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Resumen: La influencia del ITH, temperatura vestibular
vaginal y el estrés caldrico diurno fueron evaluados sobre los
resultados de la transferencia de embriones producidos in vitro
frescos o congelados en 160 hembras cruzadas tipo leche. Las
receptoras fueron sincronizadas con el esquema convencional
para IATF y la transferencia se realizé a tiempo fijo [46
receptoras recibieron embriones frescos producidos in vitro
(EPIVF) y 114 receptoras recibieron embriones producidos in
vitro congelados (EPIVC)]. El ambiental al momento de la
trasferencia de los embriones y en lo sucesivo fue tipificado por
psicrometrfa  (temperatura, humedad relativa ¢ indice
temperatura humedad para bovinos). El estrés calérico al
momento de la trasferencia de los embriones fue severo (ITH
de 82.92 + 2.84°C%). La transferencia de embriones EPIVC
resultd en 25.2% de prefeces y la transferencia con embriones
EPIVE, la prefiez fue 39.1%. Las temperaturas tegumentarias
(TT) y vaginal vestibular (TVV) no fueron diferentes segtin los
tipos de embridn y las categorfas de receptoras (p>.05). La TV
influyé sobre el indice de prefiez con embriones EPIVF y
EPIVC (P<.01). La falla gestacional aumenté a partir de la TV
de 39.5°C con los embriones frescos y congelados (p<.01). Los
embriones EPIVF presentaron un menor indice de gestacion
negativa a partir de la TV de 39.5°C; superando a los EPIVC
en -15.6%. Segun la relacién la TVV con las prefieces; debe
utilizarse EPIVF si la TVV 2 a 39.5°C y utilizar EPIVC si la
TVV es < a 39.0 °C para mejorar el indice de prefiez en el
tropico.
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Abstract: The influence of THI, vagina temperature and daily
heat stress were evaluated over the results of embryo transfers
and gestation in 160 cows from dairy crosses aged from 3 to 6
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years and classified as heifers, cows without calves and cows
with calves. All animals were synchronized with the
conventional scheme for FTAI and transfers were made at
fixed time. 46 recipients received fresh embryos produced in
vitro (FreEIVP) and 114 frozen embryos produced in vitro
(FroEIVP). The environment at time of embryo transfers was
typified by daily direct psychrometrics procedures (ambient
temperature, relative humidity and THIbovine) and also by
indirect psychrometric evaluation. Heat Stress at the moment
of embryo transfers was severe as THI was 82.92 + 2.84°C%,
which indicated all cow recipients were under daily heat stress.
A 25.2% pregnancy rate was achieved with FroEIVP and
39.1% with FreEIVP. Tegumentary (TT) and vaginal
temperatures (VVT) were not different in the recipients
according to type of embryos, neither between cow categories
(p>.05). The gestational failures increased from 39.5 °C
(P<.01) in fresh and frozen embryos. The VVT influence in
the pregnancy index in both types of embryos (p<.01). The
negative pregnancy index increased when VVT was 39.5°C in
fresh and frozen embryos (p<.01). The FreEIVP showed a
smaller negative pregnancy index when VVT was 39.5°C;
which -15.6% smaller than FroEIVP. FreEIVP should be used
when VVT

> to 39.5°C and FroEIVP when VVT < a 39.0 °C in order to
improve pregnancy index after embryos transfers in the tropic.

Keywords: Fresh embryos, frozen, heat stress.
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INTRODUCCION

La produccién in vitro de embriones a partir de ovocitos colectados por aspiracién folicular in vivo de
hembras bovinas en Panam4 ha alcanzado una gran popularidad en los tltimos anos y ha logrado un gran
impacto en la produccién de sementales. Panama es el tercer pais que mas ha producido y transferido
embriones por fertilizacién in vitro en Centroamérica; a pesar de que comenzé a implementarse hace apenas
15 afios (De Armas et al., 2019). No obstante, la disponibilidad de receptoras resulta una de las principales
limitantes en la extensién de esta biotecnologia reproductiva. En tal sentido la congelacién de embriones
puede mitigar esta dificultad, pero aun los resultados de gestaciéon que se han logrado con embriones
congelados producidos in vitro se consideran bajos (De Armas, 2020).

La viabilidad post transferencia de los embriones producidos in vitro y/o micromanipulados es
marcadamente inferior a la de los embriones producidos in vivo; cuyas diferencias se aumentan cuando los
embriones son criopreservados (Cutini et al., 2000; Guerra et al.,, 2012).

En la actualidad, el calentamiento global ha tenido un impacto en todo el mundo. La elevacién de la
temperatura ambiental, especialmente en verano, es un tema critico en la ganaderia e industria pecuaria. La
productividad del ganado también se ve afectada por el estrés por calor, especialmente en la época seca. Entre
los efectos se destacan: repercusiones en la fisiologia sistémica, la termorregulacién y reduccién en la
produccién de leche (Arauz et al., 2010), disminucién en la ingesta de materia seca, baja ganancia diaria y
deterioro de la fertilidad debido a las alteraciones endocrinas y reproductivas (Wolfenson et al., 2000;
Amundson et al., 2006; Liu et al., 2019).

Uno de los efectos mds importantes del estrés por calor en la ganaderia es la disminucién de la
reproduccion del ganado. Se ha publicado desde la década de 1990 que la tasa de prenez por inseminaciéon
artificial (IA) en el ganado lechero disminuye drdsticamente en los veranos (Garcfa- Ispierto et al., 2006;
Huang et al., 2009; De Rensis et al., 2017). Se considera que una de las principales razones de este efecto
adverso es la elevacion de la temperatura corporal, que altera las funciones ovaricas y uterinas; las cuales estdn
acompanadas de una elevada mortalidad embrionaria (Biggers et al., 1987; Dobson et al., 2001; Drost et al,,
1999; De Armas y Pérez, 2002).

La elevacién de la temperatura corporal materna afecta el establecimiento y desarrollo de la gestacion
debido a la disminucién del flujo sanguineo al tracto genital (Limesand et al., 2018), alteracién del perfil
secretor y circulante de las hormonas GnRH, FSH, LH, estrégenos y progesterona que controlan los procesos
reproductivos, la calidad de los ovocitos, el éxito de la fertilizacién y el desarrollo del embrién (Sakatani,
2017; Kasimanickam y Kasimanickam, 2021). Otros efectos adversos mds especificos relacionados con el
estrés caldrico son el deterioro de la maduracién de los ovocitos y la alteracion del desarrollo embrionario
temprano (Wolfenson et al., 2000; Hansen, 2007).

