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RESUMEN

El objetivo de ésta experiencia fue evaluar el Elisa test para determinacion de progesterona, como un criterio
adicional en la seleccion de receptoras en el momento de la transferencia embrionaria, con la finalidad de
incrementar los indices de prefiez.

INTRODUCCION

La transferencia de embriones bovinos (sean frescos o congelados), como biotecnologia aplicada, reconoce
varias etapas que se inician con le hembra dadora y finaliza con las receptoras.

Durante los Gltimos afios se investiga con mayor énfasis la receptora y su influencia sobre el porcentaje de
prefiez, relacionandola con la raza, edad, estado sanitario, nivel nutricional y productivo (4, 9, 10, 11); por el
momento los resultados son contradictorios.

También debe establecerse un perfil endocrinolégico que asegure la potencial fertilidad de la receptora y el
establecimiento satisfactorio de una prefiez (12,13), por cuanto, luego de la transferencia, es decisivo un cuerpo
lateo (C.L.) funcional, que a su vez dependerd de las sefiales luteotroficas y antiluteoliticas del embridn.
AUln no esta definida la concentracion de progesterona (P4) necesaria para que un embridn sobreviva durante la
tercera semana post-implante; pero si se han demostrado fallas en la concepcién cuando la concentracion de P4 es
inferior a 1 ng/ml (12, 13, 14, 15,16).

Por otro lado numerosas publicaciones sefialan que los mayores indices de prefiez, se logran con
concentraciones de P4 que oscilan entre 2 y 5 ng/ml (13,14, 16, 18,19, 20, 21).

Este trabajo se propone establecer las siguientes relaciones:

¢ Niveles plasmaticos de P4 y porcentaje de prefiez.
¢ Concentracion de P4 y calidad del cuerpo luteo.
¢ Calidad del embrién, niveles plasmaticos de P4 y porcentaje de prefiez.

MATERIALES Y METODOS

Durante el afio 1986, en el Centro de Transferencia Embrionario "La Josefina", ubicado en San Antonio de
Areco (Buenos Aires), fueron destinadas 163 vaquillonas Holando Argentino, (cuyas edades y pesos oscilaron
entre 18 y 24 meses y 350 a 420 kg, respectivamente) a la transferencia de embriones congelados.

El programa de sincronizacién utilizado fue la doble aplicacion de Cloprostenol 500 ug. (analogo de la
prostaglandina F2 alfa), con un intervalo de 11 dias.

Entre las 48-96 horas después de la ultima inyeccién, presentaron celo manifiesto un total de 146 vaquillonas
(74,0%).

El dia de la transferencia las vaquillonas fueron sometidas a tacto rectal a los fines de evaluar:

a) presencia y tamafio del/los foliculo/s;
b) localizacién y calidad de cuerpo liteo. Para determinar la calidad del cuerpo lateo se establecié la siguiente
escala subjetiva:
1 6 muy bueno: 15 a 25 mm de diametro, con corona manifiesta.
2 6 bueno: 15 a 20 mm de diametro, sin corona manifiesta.
3 6 regular: menos de 15 mm de diametro, sin corona, con un foliculo en cualquiera de los ovarios.
4 6 malo: cuerpo lateo muy pequefio, acompafiado de un foliculo con un didmetro de 5 a 15 mm.

En base a esta escala se seleccionaron 111 animales (68,0%) con cuerpo liteo de tipo 1 6 2 para ser
transferidos quirdrgicamente (5). Antes de la misma se extrajeron dos muestras de sangre en tubos con heparina,
los cuales fueron centrifugados y el plasma resultante almacenado a -22 ° C hasta su procesado.

La concentracién de P4 fue determinada por enzimoinmunoensayo (Elisa) semicuantitativo (Ovucar) en los
rangos de 0,5; 1,0 y 5.0 ng/ml.
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Los embriones utilizados fueron clasificados, después de la descongelacion, en calidad 1 6 excelente y calidad
2 6 buena, segun técnica ya descripta (5,6).
Todas las vaquillonas transferidas se observaron dos veces al dia para determinar el intervalo de tiempo
transcurrido en retornar al celo, de aquellas que no quedaron prefiadas. Segun el mismo, el celo se clasificé como:
Fisiolégico: 18 a 23 dias
Prolongado: 24 a 36 dias
Extenso: mas de 37 dias
La prefiez fue diagnosticada por tacto rectal entre los dias 45 y 60 posteriores a la transferencia. En el analisis
estadistico se utilizo el Test X2 (Ji cuadrado).

RESULTADOS

Sobre un total de 111 receptoras seleccionadas y transferidas, 56 de ellas (50.45%) presentaron prefiez positiva
al tacto rectal.

