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Anélisis de perfusion sanguinea del cuerpo lateo vs viabilidad embrionaria en vacas
donadoras de ganado de carne

Lohana Fernandez Montero

Resumen. La perfusion sanguinea es definida como la diferencia en flujo sanguineo al pasar
por un tejido. Esta medida porcentual calculada a través de un ultrasonido con el método
Power Doppler al cuerpo Iuteo de las vacas posee una relacion directa con el volumen de
progesterona (P4). Siendo esta hormona la responsable de establecer y mantener la prefiez
también es un componente que afecta el comportamiento de los embriones. La viabilidad
embrionaria es un factor poco predecible y variante en la superovulacion de vacas de ganado
de carne. Debido a ello, el estudio pretende reconocer una correlacion entre viabilidad
embrionaria en una superovulacion y la perfusion sanguinea de un cuerpo luteo. El
procedimiento se llevd a cabo en la clinica de transferencia de embriones Ovagenix™ en
Texas, el cual consistio en realizar un ultrasonido al cuerpo luteo de las vacas para
determinar el flujo sanguineo con el programa ImageJ Software, a priori del protocolo de
superovulacién. Se compar6 el dato sanguineo con el nimero de embriones totales, viables
y la relacion entre ambos. Perfusion sanguinea vs numero total de embriones no mostrd
correlacion (r=-0.06154; P = 0.8209), tampoco viabilidad embrionaria (r= -0.04619; P =
0.8651), ni la relacion entre ambos factores vs flujo sanguineo (r=-0.00218; P =0.9936).
Estableciendo que la perfusion sanguinea del cuerpo liteo tomada antes del protocolo de
superovulacién, no es factor determinante relacionado a la viabilidad embrionaria al
momento del lavado y no debe ser utilizado como toma de decisiones para someter una vaca
al protocolo de superovulacion.

Palabras clave: Flujo sanguineo, ImageJSoftware, Power Doppler, superovulacién.

Abstract. Blood perfusion is defined as the difference of blood flow occurred inside a
tissue. This percentage measured through an ultrasound performed with the Power Doppler
mode to the corpus luteum of the cows, has a direct relation with the volume of progesterone
(P4). This hormone is the one responsible for stablishing and maintaining pregnancy, and
for being an aspect that affects embryo behavior. Embryo viability is an unpredictable and
variable factor within the superovulation of beef cows. For this reason, the study aims to
recognize a correlation between embryonic viability in a superovulation and the blood
perfusion of a corpus luteum. The procedure was carried out in the embryo transfer clinic
Ovagenix™ in Texas, which consisted of performing an ultrasound to the corpus luteum of
the cows to determine blood flow with the program ImageJ Software, a priori of the
superovulation protocol. The blood flow data was compared with the number of total and
viable embryos, and with the relation between both. Blood perfusion vs total number of
embryo showed no correlation (r= -0.06154; P = 0.8209), neither embryo viability (r= -
0.04619; P = 0.8651), nor the relation between both variable vs blood flow (r=-0.00218; P
=0.9936). Establishing that the blood perfusion of the corpus luteum taken before the
superovulation protocol is not, a determining factor related to embryonic viability at the
flushing day and should not be use as a decision making to undergo a cow through the
protocol.

Key words: Blood flow, ImageJ Software, Power Doppler, superovulation.
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1. INTRODUCCION

Tecnologias reproductivas tales como la Inseminacion Artificial (I1A) y la Transferencia de
Embriones (TE) han sido establecidas mundialmente debido a su efectividad al momento
de optimizar, no solo aspectos reproductivos, también genéticos de ganado lechero y de
carne (Colazo y Mapletoft 2007). El uso de tecnologias embrionicas es una herramienta
para mejorar la genética de una especie gracias a la accesibilidad que esta provee para el
estudio de la transgénesis y el genotipo (Galli et al. 2003) y la manipulacion de genes
deseables. La IA permite el acceso global a genes encontrados dentro del semen
(Vishwanath 2003). La utilizacion del semen deseado, una correcta manera de inseminacion
y la transferencia de embriones, permite el mejoramiento de la ventana entre partos, asi
como de intervalos generacionales mas rapidos (Marshall y Minyard 2002).