La técnica de producciéon de embriones in vitro permite cultivar artificialmente ovocitos y embriones y
evaluar en detalle el mecanismo de la muerte embrionaria temprana inducida por el estrés calérico. Por lo
tanto, se han realizado muchos estudios in vitro, a lo largo del periodo desde

la maduracién del ovocito hasta el desarrollo previo a la implantacién, imitando la temperatura corporal
materna en verano (Gendelman y Roth, 2012). Edwards et al., (2003) publicaron que se presentan pérdidas
embrionarias en las especies que estudiaron con una elevacién del umbral biotérmico de 2.0 a 2.5 °C por
encima del limite superior de la temperatura corporal normal.
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Teniendo en cuenta lo anteriormente planteado, el conocer el efecto de las temperaturas ambiente,
cutanea ¢ interna pudieran servir para tomar decisiones al momento de la transferencia de embriones
producidos in vitro y mas atn si estos han sido congelados. En Panama no se han desarrollado investigaciones
sobre el efecto que tiene la temperatura sobre la viabilidad post transferencia de embriones producidos in
vitro. Sin embargo, De Armas y Pérez (2002), encontraron que, en la transferencia de embriones producidos
in vivo por superovulacién, habia un efecto negativo de las altas temperaturas y la humedad, sobre los
resultados de la gestacién en las transferencias con embriones frescos y congelados.

Cupp, et al,, (2012); Inskeep y Dailey (2005) y (Krishnan et al., 2017) han reportado la influencia negativa
del estrés caldrico sobre los resultados de la IA y TE en condiciones climaticas diferentes al clima tropical;
incluyendo entornos ambientales subtropicales, templados y continentales. El clima es un factor que no se
puede cambiar (Ambrose et al., 1999; Lozano et al., 2010; Gokhale y Sharma, 2021), pero existen alternativas
estratégicas que permitirfan atenuar el estrés calérico, las cuales pueden ser investigadas y evaluadas para
mitigar el estrés calérico y sus efectos sobre la reproduccién bovina. En tal sentido, esta investigacion
relacionara el entorno microclimatico tropical y la biotermia de las receptoras a través de la temperatura
tegumentaria y vaginal vestibular con los resultados de la transferencia de embriones producidos in vitro
congelados y frescos sobre el éxito y fracaso de la gestacién como producto de la aplicacién de esta
biotecnologia reproductiva.

El objetivo del estudio fue relacionar la influencia de la temperatura vaginal vestibular y epidérmica sobre
los resultados de la gestacion a partir de la transferencia de embriones producidos in vitro congelados o
frescos en el marco de la tipificacién microambiental segtin la temperatura ambiental y el ITH al momento
de las transferencias de los embriones aplicando la estratificacién térmica corporal segtin el estres calérico en
la zona baja tropical.

MATERIAL Y METODOS

El presente estudio se desarrollé en una finca ganadera del area de Cantagallo, Distrito de Alanje, Provincia
de Chiriqui, Republica de Panamd, con la ubicacién georreferenciada de latitud 8.36667 y longitud -82.6167;
y coordenadas 8°24 15" "Ny 82°44'42"'O. El clima de esta region se define como tropical de sabana segun la
clasificacién de Képpen (Aguilar et al., 2016).

Las receptoras de embriones fueron hembras del cruce lechero (Holstein x Cebtt y Pardo Suizo x Cebu)
con edades de 3 a 6 afios y categorizadas en novillas, vacas sin terneros y vacas con terneros al pie. Todas
fueron sincronizadas con dispositivos intravaginales liberadores de progesterona (DIV de 1g P4) + Benzoato
de estradiol IM (2mg BE2) en el dia cero y retiro de los dispositivos en el dia 8 con el acompafiamiento de las
aplicaciones IM de 0.5 mg de Cipionato de estradiol (CE2)

+ 500pg de Cloprostenol (PGF2a sintética) y 333 UI de Gonadotropina coridnica equina (eCG). La

transferencia de embriones se realizé a tiempo fijo nueve dias después de retirar el dispositivo intravaginal
por medio no quirtrgico. El resultado de la transferencia de embriones fue diagnosticado por ecografia con
un escidner Mi-A015D y un transductor lineal transrectal con una frecuencia de 2.5 a 12 MHz. De las 160
hembras receptoras, 46 recibieron embriones frescos producidos in vitro (PIVF) y 114 recibieron embriones
producidos in vitro congelados (PIVC). El proceso de la congelacién fue el mismo para todos los embriones y
la descongelacion se realizd 10 segundos en aire y 30 segundos en agua a 35°C.
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En informacién de las transferencias se registr6 la fecha, hora y mediciones de la temperatura ambiental,
tegumentaria (en el ijar izquierdo) ¢ intravaginal (vestibulo vaginal) con un termémetro infrarrojo (Berrcom,
Modelo: JXB-178). El periodo de transferencias se desarrollé durante 12 meses. El diagnéstico de la gestacion
se practicé a los 38 dias posteriores a la transferencia de embriones (45 dias post fertilizacién) por ecograffa
transrectal.

El entorno microambiental calérico contemplé la valoracién psicrométrica de la fase diurna antes, durante
y después de la trasferencia de los embriones; la cual incluyé la psicrometria directa en el drea experimental
(Curtis, 1983, Dikmen y Hansen, 2009) y la psicrometria indirecta diurna por asistencia satelital para Alanje,
Distrito de Alanje, Reptiblica de Panama, Centro América; en los siguientes 45 dias después de la
transferencia de los embriones (World Weather online, 2023). La valoracién del complejo calérico ambiental
destacé la condicién térmica e hidrica antes de la trasferencia de los embriones dado que la termorregulaciéon
y la sobrecarga calérica de los homeotermos se encuentran modulada por la mayor presién calérica diurnay a
su vez, ésta representa la zona de mayor estrés sistémico urogenital a lo largo de la subfase circadiana diurna
para definir el biorritmo biotérmico prevalente en los bovinos (Arauz et al., 2010). En la subfase diurna
ocurre el mayor grado de estres calérico; donde se comprometen los procesos inherentes para el implante de
los embriones (Putney et al., 1989; Sakatani, 2017) , reconocimiento de la prefiez (Lépez et al., 2008; Maltes,
2011), mantenimiento del cuerpo liteo funcional (Rosenberg et al., 1977; Thatcher et al., 1995), produccién
de prostaglandinas PGs (Iwazawa y Acosta, 2013) mantenimiento y nutricién del embrién (Taverné et al,
2002), supervivencia embrionaria (Edwards et al., 2003; Tovio et al., 2020) y desarrollo de la gestacién
exitosa (Wolfenson et al., 2000; West, 2003; Lozano et al., 2010).

