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1. INTRODUCCION GENERAL

Los altos niveles de produccion, problemas sanitarios y el estrés climatico, han
ocasionado que la vida productiva de las vacas lecheras se reduzca, llevando a
un incremento en la tasa de reemplazo, alcanzando cifras entre el 30 y 40% de
reemplazo anual (Rogel y Tamayo, 2007; Hernandez, 2011). Con el fin de cubrir
la demanda de vaquillas de reemplazo, se ha optado por el uso de semen sexado
(SS) durante la inseminacion artificial (IA; Norman et al., 2010). Anualmente se
comercializan cerca de 20 millones de dosis de SS en Estados Unidos (Seidel,
2014). No obstante, la fertilidad obtenida ha sido relativamente baja, con
porcentajes de prefiez en vacas y vaquillas de 46 y 27%, respectivamente
(DeJarnette et al., 2008).

La baja fertilidad del SS ha sido explicada por mdultiples factores, entre los que
destacan: el proceso de sexado, el cual pudiera llegar a ocasionar dafo celular;
el contenido de espermatozoides por dosis de SS, inferior al de una dosis de
semen convencional (2.1X108 vs. 15-20x10°); la eficiencia en la deteccion de
celos, que sumada a las anteriores pudiese impactar negativamente en la tasa
de fertilidad (Grant y Chamley, 2007; Kurykin et al., 2007; Frijters et al., 2009). En
las ultimas décadas se han desarrollado estrategias para tratar de mejorar la
fertilidad del SS, éstas implican el uso de hormonas, incremento del nimero de
servicios y concentracion de espermatozoides por dosis, sin obtenerse resultados
satisfactorios (Sa Filho et al., 2010). Sin embargo, Kurykin et al. (2007)
mencionaron que el sitio de aplicacién de semen influye en la tasa de concepcién,

siendo mayor al aplicarse cerca de la parte media del cuerno uterino.

En estudios realizados por Meirelles et al. (2012), en los que se evaluo la fertilidad
del SS depositado en diferentes sitios durante la IA, se obtuvieron porcentajes de
prefiez de 67.4 y 48.8% al aplicar el semen en la parte media del cuerno uterino
y el cuerpo del atero, respectivamente. Por su parte, Kurykin et al. (2003)
estimaron que la tasa de prefiez en vaquillas inseminadas en la parte media del
cuerno uterino con 2x10° espermatozoides y en el cuerpo del Gtero con 40x10°

espermatozoides, no fue diferente, lo cual demuestra que el sitio de aplicaciéon



del semen no solo influye en la tasa de gestacion, sino también en la cantidad de
espermatozoides, por dosis, necesarios para producir una gestacion. Sin
embargo, Hunter (2003) ha sugerido que la IA intracornual profunda presenta
desventajas, debido al uso del aplicador rigido para inseminar, pudiéndose
ocasionar la ruptura del foliculo preovulatorio, lesiones e incluso perforacion de

la pared uterina.

La laparoscopia ha sido utilizada exitosamente en el manejo reproductivo de
pequefios rumiantes, principalmente en la IA donde se mencionan tasas de
prefiez de entre 60 y 75% (Martinez et al. 2009; Dovenski et al., 2012; Anakkul et
al., 2014), no obstante, aunque existen reportes de algunos estudios donde se
ha utilizado la laparoscopia en el monitoreo de estructuras del tracto reproductivo
en bovinos (Babkine y Desrochers, 2005), es escasa la informacién disponible
con respecto a su uso en la IA. Recientemente se han reportado resultados
satisfactorios del uso de la laparoscopia transvaginal en la recuperacion de
embriones en bovinos (Besenfelder et al., 2008), lo cual sugiere la posibilidad de

utilizar dicho procedimiento para realizar IA.



2. REVISION DE LITERATURA

2.1 Inseminacion artificial

La IA fue una de las primeras biotecnologias aplicadas en la mejora genética y
reproductiva de animales de granja, teniendo un enorme impacto, principalmente
en ganado lechero (Foote, 2002). La IA puede definirse como una herramienta
para la aplicacion de semen en el tracto genital de la hembra en el momento
efectivo para la fecundacion (Giraldo, 2007). Aungue existen historias
indocumentadas de IA en yeguas por los arabes, fue en 1936 cuando se
establecié el método recto-vaginal de fijacion del cérvix. Hacia 1946 Sorensen
invento las pajillas para empacar semen (Foote, 2002; Giraldo, 2007), y en 1960
se estableci6 el deposito transcervical del semen en el cuerpo del utero (Heise,
2012).