Durante las Gltimas cuatro décadas la expansion de la TE ha desarrollado mas estudios
(Betteridge 2003). A pesar de que en afios anteriores la TE fue vista como una manera de
obtener ganado de carne “exotico” (Hasler 2003), hoy en dia este aspecto no ha sido
mayormente permutado, tomando como referencia al ganado “exdtico” como ganado de
alta genética y no su antigua version considerada como ganado de otros continentes.
Obtener tales estandares de genética en un gran numero de progenies al mismo tiempo, ha
sido el principal objetivo de esta tecnologia (Youngs 2007).

El éxito en una transferencia de embriones reside en técnicos previamente capacitados en
las bases tecnoldgicas implicadas en este protocolo, tales como sincronizacién, 1A y
superovulaciéon (Selk 1992). EI promedio de produccion de embriones por cada vaca
donadora después de la superovulacion es de seis embriones (Seidel y Seidel 1991; Barros
y Nogueira 2001), sin embargo, el 20% de las vacas que emprenden este procedimiento no
llegan a producir embriones viables (Hasler 2004). Adicionalmente, la viabilidad de los
embriones resultantes no siempre son los requeridos para un trasplante exitoso, por ello,
encontrar una manera productiva para incrementar este nimero es imperativa.

Estudios previos afirman que la stper ovulacion y la transferencia de embriones puede ser
afectada por la no fertilizacion, degeneracion, problemas fisiologicos de los érganos, el
foliculo (Armstrong 1993) o la cantidad de lavados repetitivos en una misma vaca (Bastidas
y Randel 1987). No obstante, investigaciones adicionales deben ser dirigidas a la
funcionalidad del Cuerpo Luteo (CL). La perfusion sanguinea tiene una correlacion directa
con la cantidad de progesterona (P4). Considerando que la P4 juega un rol crucial en la
mortalidad embrionaria temprana (Green et al. 2005), la perfusién sanguinea del CL deberia
poseer de igual manera un rol importante en este aspecto.



La perfusidn sanguinea es definida como la diferencia entre el volumen de sangre arterial y
venosa dentro de un mismo tejido (Schrope y Newhouse 1993). El estudio de este flujo esta
siendo usado ampliamente en distintas areas en el campo de la ciencia. En ganado de carne
y lechero, ejemplos como los siguientes pueden ser encontrados: el estudio del flujo
sanguineo en arterias fundamentales, el ciclo estral (Ford et al. 1979), tejidos (Briers 2001)
y aspectos relacionados a la prefiez como los foliculos y el CL (Acosta et al. 2003).

El CL es unade las glandulas primordiales responsable de la produccion de P4, una hormona
destacada por ser la responsable de establecer y mantener la prefiez (Schams y Berisha
2004). El CL bovino es caracteristico por desarrollar y someterse a multiples cambios
debido a la angiogénesis y vascularizacién en un periodo relativamente corto de tiempo (2-
3 dias) (Miyamoto et al. 2009). Tales alteraciones repentinas del foliculo preovulatorio
desarrollan un sistema capilar complejo dependiente de una alta cantidad de flujo sanguineo
constante para funcionar. Por esta razon, el CL es una de las glandulas del cuerpo que posee
la mayor cantidad de flujo sanguineo por unidad de masa (Skarzynski et al. 2013).
Adicionalmente, el estudio de este flujo sanguineo ha demostrado una correlacion positiva
para la determinacion de la fisiologia y concentraciones de P4 del CL (Luttgenau y Bollwein
2014). Por ejemplo, un mal funcionamiento del CL conducira en su mayoria a una mayor
mortalidad embrionaria (Thatcher et al. 1989) y complicaciones indeseables en el ciclo
estral (Ayalon 1978), ocurriendo una alteracion en las tasas de gestacion.