Indicadores psicrométricos y biotérmicos

La tipificacién térmica ambiental se realizé por psicrometria directa (Curtis, 1983; Dickmen y Hansen,
2009) e indirecta por asistencia satelital por geoposicionamiento para el corregimiento de Canta Gallo,
Distrito de Alanje. La temperatura ambiental de bulbo seco, humedad relativa, radiacién solar, entalpia y
presion de vapor de agua se utilizaron como descriptores del microambiente para la subfase diurna circadiana
por su relacién con la definicién el estrés calérico. EI ITH para bovinos se determiné segin la regresiéon
multiple ITHbovinos = (0.8 x Tdb) + [(RH/100)

x (Tdb — 14.4)] + 46.4 segiin Dickmen y Hansen (2009) y se generd el ITHDajustado por radiacién solar
y velocidad del viento (Mader et al., 2006).

Andlisis estadistico

El entorno ambiental de la finca segiin temperatura ambiental de bulbo seco, la humedad relativa y el
ITHbovinos e ITH que tipificaron el entorno calérico de los animales momentos antes de la trasferencia de
los embriones fueron estructurados segun los tipos de embriones (congelados y frescos), la categoria de las
receptoras (novillas, vacas sin terneros y vacas con terneros) y segtin el resultado de la gestacién (positiva y
negativa) fueron sometidos a un andlisis de variacion auxiliar para identificar las diferencias estadisticas en el
acondicionamiento térmico y calérico ambiental y para generar la media térmica ambiental pre trasferencia
embrionaria en cada una de las 12 clases por tipo de embrién, categoria de la receptora y resultado de la
gestacion.



REVISTA INVESTIGACIONES AGROPECUARIAS, 2023, VOL. 6, NUM. 1, DiIcIEMBRE-MAYO, / ISSN-E: 2644-3856

Los indicadores térmicos del animal (temperatura tegumentaria y vaginal vestibular) fueron registrados
por receptora, fecha de la transferencia, tipo de embrién (fresco o congelado), categoria de la receptora y
resultados de la transferencia. La matriz de datos fue comprimida y levantada en una hoja de Excel que fue
configurada en la matriz por secuencia ldgica integral para los andlisis estadisticos en el programa SAS (2004).
Los resultados de las trasferencias de embriones por ecografia positivos o negativos fueron analizados segtin la
prueba de Fisher Modificada mediante el arreglo factorial no paramétrico a través de la tabla de contingencia
A2 x B2 siendo A los tipos de embriones (Al embriones PIVF y A2 embriones PIVC) y B los resultados del
diagnéstico de la gestacion (B1: positivo y B2: negativo) y la significancia fue entre 1% (P<.01) y 5% (<.05).

El indice de éxito o fracaso de la gestacién fue proyectada a través de las clases por temperatura vaginal
vestibular estandarizada con intervalos térmicos cada 0.5°C a partir de la zona térmica tipica generada segin
el procedimiento estadistico estandarizado (Gill 1978) a través de la rutina univariada de SAS (2004) descrita
por Herrera y Barreras (2001). Este procedimiento permiti6 generar la tendencia polinémica para describir la
trayectoria en el eje biotérmico por regresion polinémica (Herrera y Barreras, 2001). Se aplicé el andlisis de
correlacion entre los indicadores psicrométricos y biotérmicos de las receptoras, en paralelo con los resultados
de las trasferencias segun el anélisis no paramétrico de Fisher modificado. Todos los analisis estadisticos
fueron realizados con el Programa SAS (2004).

RESULTADOS Y DISCUSION

Entorno térmico ambiental, I'TH y estrés calérico potencial para las receptoras

El entorno térmico ambiental segiin el ITH fue homogéneo para las tres categorias de receptoras por
estado reproductivo (novillas, vacas sin ternero y vacas con ternero) y tipos de embriones (congelados y
frescos). El entorno térmico ambiental fue tipificado con énfasis en el indice de temperatura ambiental y
humedad relativa para bovinos (ITHbovinos); ya que la sensibilidad calérica en los rumiantes es més efectiva
(Dikmen y Hansen, 2009).

EIITH del entorno animal antes de la transferencia de los embriones sostuvo su magnitud e intensidad del
estrés caldrico potencial para todas receptoras de los embriones como marco referencial. El estrés calérico
potencial para los animales trasferidos fue garantizado de acuerdo con la temperatura ambiental y el indice
ITH detectado antes de la transferencia de los embriones (Tabla 1). El grado de tensién calérica ambiental
fue muy severo y estuvo girando alrededor de un

ITH de 82.92 + 2.84; lo cual contrasta con el valor méximo termoneutral de 72 °C% (Mader et al., 2006;
Dikmen y Hansen, 2009), lo cual indic6 que todas las receptoras de embriones estuvieron bajo la misma
intensidad del estrés calérico tropical a través del periodo del estudio.

El entorno microambiental previo a la transferencia de los embriones marcé una temperatura ambiental de
30.48 + 0.75 °C, lo que signific que la carga térmica ambiental sobre las receptoras fue consistente y tensiva.
Cuando se combin la temperatura ambiental con la humedad relativa se generé el ITH promedio de 83.5 +
1.4 °C% con una variacién de 1.68%. En consecuencia, el grado de estrés calérico fue el mismo para todas las
categorfas de animales (Tabla 1). En términos bioldgicos, reproductivos y microecosistémicos, ninguna
categoria de las receptoras tuvo acceso a un entorno ambiental termoneutral segiin los registros individuales y
el ITH para los bovinos (Mader et al., 2006; Dikmen y Hansen 2009), ya que el rango de estrés caldrico
potencial estuvo entre 81y 87 (Tabla 1).