Las receptoras fueron divididas en dos grupos, A y B, de acuerdo al anélisis de P4 plasmatica. El grupo A lo
constituyeron todos los animales cuyo plasma fue positivo a los patrones de 1 y 5 ng/ml. EI grupo B engloba a las
receptoras negativas a todos los patrones, o positivas a 0.5 ng/ml.

Segun Cuadro N° 1 dentro del grupo A, de las 78 vaquillonas (70.2%; 78/111) se obtuvo prefiez en 53 de ellas
(67.9%), mientras que para el grupo B, de 33 receptoras (29.7%; 33/111) so6lo resultan prefiados 3 animales
(9.09%). El porcentaje de prefiez entre ambos grupos, muestra diferencias altamente significativas (P<0.01).

El Cuadro N° 2 muestra el ordenamiento de las receptoras transferidas y los resultados de prefiez en funcidon de
los niveles de P4 plasmaticos.

Los porcentajes de prefiez para cada uno de los grupos fue: 0.0%, 14.3%, 66.6% y 69.0%. Las diferencias son
altamente significativas (P/,0.01) para cada uno de los niveles de P4.

El Cuadro N° 3 establece la relacién entre la calidad del cuerpo luteo, nivel plasméatico de P4 receptoras
transplantadas y prefiadas. Como puede observarse no hay diferencias significativas con el pardmetro calidad del
cuerpo luteo, pero si la hay con los niveles de P4 plasmaticos.

Ademas, se observaron las 25 receptoras del grupo P4 mayor a 1 ng/ml que no quedaron prefiadas; 17 de ellas
(68.0%) retornaron al celo en un periodo fisioldgico (18 a 23 dias); 5 (20%) tuvieron celo en un intervalo
prolongado (23 a 36 dias); mientras 3 receptoras (12%) manifestaron un intervalo Inter.-estrual post-transferencia
mayor de 37 dias, posiblemente debido a mortalidad embrionaria.

Como puede observarse en el Cuadro N° 4, no existe significacion estadistica entre la calidad del embrién
(excelente o bueno) y la prefiez lograda; pero vuelve a ser, significativa la prefiez versus el nivel plasmatico de la
progesterona.

Se analizé el grado de repetibilidad del Test Elisa, evaluando las muestras por radioinmunoensayo. El coeficiente
de correlacidn (r) fue 0.87 (22).

Los resultados de Hirako y col. (23) concluyen que el Elisa test para P4 plasmatico, posee la suficiente
sensibilidad y precision para ser usado "a campo"; con un coeficiente de correlacion con el radioinmunoandlisis
(R.1.A) de 0.97 (P<0.001).

CUADRO N° 1.- Relacién, Porcentaje de prefiez-nivel plasmatico de progesterona.

Concentracion de P4 plasmatica | N° receptoras Transferidas. (%) | N° receptoras Prefiadas
Grupo A (> 1ng /ml) 78 (70,2%) 53 (67.9%) 2
Grupo B (<1 ng/ml) 33 (29.8%) 3(9.09%) b
TOTAL 111 (100%) 56

a-b: letras diferentes indican diferencias significativas (P< 0.01)

CUADRO NP° 2.- Porcentajes de prefiez para cada concentracion de P4 plasmatica el dia de la transferencia.
Niveles de P4 plasmatica | N° de receptoras transferidas. (%) | N° de receptoras prefiadas (%)
Negativo 12 (10.8) 0 (0.0) a
Positivo a 0.5 ng/ml 21 (18.9) 3(14.3) b
Positivo a 1.0 ng/ml 36 (32.4) 24 (66.6) ¢
Positivo a 5.0 ng/ml 42 (37.8) 29 (69.0)d
TOTAL 111 (100) 56 (50.2)

a, b,c, d: letras diferentes indican diferencias significativas (P0.01)
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CUADRO N° 3.- Porcentajes de prefiez segun niveles plasmaticos de P4y
su relacion con la calidad del cuerpo luteo.

Calidad del Cuerpo Luteo | Concentracion de P4 | N° receptoras transferidas | N° de Prefiadas
1 mayor a 1 ng/ml 63 (80.7) 43 (68.2) a
2 mayor a 1 ng/ml 15 (19.3) 10 (66.6) a
TOTAL 78 (100) 53 (67.9) A

Calidad del Cuerpo Luteo | Concentracion de P4 | N° receptoras transferidas | N° de Prefiadas
1 mayor a 1 ng/ml 63 (80.7) 43 (68.2) a
2 mayor a 1 ng/ml 15 (19.3) 10 (66.6) a
TOTAL 78 (100) 53 (67.9) A

a,cy AC: letras diferentes indican diferencias significativas (P<0.01).