Es innegable la relevancia de la IA en el mejoramiento de pardmetros
reproductivos y productivos de la ganaderia mundial. Sin embargo, la tasa de
fertilidad lograda con esta técnica es baja con respecto a la monta (Pursley et al.,
1997). Morales et al. (2000), mencionaron que el porcentaje de concepcién en
vacas a primer servicio es 34%, 35% en vacas repetidoras y 59% en vaquillas
inseminadas. DeJarnette et al. (2008) reportaron tasas de prefiez en vacas y
vaquillas de 30 y 59%, respectivamente, al ser inseminadas con semen

convencional.
2.2 Uso del semen sexado en lainseminacion artificial

En las dltimas décadas se ha observado un incremento en la tasa de desecho en
los establos lecheros y con ello en la demanda de vaquillas de reemplazo (Rogel
y Tamayo, 2007). Con el objetivo de cubrir la demanda de reemplazos se ha
optado por usar SS en la IA (Rath y Johnson, 2008; Norman et al., 2010). Se
estima que anualmente se comercializan en Estados Unidos de América cerca
de dos millones de dosis de SS, que representan casi 5% del volumen de ventas
de semen de bovino (Seidel, 2014). El uso del SS ha permitido mejorar la
rentabilidad de los establos lecheros mediante el incremento de hembras

genéticamente superiores, nacidas después de la IA, aunque la fertilidad
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obtenida es inferior a la del semen convencional (46 vs.70%; Bodmer et al., 2005;
Mallory et al., 2013). Guerino et al. (2013) sugirieron que la menor fertilidad del
SS puede ser consecuencia del proceso mismo de sexado, y del bajo nUmero de
espermatozoides por dosis con respecto al semen convencional (2x10°6 vs.
20x1069).

2.2.1 Uso en vaquillas y tasa de prefiez

La aplicacion comercial del SS se ha limitado principalmente a vaquillas, por ser
mas fértiles que las hembras adultas (Garner y Seidel, 2008). En estudios
realizados por Dejarnette et al. (2008) se encontraron diferencias significativas
en las tasas de prefiez de vaquillas con respecto a vacas (46 vs. 27%). Por otro
lado, Guerino et al. (2013) reportaron 44 y 23% de prefiez en vaquillas y vacas
inseminadas con SS. Resultados similares fueron publicados por Mellado et al.
(2013), quienes reportaron tasas de prefiez para vacas y vaquillas de 17 y 44%,
respectivamente, demostrandose la importancia de utilizar SS en vaquillas.

Se ha demostrado que la baja tasa de prefiez del SS es en parte consecuencia
del proceso de sexado y el bajo nUmero de espermatozoides por dosis (Seidel y
Schenk, 2008). Dejarnette et al. (2008) evaluaron el efecto del niumero de
espermatozoides por dosis, obteniéndose diferencias significativas en la tasa de
prefiez de vaquillas, 46 y 59% al inseminar con 2.1 y 5x10°, respectivamente.
Datos reportados por Guerino et al. (2013) mostraron una tendencia similar, ellos
obtuvieron 44, 46 y 61% de prefieces en vaquillas inseminadas con 2.1, 3.5y
15x10° de espermatozoides por dosis.

2.2.2 Estrategias para mejorar la tasa de prefiez del semen sexado

Se ha demostrado que el nimero de espermatozoides por pajilla, la calidad del
semen, el sitio de aplicacién y el tiempo de la IA con relacion a la manifestacion
del celo pueden afectar negativamente la tasa de prefiez, al utilizar tanto SS como
convencional (Schenk et al., 2009; Norman et al., 2010; S& Filho et al., 2010). No
obstante, se han evaluado estrategias para tratar de mejorar la fertilidad del SS,