La ultrasonografia transrectal es un método utilizado para evaluar la teriogenologia
involucrada en animales como el ganado gracias a sus practicas no invasivas por el recto
(Rajamahendran et al. 1994). Su expansion e investigacion instigd a la invencién de la
ultrasonografia Doppler. Esta usa las diferencias en frecuencia originadas de la direccion e
intensidad del flujo sanguineo (efecto Doppler) para lograr medir la velocidad en un
volumen y area determinado (Matsui y Miyamoto 2009). Un método derivado de este
proceso es el Power Doppler, el cual facilita mayormente la investigacion, manejo y
perspectiva de los 6rganos y tejidos. Esta técnica permite mapear con distintos colores de
anaranjado la intensidad de la perfusion sanguinea concentrada en un area especifica
(Herzog et al. 2010). Estudios previos han demostrado que en relacion a las caracteristicas
de tamafio, formacion y vascularizacion encontrado en el CL, la ultrasonografia Power
Doppler es una fuente méas confiable y no invasiva para estimar la funcionalidad y medir la
perfusion sanguinea del mismo (Miyazaki et al. 1998; Acosta et al. 2003).

El desarrollo de estos métodos requiri6 inicialmente del puntaje mediante una evaluacién
visual. La evaluacion visual consta de técnicos previamente entrenados que asignan un
puntaje a las imagenes de los CL (Samper et al. 2007) frecuentemente en porcentajes.
Estudios concluyeron que la evaluacién visual y los analisis computacionales poseen
resultados estrechamente relacionados (Utt et al. 2009; Guimardes et al. 2015). Dichos
analisis fueron creados con el fin de erradicar el error humano al momento del puntaje. El
Instituto Nacional de la Salud (NIH) cre6 un software para el analisis de imagenes llamado
ImageJ (Schneider et al. 2012). Con su programacion el software es capaz de medir,
mediante la cuantificacion de los pixeles presentes en las imagenes Power Doppler tomadas
por medio de un ultrasonido en cada CL (Ginther y Utt 2004), la perfusion sanguinea.



Evaluar la existencia de una relacion directa entre el volumen de perfusion sanguinea
de un cuerpo lateo de referencia de una vaca donadora vs el porcentaje de embriones
viables obtenido de un lavado.

Determinar si la evaluacion de la perfusion sanguinea de un cuerpo luteo antes del
protocolo de superovulacion, es factor determinante para realizar o no una
superovulacién a una vaca donadora de ganado de carne.



2. MATERIALES Y METODOS

El experimento fue llevado a cabo durante los meses de febrero y marzo en las instalaciones
de Ovagenix™ en el Rancho Marble, lola, Texas, con una altitud de 90 msnm, un promedio
de temperatura de 19.4 °C y 1,043 mm de lluvia al afo.

Un total de 19 vacas fueron utilizadas, las cuales fueron separadas en dos grupos debido a
fechas de protocolos de sincronizacién establecidos por el calendario reproductivo de la
clinica. Todos los animales se encontraban bajo el mismo programa privado de nutricion
dirigido por el rancho Marble. EI primer grupo consistié de siete vacas pura raza Wagyu
las cuales comenzaron su proceso el 12 de febrero del 2018. El segundo grupo consistié de
10 vacas entre las razas Wagyu, Maine, Angus Rojo y Brangus Rojo las cuales comenzaron
su proceso el 25 de febrero del 2018.

Ambos grupos de vacas fueron sometidas al mismo método de sincronizacién para un celo
de referencia y luego a un protocolo de superovulacion.

Protocolo para Celo de Referencia (Figura 1). EI comienzo del protocolo para el celo de
referencia fue establecido como dia -16, asi mismo dando a conocer los dias restantes para
el inicio del protocolo de superovulacion. El dia -16 consisti6 en implantar un CIDR® (Eazi-
breed™ CIDR® insercion intravaginal de progesterona) junto con 2 mL de COMBO
(Progesterona-Estradiol 17p) a cada vaca equivalentes a 25 mg/mL de progesterona y 1.25
mg/mL de estradiol. Siete dias después de este proceso, en el dia -9, el CIDR® (Eazi-
breed™ CIDR® insercién intravaginal de progesterona) se removié y se aplicaron 5 mL de
la hormona luteolitica (Lutalyse® injection dinoprost tromethamine) equivalentes a 5 mg de
dinoprost trometamina/mL. En el dia -8, 1mL de estradiol (Estradiol 178 in oil Med Shop
Total Care, Inc.) se inyecto, considerado con una dosis de 1mg de estradiol por cada mL.
Seguidamente, en el dia -7 se observd el celo de referencia esperado en el transcurso del dia
en cada vaca.
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Figura 1.Linea de tiempo de protocolo para celo de referencia