Tabla 1



REINALDO DE ArMAS, EDIL E. ARAUZ, INFLUENCIA DEL ITHY LA TEMPERATUR A VAGINAL SOBRE EL INDICE ...

Medias de la Temperatura ambiental y del ITHbovinos del entorno para las receptoras antes de la transferencia de
los embriones en el medio microclimético de bajura tropical en Canta Gallo, Distrito de Alanje, Provincia de

Chiriqui.
RESULTADO
TIPO DE CATEGORIA DE TemperaturaAmbil [ITHBOVINO
EMBRION | REPRODUCTIVA |LAGESTACIO ente(°C) S°C%
N

Embriones novillas negativas 299+ 1.7 82.4+28
Congelados novillas positivas 304+1.9 83.5+3.3
Transferidos vacas sin terneros negativas 30.1+1.4 814+3.6
(ECT) vacas sin terneros positivas 30.6+ 1.6 83.7£25
vaca con ternero negativas 30.8 + 1.6 83.3+1.9
vaca con ternero positivas 31.6+1.2 85.1+1.2
Embriones novillas negativas 30.6+£0.8 84.1+0.3
Transferidos novillas positivas 30.8 +£0.7 843+ 1.3
Frescos vacas sin terneros negativas 30.6+ 1.0 842+ 1.7
(ETF) vacas sin terneros positivas 31.7+0.2 86.1+1.9
vaca con ternero negativas 29.1+1.9 81.6+3.0
vaca con ternero positivas 29.6+£2.7 823 +4.4

Condicidn térmica de las hembras receptoras de embriones

La temperatura epidérmica o exotegumentaria estd influenciada por los elementos atmosféricos como la
temperatura ambiental por encima de 25 °C y por humedad relativa al superar el 40% (West, 2003); mientras
que la temperatura vaginal es mds sostenida y correlacionada con la temperatura del térmico en los
homeotermos (Fraser et al., 1993). Los valores criticos para el ITH en bovinos presentan un minimo de 64,
medio 72 y maximo 76 °C% segin Igono et al,, (1992). En nuestro estudio, el ITH fue 82.92 + 2.84;
evidenciando la presencia potencial del estrés caldrico efectivo para los bovinos, ya que el limite inferior
alcanzé un ITH de 80.1 °C% que representa un reto termoregulatorio en el ganado bovino.

Para reconocer la influencia del entorno ambiental sobre el ganado bovino deben medirse los valores
térmicos y respiratorios en termoneutralidad y bajo aquellas condiciones que promuevan las alteraciones
termorregulatorias. Fraser et al., (1993) indicaron que el ganado bovino debe tener una temperatura rectal
entre 37.5 y 38.6 °C en condiciones de termoneutralidad, aunque en propedéutica veterinaria se utiliza el
rango de 38.5 a 39.0 °C (Elizondo, 1998); mientras que Robles et al., (2014) senala que 37.7 2 39.0 °C es lo
normal.

El estado calérico corporal de las receptoras segun las temperaturas tegumentaria y la temperatura vaginal
vestibular no mostraron diferencias estadisticas (p>.05) en ninguna de las doce categorias estructuradas para
detectar la tipificacién biotérmica sectorial segin la técnica de Gill (1978). Se ratifica que el entorno
ambiental y el grado de estrés calérico no fueron diferentes entre los 12 grupos de las receptoras y por ende su
carga calérica corporal en base a la temperatura vaginal vestibular evidencié que todos los animales estuvieron
sometidos a los mismos factores promotores del estres caldrico, pero también tuvieron las mismas
oportunidades termoliticas para alcanzar el balance calérico positivo hasta el desarrollo de la hipertermia
diurna sostenida al momento de la trasferencia de los embriones.
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Se ratific6 que el entorno microclimético, térmico e higrométrico fue igual para todas las receptoras antes
de la transferencia y por ende las temperaturas tegumentaria y vaginal fueron homogéneas entre las categorias
por tipo de embridn transferido, categorias reproductivas y resultados de la trasterencia embrionaria al variar
entre 1.59% en la temperatura tegumentaria en el hijar izquierdo y 1.85% en la temperatura vaginal vestibular

(Tabla 2).

Tabla2

Anilisis de varianza auxiliar para la temperatura epidérmica y temperatura vaginal vestibular en las hembras
bovinas receptoras antes de la transferencia de embriones.

Cuadrado medioy Cuadrado medioy
Fuentes de variacion GL |significanciaTemperatura significancia
Tegumentaria TemperaturaVaginal
Tipo de Embrion (A) 1 0.00173809 NS 1.83785525 NS
Categoria Animal (B) 2 0.85640979 NS 0.42841318 NS
A*B 2 0.94106867 NS 0.58567374 NS
Resultado de la Prefiez (C) 1 0.02037915 NS 0.33546657 NS
A*C 1 0.02896805 NS 0.98169215 NS
B*C 2 0.83861433 NS 0.14345964 NS
A*B*C 2 0.85364503 NS 0.52667255 NS
Residuo 148 0.34214325 NS 0.52618466 NS
R2 0.1539 0.1218
CV% 1.589 1.849
Media Estandar 36.80 39.21
Error Estidndar de la Media 0.58 0.73

A (transferencia de embriones congelados (ECT) y embriones frescos (EFT)

B (categorias de las receptoras: novillas, vacas secas y vacas con ternero)

C (resultado de la transferencia del embrién: negativo o positivo)