como son: uso de tratamientos hormonales, modificaciones al protocolo de



sexado de semen, cambios en la concentracion de espermatozoides por dosis y

el sitio de aplicacion al momento de inseminar.
Uso de tratamientos hormonales

Las gonadotropinas exdégenas se han usado para manipular el ciclo reproductivo
de las hembras, permitiendo optimizar la deteccion del celo y el momento de la
inseminacion, sin embargo, los resultados no han sido consistentes (Kaim et al.,
2003). Sa Filho et al. (2010) evaluaron el efecto de la aplicacion de hormona
liberadora de gonadotropina (GnRH), al momento de detectar el celo, en vaquillas
inseminadas con SS, estos autores no reportaron diferencias en la tasa de prefiez
de vaquillas tratadas y no tratadas con GnRH (53 vs. 49%). Por otra parte, Abdel-
Azim (2010) sostiene que la sincronizacion del celo en hembras inseminadas con
SS reduce la tasa de prefiez. Mallory et al. (2013) evaluaron la eficiencia de un
programa de inseminacion a tiempo fijjo con SS, estos autores reportan
diferencias en la tasa de prefiez de hembras inseminadas a celo detectado con
respecto a las que se inseminaron a tiempo fijo (46 vs. 26%, respectivamente).

Modificaciones al protocolo de sexado de semen

El proceso de citometria de flujo para el sexado de semen induce dafios en el
espermatozoide que afectan su funcion y habilidad de fertilizacion (Klinc y Rath,
2007; Rath y Johnson, 2008; Vazquez et al., 2008; Rath et al., 2009; Espinosa-
Cervantes y Cérdova-lzquierdo, 2013). En la ultima década se han aplicado
modificaciones al proceso de citometria de flujo, encaminados a optimizar la
fertiidad del SS (Vazquez et al., 2008). Klinc y Rath (2007) sugirieron la
suplementacién con antioxidantes mejora la calidad del SS, reduciendo el dafio
al acrosoma y la membrana, y mejorando su motilidad. Recientemente Rath et
al. (2009) reportaron modificaciones al método de sexado de semen, los cuales
permiten prolongar la longevidad de los espermatozoides después de la
descongelacion, reportandose tasas de prefiez similares a las obtenidas con
semen convencional (73.6 vs. 76.7%). Sin embargo, las modificaciones al

proceso de sexado han tenido poco impacto en la tasa de prefiez del SS a nivel



comercial (Sa Filho et al., 2010; Guerino et al., 2013; Mallory et al., 2013; Mellado
et al., 2013).

Concentracion espermatica por dosis

La tasa de sexado del semen por citometria de flujo es relativamente baja (9-
14x10°8 de espermatozoides h?), y por tanto la cantidad de espermatozoides por
dosis es de entre 1 y 6x10° (2.1x10° el promedio). Sin embargo, dicha
concentracion reduce la tasa de prefiez en vaquillas (Schenk et al., 2009),
plantedndose el uso de dosis mas concentradas para mejorar la tasa de prefiez
(Seidel y Schenk, 2008). Seidel et al. (1999) evaluaron el efecto de la
concentracion espermética en la tasa de prefiez de vaquillas, obteniendo mejores
resultados al inseminar con dosis mas concentradas (3x108: 60% vs. 1.5x106:
52%). Dejarnette et al. (2008) reportan tasas de prefiez consistentes con la
concentracion espermética, las cuales fueron significativamente diferentes,
(2.1x108: 47%, 3.5x108: 51% y 5x106: 52%). Sin embargo, Seidel y Schenk (2008)
no reportaron diferencias significativas en la tasa de vaquillas inseminadas con
6x10° de espermatozoides con respecto a las que se inseminaron con 1.5x10°
(41 vs. 43%), de igual manera, en estudio realizado por Dejarnette et al. (2010)
donde se evalud el efecto de dos concentraciones espermaticas en la tasa de
prefiez de vaquillas, no se encontraron diferencias significativas (2.1x108: 44%
vs. 3.5x10°: 46%).

Sitio de aplicacion

La aplicacion del semen tradicionalmente se realiza en el cuerpo del utero,
aunqgue se sugiere que el sitio de aplicacién se cambie a los cuernos uterinos ya
gue con ello se garantizaria un reservorio preovulatorio de espermatozoides en
la unién uterotubarica, permitiendo incluso reducir la cantidad de
espermatozoides necesarios para generar una prefiez (Hunter y Greve, 1998;
Lépez-Gatius, 2000; Carvalho et al.,, 2013). Ademas, con la aplicacion
intracornual del semen se reduciria la pérdida espermatica por transporte

retrogrado o por fagocitosis durante la migracion uterina (Meirelles et al., 2012).



