alteracién Sin alteracién Se encontraron Cremoso 1,7 6,5 Satisfactorio
. ) . ek Parénquima testicular
2-0V-SP Suciedad adherida al pelo, por el Consistencia elastica, Sin alteracién hipoecoico en testiculo Se encontraron Lechoso 1.2 7 Sospechoso
largo escrotal temperatura aumentada derecho
3-0V-SP Sin alteracién Conmztgr;(t:ilsatenso- Sin alteracion Sin alteracion Se encontraron Cremoso 15 6,7 Satisfactorio
. " Consistencia elastica, . " Parénquima testicular .
4-0V-SP Sin alteracién temperatura aumentada Sin alteracién ligeramente hipoecoico Se encontraron Translucido 1 6 Sospechoso
5-OV-USP/PI Sin alteracién Consmtgnqa tenso- Sin alteracién Sin alteracién No se Lechoso 1.2 6,7 Satisfactorio
elastica encontraron
6-OV-USP/PI Sin alteracién Conms;;r;tt:ifatenso- Sin alteracién Sin alteracién Se encontraron Cremoso 1 6,5 Satisfactorio
AV Asimetria testicular (izq de mayor Consistencia tenso- Lesion a nivel del Escasa vascularizacién en . .
7-OV-USP/PI tamafio que el derecho) clastica glande modo dopler Se encontraron Lechoso 1 7 Satisfactorio
. . Consistencia tenso- . " . " No se Cremoso
8-OV-USP/PI Lesiones en piel clastica Sin alteracién Sin alteracién encontraron ligeramente rosado 1,5 7 Sospechoso
9-OV-USP/PI Sin alteracién Consmtgnqa fenso- Sin alteracién Sin alteracién No s& Lechoso 14 6,7 Satisfactorio
elastica encontraron
10-OV-USP/PI Sin alteracion Consistencia tensa, Sin alteracion Sin alteracion Se encontraron Lechoso 1 72 Satisfactorio
caliente al tacto
11-OV-USP/PI Sin alteracién Con5|setgr:t:i|caatenso- Sin alteracién Sin alteracién Se encontraron Cremoso 14 6,7 Satisfactorio
12-OV-USP/PI Sin alteracién Consiﬁgﬁfatenso' Sin alteracién Sin alteracién Se encontraron Cremoso 1,1 6,7 Satisfactorio
13-CA-USP/PI Adherencias en polo caudal Consistencia dura Sin alteracion CaI’C|ﬂca)C|ones en el Se encontraron Translucido 0,5 7 Insatisfactorio
parénquima testicular
14- CA-USP/PI Sin alteracion Consistencia tenso- Sin alteracion Sin alteracion No se Cremoso 13 72 Satisfactorio
elastica encontraron
15- CA-USP/PI Sin alteracién Conms;gr;zgtenso- Sin alteracion Sin alteracion Se encontraron Lechoso 15 6,7 Satisfactorio
16- CA-USP/PI Sin alteracion Consistencia tenso- Sin alteracion Sin alteracion No se Cremoso 1 65 Satisfactorio
elastica encontraron
17-CA-USP/SA Asimetria testlcular (izg=redondo / Masa de 2cm en testiculo Sin alteracion Quiste h|poe00|lco con pared Se encontraron Lechoso 12 65 Satisfactorio
derecho=ovalado) derecho definida
18-CA-USP-SA Sin alteracién Consitg;;fatenso- Sin alteracion Sin alteracion Se encontraron Cremoso 15 6,7 Satisfactorio
19-CA-USP-SA Sin alteracién Consistencia tenso- Lesion a nivel de Sin alteracién Se encontraron Cremoso 1 6,2 Satisfactorio

elastica

prepucio
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