NS No existe diferencias estadisticas significativas (P>.05

La temperatura tegumentaria estuvo 2.5 a 3 °C por arriba de la TT normal ya que oscil6 entre 36.4 y 37.1
°C; mientras que la TVV present6 en promedio entre +0.2 a + 1.0 °C sobre los valores fisioldgicos descritos
por Fraser et al,, (1993); evidenciando la sobrecarga caldrica e hipertermia diurna sostenida (Tabla 3). Esto
confirma que todas las receptoras pasaron por el estrés caldrico entre ligero a severo; ubicandose en la zona de
riesgos para el logro de la gestacién y el indice de preniez. Todos los procesos endocrinos y citoldgicos que
acompanan el desarrollo embrionario, reconocimiento embrionario, desarrollo y mantenimiento del cuerpo
lateo y la implantacién son eventos criticos para alcanzar la meta reproductiva integral y el éxito de la
gestacion (Hansen, 2007; Diskin y Morris, 2008; Iwazawa y Acosta, 2013); en especial, cuando utilizamos
técnicas biotecnoldgicas como la transferencia de embriones (Putney et al., 1989; De Armas et al.,, 2019). Las
condiciones microambientales y microecosistemicas para la produccién bovina tropical incluyen la presencia
del estrés calérico diurno efectivo en diversas altitudes (Aratz et al., 2010); en cuyo caso, los indices de
produccién y la coloracién del pelaje contribuyen para generar la sobrecarga calérica corporal diurna y la
definicion de la hipertermia diurna sostenida (Arauz, 2017).
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Tabla 3

Medias de la Temperatura Tegumentaria y temperatura vaginal vestibular de las receptoras clasificadas segiin el tipo de
embridn transferido, la categoria reproductiva y el resultado de la gestacion.

RESULTADO
TIPODE | CATEGORIA DE Temperatura [TemperaturaVag
EMBRIONREPRODUCTIVA|LAGESTACIO| Tegumentaria(°C) inal(°C)
N
Embriones novillas negativas 36.6+0.8 39.3+0.8
Congelados novillas positivas 36.7 + 0.4 39.3+04
vacas secas negativas 36.8+0.8 39.2+0.7
vacas secas positivas 36.8+0.8 39.1+£09
vaca con ternero negativas 37.1+0.5 39.4+0.8
vaca con ternero positivas 37.1+0.7 39.8+ 0.4
Embriones novillas negativas 36.9+0.3 38.8+0.8
Frescos novillas positivas 364+ 1.2 38.8+0.6
vacas secas negativas 36.9+0.9 39.6 + 0.4
vacas secas positivas 364+0.1 38.9+0.1
vaca con ternero negativas 36.7+ 1.0 39.2+0.6
vaca con ternero positivas 37.8+0.3 38.7+0.6

Para interpretar nuestros resultados debemos reconocer que uno de los eventos mds importantes en el
logro de una gestacion, es el reconocimiento materno de la prefiez entre los 15 y 17 dias que se da gracias a la
intervencién del interferén tau (INTF-t) como indican Thatcher et al,, (1995). Esta proteina mantiene la
morfologfa y funcionamiento del CL; determinando la liberacidn de la progesterona (P4), lo suficiente para
que se pueda mantener la prefiez (Thatcher et al, 1995 y Lenis et al, 2010). Para evitar la pérdida
embrionaria, se debe establecer una conexién entre el embrién y el ambiente materno; ya que el embrién
generard el INTF-t que bloqueard la prostaglandina F2a (PGF2a), evitando asi la regresién del CL (Thatcher
et al,, 1995, Hansen et al., 1999). Una inadecuada comunicacién entre el endometrio y el INTF-t, causarfa
importantes pérdidas embrionarias ya que los picos de PGF2« inducen la luteolisis (Olivera et al., 2007). La
liberacién

de receptores de oxitocina y estrogenos hacen que el INTEF-t sea secretado en mayor proporcidn justo antes
del contacto embrién-madre cuando empieza la preimplantacion (Tithof et al., 2007; Lépez et al., 2008).

Segin Tovid et al (2020), las pérdidas embrionarias (25 al 40 %) son dificiles de diagnosticar ya que en la
mayoria de los casos el retorno al celo es entre 20 a 22 dias, manifestando un comportamiento estral regular,
lo que se supone que las pérdidas se originaron entre los dias 7 y 17; correspondiente entre el transplante
embrionario y el reconocimiento materno de la prefez. El establecimiento de la prefiez presenta un “periodo
critico” definido entre los dias 15 y 17; ya que la biologia reproductiva durante este periodo es multifactorial
y compleja. Una de las posibilidades, es que el endometrio podria recibir una sefal antiluteolitica deficiente
para ejercer el bloqueo del mecanismo de sintesis y liberacién de PGF2« endometrial.
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Las alteraciones en el cuerpo luteo son las causas més discutidas sobre pérdidas o mortalidad embrionaria
en bovinos, encontrandose un acortamiento de la vida media del CL o una produccién subnormal de
progesterona (P4); comprometiendo el reconocimiento de la prefiez (Thatcher et al., 2001; Maltes, 2011).
Sin embargo, esta no es la tnica causa determinante de la mortalidad embrionaria, ya que hay otros factores
involucrados; como el estrés calérico en particular (Wolfenson et al., 2000; Sakatani, 2017).

Resultados de la Gestacidn segun la Transferencia de embriones frescos o congelados

Del total de embriones transferidos (160), se lograron 47 prefieces que correspondieron a un indice de
prenez de 29.4%. Un total de 114 trasferencias de embriones producidos in vitro eran congelados (PIVC) y
46 de embriones fueron frescos (PIVF); alcanzdndose un 25.2 y 39.1% en gestacion respectivamente. Los
resultados de la gestacién logrados en las transferencias de embriones PIVF fueron ligeramente inferiores a los
publicados previamente por nuestro grupo (De Armas et al, 2019), 39.1 vs 45.4% e inferiores a los
alcanzados por otros investigadores (Taverné et al., 2002, Demetrio et al., 2020, Ferré et al., 2020), quienes
obtuvieron resultados alrededor del 50% o superiores. Motivados por esta disminucién en nuestros indices de
gestacion, se realizé la presente investigacion, dada la gran importancia que posee el estrés calérico sobre la
reproduccion y més atin en las dreas tropicales como se ha senalado anteriormente en nuestro trabajo.