Existen diversos estudios que demuestran el efecto del sitio de aplicacion del
semen en la tasa de prefiez. Senger et al. (1988) reportaron 65 y 45% de
concepciones al inseminar en los cuernos uterinos y el cuerpo del Utero,
respectivamente. Resultados similares encontraron Seidel et al. (1999) al
inseminar vaquillas con SS en el cuerpo del Gtero y los cuernos uterinos (40 vs.
62%). También Meirelles et al. (2012), reportan mayores tasas de prefiez al
aplicar el semen en los cuernos uterinos en comparacion con el cuerpo del utero
(67 vs. 49%).

En un estudio realizado por Seidel et al. (1999) se evalué6 la influencia de dos
concentraciones de SS (1.5 y 3x10° espermatozoides) y dos sitios de aplicacion
(cuerpo del Gtero y cuernos uterinos) en la tasa de prefiez de vaquillas, siendo
ésta superior al aplicar el semen en los cuernos uterinos; cuerpo del Utero:
1.5x10%=52% y 3x108=60%, cuernos uterinos: 1.5x10=60% y 3x108=68%. Por
otro parte, Kurykin et al. (2003) evaluaron el efecto del sitio de aplicacién del
semen y la concentracion espermatica en la tasa de prefiez de vaquillas, estos
autores no reportaron diferencias entre vaquillas inseminadas en el cuerpo del
Utero con 40x10° de espermatozoides y las inseminadas en los cuernos uterinos
con 2x10° de espermatozoides (66 vs. 68%, respectivamente). Sin embargo,
Andersson et al. (2003) reportaron porcentajes de prefiez similares al aplicar
dosis de SS (2x10° espermatozoides) en el cuerpo del Utero (31%) y la parte

media de los cuernos uterinos (32%).

Los estudios de la literatura reflejan la influencia del sitio donde se aplica el
semen en la tasa de prefiez y en la cantidad de espermatozoides requerida para
generar una gestacion. Sin embargo, aunque la aplicacion de semen en los
cuernos uterinos pudiera considerarse como una alternativa para mejorar la
fertilidad y optimizar el uso del SS, ésta presenta diversas desventajas, como la
posible ruptura del foliculo preovulatorio, lesiones y en algunos casos la
perforacion de la pared uterina (Hunter, 2003). Williams et al. (1987) sugieren que
por la forma rigida del aplicador se provocan dafios en el endometrio durante la
inseminacion, que pueden favorecer la presencia de infecciones y bajos

porcentajes de prefiez. Una alternativa para realizar la aplicacion de semen en
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los cuernos uterinos es la laparoscopia, pues ésta ha demostrado ser una técnica
minimamente invasiva y eficiente en el manejo reproductivo de pequefios
rumiantes (Dovenski et al., 2012). Ademas, recientemente De Graaf et al. (2007)
reportaron porcentajes de fertilidad aceptables (61-66%), en ovejas inseminadas
por laparoscopia con SS, sugiriendo a esta técnica como una alternativa factible
para realizar IA con SS en vacas.

2.3 Uso de la laparoscopia en reproduccién animal

La laparoscopia (del griego: Laparo=abdomen, Scopein=examinar) es una
técnica minimamente invasiva que permite la visualizacion de las estructuras
contenidas en la cavidad abdominal (Monnet y Twedt, 2003; Bouré, 2005; Vilos
et al., 2007; Dovenski et al., 2012). La técnica requiere de la insercion de una
canula a través de la pared abdominal, la distencion de ésta con gas o aire
(pneumoperitoneo), asi como la visualizacion y examinacion del contenido
abdominal con un telescopio rigido (laparoscopio) provisto de luz y que permite
al técnico poder inspeccionar las visceras y la superficie peritoneal (Platt et al.,
1998; Boure, 2005).