Protocolo de Superovulacion (Figura 2). El dia 0 se define como el dia en que el protocolo
de superovulacién da inicio. Un CIDR® (Eazi-breed™ CIDR® insercion intravaginal de
progesterona) se introdujo en cada vaca a la misma vez que se les aplicé 2mL de COMBO
(progesterona-estradiol 173 Med Shop Total Care, Inc.) equivalentes a 25 mg/mL de
progesterona y 1.25 mg/mL de estradiol. En el dia 4 se les inyect6 una dosis de solucion de
hormona foliculo estimulante (FSH*) (Folltropin® dual pack) comenzando con la dosis mas
alta y descendiendo con el transcurso de los dias en la mafiana y en la tarde estimulando en
cada vaca el 100% de respuesta a la hormona. EI mismo procedimiento se efectu6 en el dia
5. Durante el dia 6 se inyectd de nuevo la FSH* (Folltropin® dual pack) junto con 2 mL de
Prostaglandina F2q (Estrumate®), introduciendo de esa manera una cantidad de 0.25 mg/mL
de cloprostenol tanto en la mafiana como en la tarde. En el dia 7 se removié el CIDR® (Eazi-
breed™ CIDR® insercion intravaginal de progesterona) y se administro la dltima dosis de
FSH* (Folltropin® dual pack) durante la mafiana. El dia 8 consisti6 en aplicar 2 mL de
GnRH (Hormona liberadora de gonadotropina) equivalentes a 43 mcg/mL de gonadorelina,
en la mafiana y se realizé la inseminacion artificial durante la tarde. EI mismo
procedimiento de inseminacion artificial se efectud en el dia 9 en la mafiana, finalizando
asi el proceso de reproduccion. En el dia 15, considerado el dia final, se llevo a cabo la
recoleccion de embriones de cada vaca donadora.

*Dosis de FSH (Folltropin® dual pack) varian en cada vaca deacuerdo a datos de
recolecciones de embriones previas (desempefio), raza y edad.



FSH am FSH + PGF2, am GnRH am Lavado de

FSH pm FSH + PGF2, pm Al pm Embriones

Dia 4 Dia 6 Dia 8 Dia 15

CIDR® -

[ e
& |
Dia 0 Dia 5 Dia 7 Dia 9 y
CIDR?® dentro + FSH am CIDR?® fuera + ATt
inyeccion COMBO FSH pm FSH am
Ultrasonido

Figura 2. Linea de tiempo de protocolo de superovulacion.

Un ultrasonido transrectal se realizé al dia O del protocolo de superovulacion (CIDR®
dentro), logrando asi examinar los ovarios y localizar el Cuerpo Luteo (CL). Utilizando el
modo Power Doppler para acceder a visualizar el flujo sanguineo del CL, tomando y
guardando dos imagenes por vaca para ser posteriormente analizadas.