Influencia de la temperatura Vaginal Vestibular sobre el resultado de la gestacién al transferir embriones
congelados y frescos

La carga calérica sectorial del tracto genital en las receptoras segin la Temperatura Vaginal vestibular
(TVV) influyé de manera curvo lineal sobre el resultado negativo de gestacidn, verificada a los 38 dias
después de la transferencia (45 dias de la fertilizacién); tanto en los embriones congelados como en los
frescos. El rango biotérmico vaginal vestibular critico para el resultado gestacional negativo fue entre 39.0 y
39.5 °C; indicando que entre 37.5 y 39.5 °C, la tendencia de las fallas gestacionales aumentaron
exponencialmente al utilizar ambos tipos de embriones. Sin embargo, después del limite superior de la TVV
critica de 39.5 °C; los EPIVF presentaron un menor indice de gestaciéon negativa; superando los embriones
PIVF alos EPIVC en -15.55% para un diferencial en la TVV entre 39.5 y 41.0 °C. El aumento de 1.5 °C en la
TVV

incrementd la falla gestacional en la trasferencia de EPIVC a razén de 10.37% por cada 1 °C estandarizado

de aumento en la TVV a partir de 39.5 °C (Tabla 4; Figura 1).

Tabla 4

Distribucion de las receptoras cruzadas Bos taurus x Bos indicus con diagndstico gestacional negativo a los 35 dias después de
la trasferencia de embriones congelados o frescos bajo estrés caldrico tropical.

Proporcidn de receptoras con diagnésticode preiez  Diferencial entre embriones

negativo (%) partiendode los frescos
TV (°C) Congelados Frescos Diferencial (%)
37.5 1.05 3.22 +2.17
38.0 5.26 9.68 +4.42
38.5 9.47 9.68 +0.21
39.0 11.58 22.58 +11.00
39.5 32.63 35.48 +2.85
40.0 25.26 16.13 -9.13
40.5 11.58 3.22 -8.36

41.0 3.16 0 -3.16
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Figura 1
Tendencia de la ocurrencia en la falla gestacional al utilizar embriones congelados y frescos segiin la temperatura vaginal
vestibular en receproras cruzadas Holstein x Cebii y Pardo Suizo x Cebil bajo estrés caldrico en el trdpico hiimedo de bajura.

Estos resultados sugieren que si las hembras receptoras presentan una TVV superior a 39.5 °C, deberén ser
transferidas con embriones frescos ya que ocurre una menor falla en los procesos que determinan el
establecimiento de la gestacién detectable a los 45 d del desarrollo embrionario bajo estrés calérico diurno. Es
de considerar, que estos resultados se generan cuando ya el bovino ha recibido un reto termoregulatorio de
+0.9 2 +1.0 °C partiendo de la temperatura maxima normotérmica de 38.6 °C (Fraser et al., 1993); donde el
estado de hipertermia fue sostenido con el acompanamiento de un ITH diurno entre moderado a severo.

En estudios realizados por Rosenberg et al., (1977), se evidencia que, en condiciones de estrés calérico, la
funcién del cuerpo lateo sufre alteraciones y se reduce la produccién de P4, lo que conllevaria a la muerte
embrionaria. La mortalidad embrionaria se ha visto aumentada en zonas tropicales después de la exposicion
de la madre a temperaturas ambientales elevadas, lo que ocasiona un incremento de la temperatura uterina,
un aumento de la produccién de prostaglandinas en el ttero y la interaccion de la PGF2e con la oxitocina en
el entorno endometrial uterino. Los efectos causados por el estrés térmico sobre el embrién joven no son
aparentes sino hasta las fases finales de su desarrollo, evidencidndose esto en embriones sometidos a
temperaturas altas in vitro, los cuales se afectan, pero contintian su desarrollo para posteriormente morir
durante la etapa de la implantacién.
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Se ha indicado que el estrés calérico causado entre los dias 8 y 17 de la prefez alteran el ambiente uterino y
reduce en un 72% la secreciéon de INTF-t, lo cual repercute negativamente sobre el mantenimiento del
cuerpo luteo y consecuentemente afecta la viabilidad del embrién. El entorno ambiental segin el ITH diurno
con la tipificacién del estrés calérico de moderado a severo representa un reto calérico y termoregulatorio que
modifica la temperatura corporal y determina la hipertermia sostenida durante la fase circadiana diurna. Por
ende, se desarrolla el efecto térmico vectorial tipo domino a partir del entorno ambiental calérico y éste a su
vez determina la hipertermia diurna sostenida; ya que el balance calérico positivo distorsiona la temperatura
corporal y el perfil homeotermico durante el dia.

El anilisis psicrométrico diurno evidencié que durante todo el periodo en que se realizaron las trasferencias
de embriones se mantuvo la posibilidad de un ITH entre 79 y 84 °C% hasta las 6 p.m.; el cual presenté un
estrés calérico potencial de moderado a severo antes de las transferencias de los embriones, pero también en
resto de las horas diurnas.

La mortalidad embrionaria temprana sucede desde el 8vo hasta el 24vo dia de la gestacién y la mortalidad
tardia se produce a partir del dia 25 hasta el dia 45 de la gestacién. Con el interés de dar un porcentaje de
pérdidas durante estos periodos; Dunne et al., (2000), indicaron que las pérdidas en los primeros 14 dias de
gestacion alcanzan el 30%. Entre los dias 14 y 19 ocurre el reconocimiento de la prefiez y se pierden del 5 al
10% de las gestaciones, del dia 18 al 28 otros 5 al 10% y del 30 al 45 nuevamente entre 5 al 10%, periodo en el
cual empieza la formacién de la placenta, de acuerdo con Bon Durant (2007) y Diskin y Morris (2008).

Se ha comprobado que los animales cebuinos (Bos indicus), son més resistentes y regulan mejor la
temperatura, ya que poseen mas glandulas sudoriparas, son menos productivos y su piel es mas extensa en
comparacioén con el ganado europeo (Berbigier, 1988). Por ¢jemplo, el estudio que realizé Herndndez et al,
(2004), donde compararon las razas Bos indicas o sus cruces planted que

la ventaja integral es la adaptacién a las altas temperaturas; habiendo desarrollado la tolerancia al estrés
calérico; minimizando el impacto del golpe calérico y reduciendo la incidencia de la muerte embrionaria.
Basados en estas afirmaciones, es que seleccionamos las receptoras en nuestro experimento (Bos taurus X Bos
indicus); aunque también reflejaron la susceptibilidad a la mortalidad embrionaria frente al estrés calérico a
pesar de la influencia cebuina (Figuras 2 y 3).