En 1901, Kelling reporto la primera exploracion de la cavidad abdominal de un
perro con un cistoscopio insertado a través de una incisién cutanea, y en 1910
Jacobeus realizé la primera exploracién laparoscopica en humanos (Bouré,
2005). Desde entonces, gracias al rapido avance tecnologico y al desarrollo de
la microtecnologia, la laparoscopia paso de ser una técnica para diagnoéstico a
una disciplina quirdrgica empleada tanto en medicina humana como animal
(Babkine y Desrochers, 2005; Vilos et al., 2007; Shettko y Hendrickson, 2008). El
uso de la laparoscopia en bovinos se ha descrito desde mediados de 1930,
aunque fue hasta 1970 que ésta se usO para la observacion del tracto
reproductivo y la exploracion de su fisiologia (Bouré, 2005). En ovejas, la primera
laparoscopia fue reportada en 1968 por Roberts y fue realizada para observar los

organos reproductivos (Dovenski et al., 2012).

Las tecnologias de reproduccion asistida (TRA), en los ultimos 30 afios, se han

apoyado en el uso de la laparoscopia para incrementar la produccion de animales
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de alto valor genético (Baldassarre y Karatzas, 2004; Dovenski et al., 2012).
Técnicas de inseminacion artificial, recoleccion y transferencia de embriones,
aspiracion folicular, monitoreo de la actividad ovarica, asi como biopsia y
extirpacion de algunos organos asociados al comportamiento reproductivo, han
sido algunas de las aplicaciones de la laparoscopia en el manejo reproductivo de
varias especies animales (Bernard et al., 1984; Fayrer-Hosken et al., 1989;
Monnet y Twedt, 2003; Bleul et al., 2005; Aziz et al., 2008; Padilha et al., 2014).

2.3.1 Equipo de laparoscopia

El equipo basico requerido para laparoscopia incluye una lente (laparoscopio),
una canula y un trécar (correspondiente al didmetro de la lente), una fuente de
luz, un sistema de insuflacion, asi como pinzas y forceps. Las caracteristicas de
los instrumentos (largo, grosor, angulo de vision, etc.) dependeran en gran
medida de la especie animal con que se esté trabajando y la técnica de
laparoscopia que se realice (Ragle, 2002; Monnet y Twedt, 2003; Babkine y
Desrochers, 2005; Bouré, 2005; Dovenski et al., 2012).

Sistema oOptico

El sistema 6ptico consiste de un laparoscopio, una fuente de luz y un cable de
fibra o luz. Los laparoscopios pueden ser rigidos o flexibles, aunque son los
rigidos los de mayor uso en las TRA en animales, ya que proveen mayor
iluminacioén de la cavidad, campo y claridad de vision. (Monnet y Twedt, 2003;
Babkine y Desrochers, 2005; Bouré, 2005).

Laparoscopio

El laparoscopio esta compuesto por un tubo de metal externo, un canal 6ptico y
una fibra optica. El canal éptico estd integrado por una serie de lentes que
transmiten la imagen a un ocular, que puede ser observado a simple vista o
mediante una camara adaptada a éste. La fibra Optica permite la transmision de
luz desde una fuente para iluminar las estructuras intra-abdominales. Los
laparoscopios pueden ser de dos categorias: para diagndstico u operacion. Los
de diagnostico son los més utilizados, pues permiten realizar procedimientos
quirurgicos. Los de operacién cuentan con un canal adicional para la insercion
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de instrumentos. De igual manera, los laparoscopios pueden diferenciarse por
sus dimensiones y angulo de vision. Los diametros mas comunes son: 2, 5, 8y
10 mm; mientras que los angulos de visiéon son: 0°, 30°, 45° y multi-angulo.
(Ragle, 2002; Monnet y Twedt, 2003; Babkine y Desrochers, 2005; Bouré, 2005;
Dovenski et al., 2012).

Fuente de luz

La cavidad abdominal debe ser iluminada para realizar una laparoscopia, por lo
gue se utilizan fuentes de luz extracorpoéreas y cables de luz fria que conectan la
fuente de luz con el laparoscopio. Las fuentes de luz disponibles pueden ser de
tungsteno, halégeno y xenon. Se recomienda utilizar fuentes de luz de xenén de
300 Watts (W), cuando se realicen trabajos en bovinos o equinos, mientras que
en procedimientos con cabras, cerdos y ovejas, una de 150 W puede ser utilizada
(Ragle, 2002; Monnet y Twedt, 2003; Babkine y Desrochers, 2005; Bouré, 2005;
Dovenski et al., 2012).