CUADRO N° 4 / Porcentaje de prefiez segtin calidad del embrién y nivel de P4 en receptoras

Calidad del embridn | N° de embriones Transferidos | Progesterona en receptoras | N° de Prefiadas

1 (excelente) 56 mayor a 1 ng/mi 43 (68.2) a
2 (bueno) 22 mayor a 1 ng/mi 10 (66.6) a
TOTAL 78 78 (100) 53 (67.9) A
Calidad del Cuerpo Luteo | Concentracion de P4 | N° receptoras transferidas | N° de Prefiadas

1 17 menor a 1 ng/ml 2(11.7)b

2 11 menor a 1 ng/ml 1 (66.6) b

TOTAL 28 3(10.7) B

a,b y AB: letras diferentes indican diferencias significativas (<P0.01)

COMENTARIO

El objetivo de ésta experiencia fue evaluar el Elisa test (P4) como un criterio adicional en la seleccion de
receptores al momento de la transferencia; con la idea de incrementar los indices de prefiez.

Los resultados obtenidos coinciden con otras publicaciones, donde los mejores indices de prefiez se logran en
aquellas receptoras que presenten niveles de P4 plasmatica entre 1y 5 ng/ml (13, 16, 18, 19, 22). En nuestro caso
llega al 67.9% (53/78).

La seleccion de una hembra receptora se rige, en primera instancia, por la observacion de un celo manifiesto
entre las 48 y 96 horas posteriores a la sincronizacion. Luego el diagnostico de un cuerpo lUteo, clasificandolo en
forma subjetiva, de acuerdo el tamafio, presencia de corona, elasticidad del tejido luteal, en sincronismo con el dia
del celo de referencia (20). Cualquier alteracion en estos pardmetros es suficiente para eliminar la receptora del
programa. Lamentablemente, ninguno de éstos criterios permite abrir juicio sobre la secrecion hormonal del
cuerpo luteo (Cuadro N° 3). No existe relacion entre la calidad subjetiva del cuerpo luteo y los niveles de P4, por
cuanto el 29.2% de receptores con cuerpo luteo-calidad 1, registraron concentracion de P4 inferior a 1 ng/ml, y el
31.8% de receptoras con calidad de cuerpo luteo 2 también registraron concentracién de P4 inferior a 1 ng/ml
(Cuadro N° 3).

El ritmo de secrecion de P4 por parte del cuerpo liteo es importante por cuanto permite que exista una
sincronizacion entre el medio intrauterino y el desarrollo del embrién (12,23). Un aumento prematuro de dicho
esteroide durante el metaestro iniciaria un asincronismo entre ambos, similar a la situacién que ocurre después de
la transferencia de un embrion a una receptora que presentara celo 2 a 3 dias antes que la donante (4,12, 24).

Es sabido que la sobrevivencia del embrion transferido es mayor cuando las concentraciones plasméticas de P4
en el 7° al 8° dia del ciclo son moderadas. Si bien no se conocen con exactitud los niveles minimos que aseguran
la viabilidad embrionaria, pueden considerarse adecuadas concentraciones de P4 entre los 2 y 5 ng/ml (12, 13, 14,
16, 18, 19, 20).

En éste estudio los porcentajes de prefiez fueron 67.9% y 9.09% para aquellas receptoras con niveles de P4
entre 1y 5 ng/ml, y menos de 1 ng/ml respectivamente (Cuadros N° 1y N° 2).

La bibliografia cita que con una concentracion de P4 menor a 2 ng/ml, los porcentajes de prefiez oscilan entre
el 8.3 al 35.3%, situacion que se presenta en un 21% a 24% de las receptoras (14,18, 19, 20); no estableciéndose
prefiez alguna con niveles inferiores a 1 ng/ml (16,22).

Esto corresponde con nuestros resultados (Cuadros N°1y N° 2).

Finalmente los niveles decisivamente altos (mas de 6.0 ng/ml) no presentan una correlacion positiva con el
establecimiento de la prefiez (12).
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Esto puede deberse a una errénea observacion del celo, especialmente cuando se maneja un gran nimero de
hembras sincronizadas.

La calidad de los embriones también influye sobre los indices de prefiez (2,3). No se establecieron diferencias
significativas entre aquellos embriones de calidad excelente y buena, siempre que fueran transferidos a receptoras
con P4 superiores a 1 ng/ml; pero si resultaron significativas para receptoras con P4 menores a 1 ng/ml (Cuadro
N° 4).

CONCLUSIONES

Reconocemos la utilidad de un test rapido para la determinacién de la concentracion de P4 en plasma el dia de
la transferencia, por cuanto:
a) permitiré la seleccidn de receptoras que brindaran mejores y mayores probabilidades de quedar prefiadas.
b) permitira la reutilizacion de receptoras en breve plazo, con niveles hormonales inadecuados (hasta 35%
sin esperar el retorno al celo o el diagnostico de vacuidad después de la transferencia.
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