En el dia 15 del protocolo de superovulacion, cada vaca se sometié a un procedimiento no
quirdrgico conocido como lavado. Un catéter de silicona (Bardia® foley catheter 5 mL
balloon) se introdujo dentro de la vagina de la vaca, pasando por la cérvix y llegando hasta
el cuerpo del Gtero mientras una palpacion por el recto se realizé para asegurar el proceso.
El catéter se adhiri6 a un set de tubos y a un filtro (SPT™ ez-way filter w/y long foley). Una
solucion de Lactato de Ringer (Vedco® veterinary lactated ringer’s injection, USP)
mezclada con otra solucion de albumina (ICPbio Reproduction™ albumin solution, 20%
w/v), se introdujeron dentro del cuerpo del Utero, permitiendo el lavado de los embriones
del interior del aparato reproductor de la vaca (cuernos uterinos) hacia el filtro, el cual se
llevo al laboratorio donde se lavé con una solucién de enjuague (Vigro® rinsing) especial
para el mantenimiento del embrion. Los embriones se identificaron segn su condicién (no
fertilizados, degenerados y viables) dentro de un 6 well dish (SPI™ 6 — well cluster dish);
el cual contenia una solucién que permite crear un ambiente ain mas estable para los
embriones (Vigro® holding plus). En este mismo paso los embriones viables fueron
separados Yy clasificados segun su grado y etapa.

Anélisis de Imagen. Se condujo un analisis computacional para medir la cantidad total de
perfusion sanguinea en un CL especifico, en porcentajes siendo 0% el nivel con menor
perfusion sanguinea y 100% con el mayor flujo sanguineo. El software utilizado fue ImageJ
(version 1.51w, US National Institutes of Health, Bethesda, MD) el cual utilizé un analisis
de pixeles de la imagen para lograr un puntaje computarizado segun el area del cuerpo Iuteo.
Para el estudio se utilizd un analisis de correlacion entre las variables porcentaje de
perfusion sanguinea del cuerpo luteo, ndmero total de embriones, ndmero total de
embriones viables y la relacion entre el nimero total de embriones de acuerdo al nimero
total de embriones viables. Para realizar el analisis estadistico se emple6 el método



estadistico “Statistical Analysis System” (SAS version 9.4® 2013) con un nivel de
significancia de P<0.05.



3. RESULTADOS Y DISCUSION

Flujo sanguineo (perfusidn sanguinea) vs nimero total de embriones.

La relacion entre flujo sanguineo del cuerpo luteo mediante un ultrasonido en el dia 0 (al
comienzo de la superovulacién) mostro una correlacion baja (r=-0.06154; P = 0.8209) con
el nimero de embriones totales encontrados al momento del lavado de los mismos al dia 15
del protocolo de superovulacién (Cuadro 1 y 2); (Figura 3). Estos resultados son
respaldados por estudios realizados por Breuel et al. (1991) en donde se detallan factores
mas importantes como lo son laraza y la edad en el efecto de respuesta en la superovulacion
que el estado del cuerpo luteo al inicio del protocolo de sincronizacion. De igual manera
Mojtaba et al. (1997) y Mapletoft et al. (2002a) recalcan estos factores, asi como la no
presencia de un foliculo dominante y factores extrinsecos como lo son: temporada,
ambiente y lactancia.

Cuadro 1. Datos recolectados en el lavado de embriones de los distintos grupos de vacas
donadoras Yy analisis de perfusidén sanguinea de las iméagenes de los cuerpos luteos con la
utilizacion del software ImageJ.

.- Perfusién # Total de # Total de
Caodigo . . i .

Fecha Sanguinea (%o) Embriones Embriones Viables
13/02 87X 43 19 11
13/02 44W 50 16 14
13/02 30w 38 11 11
13/02 59X 28 13 8
13/02 92X 56 7 3
13/02 1205 41 10 0
13/02 52W 50 6 6
28/03 71X 10 16 12
28/03 307Z 8 18 7
28/03 1924F 31 29 13
28/03 0261 23 8 7
28/03 33X 32 7 0
28/03 101X 44 29 9
28/03 12X 21 1 1
28/03 72X 50 3 3
28/03 BAILEY 27 2 2
Media 34.5 12.2 6.7




Cuadro 2. Datos de correlacién entre perfusion sanguinea en el cuerpo liteo vs nUmero
total de embriones, nimero total de embriones viables y nimero total de embriones de
acuerdo al nimero total de embriones viables.

Perfusion # Total de # Total de Embriones R
Sanguinea Embriones Viables
., r 1.00000 -0.06154 -0.04619 -0.00218
Perfusion
Sanguinea 0.8209 0.8651 0.9936

R= Relacion de perfusion sanguinea vs numero total de embriones de acuerdo al nimero
total de embriones viables

r= Correlacion

P= Probabilidad

Flujo sanguineo (perfusion sanguinea) vs nimero total de embriones viables.