Como respuesta a este problema, Putney et al, (1989) y Rutledge (2001) recomendaron realizar
trasferencias de embriones (TE) y no aplicar montas naturales (MN) o inseminaciones artificiales (IA) en la
estacién de verano debido a la mayor incidencia del estrés calérico; donde la TE tiene ventajas. Esta estrategia
es ventajosa porque los embriones se trasfieren al 7mo dia y para este momento ya ha transcurrido el periodo
de mayor susceptibilidad al estrés calérico y en consecuencia, se reduce la muerte embrionaria porcentual. Sin
embargo, en el presente estudio se observé que la proporcion de preneces negativas aumenté en los embriones
congelados y frescos a medida que aumenté la temperatura vaginal vestibular entre los 37.5 y 39.5 °C (Figuras
2y 3); destacando una tendencia exponencial en ambos tipos de embriones transferidos.
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Figura 2
Trayectoria del diagndstico de la gestacion negativa posterior a la transferencia de embriones congelados por debajo del
punto critico biotérmico vaginal en hembras bovinas cruzadas Holstein x Cebii y Pardo Suizo x Cebil bajo estrés caldrico
tropical.

El incremento de la TV entre 37.5 y 39.5°C estuvo asociado con el aumento en el nimero de receptoras
con un diagndstico negativo de la prefiez de indole exponencial (R2 = 0.9188, P<.01); cuyo aumento
ascendié desde 1.05% a 37.5 °C hasta 32.63% a los 39.5 °C de TV, cuando se utilizaron EPIVC ( 2). El uso de
los EPIVC en receptoras con una TV entre 37.5 y 39.5°C mostrdé una tendencia exponencial y aumento
desde 3.22% hasta 35.48% (Figura 3). Esta ventaja relativa a favor de los embriones congelados, cambio
después de alcanzarse una temperatura vaginal de

39.5 hasta los 41.0 °C. De acuerdo con los estudios de Enright et al., (2000) y Fair et al., (2001),

los EPIV son inferiores en términos de capacidad para resistir la crioconservacién en comparacién con los
cigotos producidos in vivo.

El dafo por estrés térmico después de la transferencia, podria ser la causa de una baja tasa de concepcioén en
blastocistos sometidos a la crioconservacion tal y como se encontré en nuestro trabajo. Ello también
concuerda con Vasques et al. (1995), quienes sugirieron que el estrés por calor después de la transferencia de
embriones crioconservados retras6 la funcion trofobléstica, lo que condujo a la muerte del embrién. Este
informe estuvo de acuerdo con el resultado de que los blastocistos congelados y descongelados transferidos a
receptoras expuestas al calor mostraron una expresion més baja de INTF-t (Sakatani 2017).

Krishnan et al., (2017) indicé que las pérdidas maximas de preneces debido al estrés por calor ocurren
durante el periodo embrionario temprano de 8 a 17 dias de gestacién. Adicionalmente, de acuerdo con
Lopez-Gatius, (2003) y Inskeep y Dailey (2005), el estrés por calor compromete el crecimiento embrionario
hasta el dia 17; periodo que se considera critico para la produccién de INTF-t por parte del embrién. La
cantidad de INTF-t es crucial para reducir la secrecion pulsatil de PGF2e; facilitando la persistencia del
cuerpo ltteo para el mantenimiento de la prefiez. Por lo tanto, el embrién de baja calidad (EPIV), injuriado
por la congelacién y un CL disfuncional son causas interaccidnales que pueden incrementar drésticamente la
muerte embrionaria durante el estrés por calor y disminuir el indice de prefez.
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Figura 3
Trayectoria del diagndstico de la gestacion negativa posterior a la transferencia de EPIV por debajo del punto critico
biotérmico vaginal en hembras bovinas cruzadas Holstein x Cebii y Pardo Suizo x Cebii bajo estrés caldrico tropical.

Entre los 37.5 y 39.5 °C de TVV, los EPIVC tuvieron una ventaja sobre los embriones frescos ya que
presentaron un menor indice de gestacién negativa en el diagndstico efectuado al dia 38 después de la
transferencia. Sin embargo, a partir de la TVV de 39.5 °C, el indice de gestacion negativo fue inferior cuando
se utilizaron los EPIVF; acumulando entre los 39.5 y 41 °C un total

de -17.8% de receptoras con prefiez negativa en comparacién con las receptoras que recibieron EPIVC.

Lo publicado por Maltes (2011) puede en parte, explicar los resultados obtenidos en nuestro estudio
donde se planted que el origen de los embriones (EPIV), puede tener un impacto significativo en la dindmica
de la mortalidad embrionaria cuando se evaluan los cambios temporales en el perfil transcripcional del
embrién que se desarrolla a partir de un blastocisto esférico en el dia 7 a un embrién ovoide en el inicio de la
clongacién en el dia 13. Las diferencias en esta dindmica de expresién temporal de genes, se compararon los
embriones derivados de los distintos sistemas de produccién in vivo o in vitro, que pueden estar asociados
con la supervivencia o mortalidad embrionaria. El analisis revel6 que la principal influencia en la expresion de
genes de embriones fue en la etapa del desarrollo embrionario; apareciendo las mayores diferencias en la
expresion génica entre los dias 7 y 13, independientemente del origen embrionario, en la cual se encontré una
marcada divergencia en el perfil del transcriptoma de los embriones del dia 13. Este hallazgo es crucial para el
desarrollo normal durante este periodo critico, siendo asociado inicamente con los embriones generados in
vivo y por lo tanto potencia una mayor supervivencia que en los embriones derivados in vitro.



REINALDO DE ArMAS, EDIL E. ARAUZ, INFLUENCIA DEL ITHY LA TEMPERATUR A VAGINAL SOBRE EL INDICE ...

Por otro lado, los embriones producidos in vitro (PIV) muestran caracteristicas morfoldgicas y funcionales
distintas de los embriones que se obtienen in vivo (Rodriguez, 2008). Los blastocistos bovinos PIV contienen
menos células totales y en la masa celular interna (MCI) que los producidos in vivo. El nimero de células es
un indicador de la viabilidad del embrién. Adicionalmente, el grado de expresién de un niimero elevado de
genes, la actividad metabdlica y los indices de desarrollo registran andlogas variaciones; lo cual pudiera
explicar en parte, la mayor cantidad de pérdidas embrionarias que se experimentan con este tipo de
embriones.