Cable de luz

Los cables de luz conectan a la fuente de luz con el laparoscopio. Ellos proveen
una luz fria y de alta intensidad al interior de la cavidad abdominal. Los cables de
luz estan fabricados de segmentos de fibra Optica unidos por resina epoxi. La
fibra dptica transporta la luz con una minima pérdida de intensidad sin generar
calor. Para una maxima visualizacion se recomienda que el diametro del cable
de luz sea de 6 mm en bovinos o equinos y 4.5 mm en especies menores (Ragle,
2002; Monnet y Twedt, 2003; Babkine y Desrochers, 2005; Boure, 2005;
Dovenski et al., 2012).

Sistema de insuflacién

El sistema de insuflacion permite la creacion de un pneumoperitoneo, el cual
separa la pared corporal de los 6rganos abdominales, de tal manera que el
cirujano o técnico pueda observarlos y trabajar dentro de la cavidad abdominal.
Insufladores automaticos de alto flujo (>10 L min't), son usualmente utilizados
para insuflar el abdomen de los bovinos. El volumen de gas en el interior de la
cavidad varia de 5 a 35 L, no obstante, hay quienes sugieren que el mejor
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indicador de la cantidad de gas es la formacion del espacio de vision y la
distencion de los flancos (Holthausen et al., 1999; Monnet y Twedt, 2003; Babkine
y Desrochers, 2005; Bouré, 2005). EI CO2 es el gas mas utilizado para la
insuflacion, ya que es relativamente mas barato y no causa embolia gaseosa,
comparado con el 6xido nitroso, el aire y el helio. La principal desventaja del CO2
es cuando se convierte en acido carbonico en la superficie peritoneal,

ocasionando malestar post-operatorio (Holthausen et al., 1999).
Material para laparoscopia

Existen diferentes instrumentos para cirugia de un minimo de 40 cm utilizados en
animales de talla pequefia principalmente. En el caso de bovinos y equinos, se
requieren instrumentos de 10 mm de diametro, especialmente cuando los
organos son manipulados, sujetados o retraidos (Ragle, 2002; Babkine y
Desrochers, 2005). En procedimientos exploratorios o laparoscopias simples se
pueden utilizar férceps Babcock, Kelly y tijeras Metzenbaum (Bouré, 2005).
Independientemente de la especie, es necesario tener una canula con émbolo, a
través de la cual se introduce el laparoscopio al interior de la pared abdominal o
la cavidad. La canula y el émbolo pueden ser de diversas dimensiones, que
dependeran principalmente de la especie animal y los instrumentos que se
utilicen (Monnet y Twedt, 2003; Bouré, 2005). En procedimientos quirlrgicos mas
complejos, por ejemplo: recoleccion y transferencia de embriones en ovejas por
métodos quirargicos u ovariectomias, es necesario contar con material para
suturar, ya sea de manera manual o electroquirdrgica con pinzas cauterizantes
(Baldassarre et al., 1994; Bleul et al., 2005; Aziz et al., 2008; Dovenski et al.,
2012).

2.3.2 Técnica de laparoscopia

La técnica de laparoscopia es similar en todas las especies, difiriendo
principalmente por la via en que se realizan, es decir la parte del cuerpo por
donde se ingrese a la cavidad abdominal. Los pasos a seguir antes, durante y
después de la laparoscopia son semejantes, Unicamente varian dependiendo de
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la especie o el tipo de operacion a realizar (Boure, 2005; Shetko y Hendrickson,
2008; Vilos et al., 2007).

Preparacion de los animales

En todas las especies es recomendado restringir el consumo de agua y alimento
previo a la intervencion, hay quienes sugieren 36 a 48 h, esto con el objetivo de
evitar lesionar el aparato digestivo o urinario durante la intervencion y facilitar la
formacion del pneumoperitoneo, asi como evitar la muerte por asfixia, cuando la
via de acceso es ventral (Ambrose et al., 1993). Aunque, una restriccién de 16 a
24 h también es adecuada (Tapia et al., 2001; Babakine y Destochers, 2005;
Dovenski et al., 2012).