La relacion entre flujo sanguineo del cuerpo liteo mediante un ultrasonido en el dia 0 (al
comienzo de la superovulacion) no mostréd correlacion (r= -0.04619; P = 0.8651) con el
numero de embriones viables encontrados al momento del lavado de los mismos al dia 15
del protocolo de superovulacién (Cuadro 2); (Figura 4). Estos resultados son respaldados
debido a estudios que reconocen mas la importancia del estado de los foliculos (ondas
foliculares); es decir, que no se encuentre un foliculo dominante al momento del inicio del
protocolo de superovulacién, que el estado del cuerpo liteo para aumentar el nimero de
embriones viables (Adams 1994; Singh et al. 2004). De igual modo, estudios realizados por
Folch et al. (2001) demostraron que en ovejas la aplicacion de progesterona exdgena ayuda
al mejoramiento en calidad de los embriones colectados. Mismos estudios realizados en
bovinos por Nasser et al. (2011) reafirman estos resultados. Sin embargo, estos detallan el
mejoramiento al utilizar la progesterona ya como método dentro del protocolo de
superovulacién y no reconocen algun efecto de esta hormona proveniente del cuerpo luteo
natural de la vaca antes del protocolo.
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Flujo sanguineo (perfusion sanguinea) vs nimero de embriones viables de acuerdo al
namero total de embriones.

La relacion entre flujo sanguineo del cuerpo luteo mediante un ultrasonido en el dia 0 (al
comienzo de la superovulacion) no mostro correlacion (r= -0.00218; P =0.9936) con el
namero de embriones viables de acuerdo al ndmero total de embriones encontrados al
momento del lavado de los mismos al dia 15 del protocolo de superovulacion (Cuadro 2);
(Figura 5). En la 18" conferencia cientifica de la Asociacién de Tecnologia Embrionaria
en Europa, Mapletoft et al. (2002b) recalcan sobre la variabilidad en efectividad y calidad
embrionaria comparada con el nimero total de embriones, en la cual exponen que no se
encuentran relaciones directas entre estos componentes. Dicha mencidn es respaldada por
factores como lo son los inherentes al animal y los expresados debido al medio ambiente
que los rodea y se encuentran relacionados al momento del protocolo de superovulacion
como tal y no antes del mismo como lo fue la toma de la perfusion sanguinea del cuerpo
luteo antes del proceso de superovulaciéon. Asi mismo, Baruselli et al. (2006) exponen
nuevamente que la relacion entre el nimero de embriones viables de acuerdo al nimero
total de embriones varia significativamente entre donadoras y no depende solo de un factor
como lo es la perfusion sanguinea del cuerpo luteo.
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Figura 5. Correlacion visual de las variables perfusidn sanguinea vs nimero total de
embriones viables de acuerdo al nimero total de embriones.
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4. CONCLUSIONES

La evaluacion de la perfusion sanguinea del cuerpo luteo de referencia al dia 7 siendo
este equivalente al dia 0 del protocolo de superovulacion, no es factor determinante para
predecir tanto el nimero de embriones totales como la viabilidad embrionaria al
momento de colectar los embriones en vacas donadoras de ganado de carne.

El porcentaje de perfusion sanguinea del dia en que inici6 el protocolo de

superovulacién no es un factor determinante para tener éxito al someter una vaca
donadora de ganado de carne al proceso de superovulacion para recolectar embriones.
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5. RECOMENDACIONES
Realizar futuros experimentos con un mayor numero de vacas donadoras de ganado de
carne para determinar si el nimero de vacas influye en los resultados del analisis.

Realizar otros estudios en los cuales se separen los animales segun raza, edad, lactantes
y no lactantes, para identificar posible correlacion entre estas variables.

Repetir el estudio en diferentes épocas del afio en donde las condiciones del tiempo no
estén alteradas por cambios dréasticos en el clima.
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