En concordancia con nuestros resultados, la baja tolerancia a las altas temperaturas en el tracto
reproductivo bajo un estrés calérico de los EPIV puede ser explicada también por los trabajos de Holm y
Callesen (1998). Ellos indicaron que las diferencias estructurales y funcionales entre los embriones
producidos in vivo e in vitro; se destacan: un menor numero de células, inicio de una blastulacién mas
temprana y grandes diferencias entre la expresién de genes importantes para el metabolismo. Estas cualidades
pueden ser causa de los bajos porcentajes de gestacién al compararse con los obtenidos por embriones
producidos in vivo. Adicionalmente, la alta cantidad de lipidos y su baja densidad de flotacién que
justificarian la baja tolerancia de los mismos ante la congelacién, que de hecho causa danos irreversibles en las
células embrionarias. Todo esto, légicamente disminuye o limita ain més la produccién del INTF-t necesario
para la sefial del reconocimiento de la gestacién y para la sintesis y liberacién de la PGF2a.
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Figura 4
Trayectoria del diagndstico de gestacion negativa posterior a la transferencia de EPIVF o EPIVC por encima del punto
critico biotérmico vaginal en hembras bovinas bajo estrés caldrico.

Edwards et al., (2003), plante6 que generalmente, los embriones expuestos al calor antes de la implantacién
en la pared uterina se recuperan completamente o se pierden, ya sea por falla en la implantacién o muerte
embrionaria. Esto puede resultar en mayores pérdidas previas a la implantacién que pueden pasar
desapercibidas. Claramente, los aumentos excesivos de temperatura pueden provocar la muerte en cualquier
ctapa, pero los variados procesos involucrados en la organogénesis (proliferacidn, diferenciacion, migracién y
muerte celular) son particularmente susceptibles a la induccién de defectos de desarrollo en drganos o
estructuras especificas.
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Al parecer el efecto negativo del estrés calérico se manifiesta en el caso de los embriones congelados de una
forma mas drastica al sobrepasar los 39.50C de temperatura vaginal; efectos que se manifestaron en nuestro
trabajo en coincidencia con lo descrito por Mori et al., (2015), quienes indicaron que la aplicacién de un
choque térmico a los blastocistos (congelados- descongelados) fue muy dafina. El aumento de los danos por
la interaccién de la congelacién- descongelaciéon y el choque térmico podria ser una de las razones de la baja
tasa de concepcion en la transferencia de embriones congelados-descongelados en animales sometidos al
estrés caldrico en la zona de bajura tropical.

En concordancia con todo lo relacionado anteriormente, los resultados del presente estudio sugieren que,
en presencia de estrés caldrico tropical, la transferencia de embriones frescos (PIVF) nos ofrece una ventaja
apreciable para lograr mejores resultados positivos de la gestacion después que las receptoras presenten una
temperatura vaginal vestibular igual o mayor a 39.5°C. De lo contrario, deberiamos utilizar embriones
congelados (PIVC), si la temperatura vaginal es inferior a 39.00C, como limite biotérmico critico vaginal
vestibular inferior. En otras palabras, no hay diferencias entre los embriones congelados y frescos si la
temperatura vaginal de las receptoras es de 39.5°C, lo cual constituye el punto de inflexién biotérmica para la
transferencia de embriones producidos in vitro congelados y frescos en hembras bovinas cruzadas;
independientemente de las categorfas empleadas (novillas, vacas secas y vacas con terneros) en el medio
tropical humedo.

CONCLUSIONES

- El entorno microclimético en la zona baja tropical donde se realizaron las trasferencias de los embriones
presentd las condiciones psicrométricas suficientes para desarrollar el estrés calérico potencial para los
bovinos segun el ITH en la fase diurna; y por ende, todas las receptoras sufrieron la alteracién biotermica;
evidenciando la sobrecarga calérica corporal con la derivacién de la hipertermia diurna sostenida en el dia de
las transferencias de los embriones.

- El complejo térmico e higrométrico ambiental diurno en los siguientes 45 dias posteriores a la trasferencia
de los embriones fue categorizado por el ITH basico e ITH ajustado por radiacién solar directa y velocidad
del viento validaron el perfil del estrés calérico diurno potencial de moderado a severo para todas las
receptoras.

- La temperatura vaginal vestibular al momento de la transferencia de los embriones fue el indicador
biotérmico de mayor correlacién con el entorno calérico e higrométrico ambiental y en consecuencia fue
utilizado para la estratificacién térmica sectorial para distribuir los resultados de la trasferencia de los
embriones segun la gestacion.

- El aumento de la temperatura vaginal vestibular y la hipertermia derivada por la influencia del estrés
calérico diurno severo en las receptoras que recibieron embriones evidencié sostenidamente un aumento en
la proporcion del indice gestacional negativo, cuya magnitud y tendencia fue heterogénea entre los embriones
congelados y frescos.

- La estratificacién térmica de la temperatura vaginal vestibular y la distribucién del indice de la gestaciéon
negativa en las receptoras indicé que el mayor indice de gestacion positiva se logré con los embriones frescos
cuando la temperatura vaginal vestibular fue superior a los 39.5°C; mientras que los embriones congelados
brindaron el mayor indice gestacional por debajo de los 39.5°C.

- Los embriones frescos fueron mds eficientes al permitir un mayor indice de éxito en la gestacién debido
que no han sido estresados por el congelamiento y el descongelamiento que son dos procesos de manejo
biotecnoldgico que ocasionan estrés citoldgico biofisico y bioquimico a pesar de las mejores estrategias y los
medios ideales para la criopreservacién embrionaria.
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RECOMENDACIONES

Los resultados del presente estudio sugieren que, para lograr mejores resultados de la prefez, se debe utilizar
embriones congelados cuando la temperatura vaginal vestibular (TVV) es inferior a 39.5°C; mientras que si
las receptoras presentan una TVV superior a 39.5°C se debera utilizar embriones frescos en hembras
receptoras bovinas cruzadas, independientemente de las categorias empleadas (novillas, vacas sin ternero y
vacas con terneros) en la zona de bajura en el clima tropical himedo.
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