Anestesiado de los animales

Antes de iniciar con la laparoscopia se aplica al animal algun tranquilizante, en
bovinos se aplican 0.05 mg kg de peso vivo (PV) de xilacina via IM, o IV si se
desea acelerar el tiempo de accion, mientras que el sitio de acceso de la canula
y trocar (via paralumbar o ventral) es anestesiado mediante la infiltracion local de
lidocaina 2% (Babkine y Desrochers, 2005), aunque cuando la via es transvaginal
se aplican 5 mL de ésta via epidural (Besenfelder y Brem, 1998). En el caso de
cabras se recomienda aplicar 0.1 mg kg de PV de xilacinay 4 mg kg de PV de
Quetamina, ambas por via 1V, asi como una aplicacién local de lidocaina 2% en
los sitios de ingreso del trécar, canulas y aire (Anakkul et al., 2014). En ovejas se
sugiere la aplicacion de 0.22 mg kg de PV de xilacina y 5 min después 11.0 mg
kg' de PV de quetamina, ambas por via IM. La xilacina-quetamina produce un
buen efecto anestésico, que puede mantenerse mediante el suministro de
oxigeno-halotano por intubacion craneal (Ishwar y Memon, 1996). En el caso de
los equinos se recomienda aplicar 1 mg kg de PV de clorhidrato de xilacina por
via IV 'y 20 mL de lidocaina 2% por infiltracion directa en el sito de ingreso a la
cavidad abdominal (Aziz et al., 2008).

Posicién de los animales

Los animales anestesiados se colocan en una camilla para laparoscopia (ovejas,
cabras y cerdos) o se mantienen en una trampa de manejo (vaca y yegua). En
12



cabras, ovejas y cerdas generalmente el ingreso es mediante la via ventral,
colocando al animal en posicion dorsal recumbente con la cabeza hacia abajo
(posicion trendelenburg), en un angulo de inclinacion de aproximadamente 30°
(Scudamore et al., 1991; Tapia et al., 2011; Dovenski et al., 2012). En bovinos y
equinos se ha usado la via paralumbar (Holland et al., 1981; Bernard et al., 1984;
Ragle, 2002; Babakine y Destochers, 2005), aunque también se han sugerido las
vias transvaginal (Tervit, 1996; Besenfelder y Brem, 1998; Wetscher et al., 2005)
y ventral (Holland et al., 1981). En las primeras dos vias el animal permanece en
posicion cuadrupeda, mientras que en la via ventral es suspendido en el aire
mediante la sujecion de las extremidades (Holland et al., 1981; Wetscher et al.,
2005).

Técnica quirurgica

El area donde se introducen los instrumentos debe ser lavada, desinfecta y
rasurada (Tapia et al., 2001). Antes de introducir algun instrumento (émbolo,
canula, forceps, laparoscopio, etc.) se debe formar el pneumoperitoneo,
mediante la aplicacion de aire o0 CO2 con una aguja de Veress o una canula que
atraviese la pared abdominal, esto en el caso de laparoscopias por la via ventral
o paralumbar (Bouré, 2005). Posteriormente se procede a introducir la canula y
el émbolo en el sitio seleccionado para acceder a la cavidad abdominal (vientre,
fosa paralumbar o saco vaginal) (Besenfelder y Brem, 1998; Babkine y
Desrochers, 2005). En seguida el émbolo es reemplazado por el laparoscopio y
dependiendo del procedimiento que se desee realizar se pueden introducir otras
canulas para otros instrumentos como serian: forceps, manipuladores, tijeras,
cauterizadores, aspic para inseminacion, entre otros (Babkine y Desrochers,
2005; Bouré, 2005).

Manejo post-operatorio

Al concluir la laparoscopia, en algunos casos es necesario desinflar la cavidad
abdominal y de ser necesario suturar el sitio por donde se introdujo la canula con
el laparoscopio, asi como aplicar antibiotico y analgésico (Fayrer-Hosken et al.,

1989). En bovinos se considera adecuada la aplicacion de antibiotico durante los
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tres dias posteriores a la laparoscopia (Ambrose et al.,, 1993). En cabras se
recomienda aplicar 20 000 Ul kg de PV de penicilina-estreptomicina y 4 mg kg
1 de PV de fenilbutazona que actlla como analgésico, ambas aplicadas por la via
IM. En equinos la aplicaciéon de 10 000 Ul kg de PV de penicilina 'y 10 mg kg*
de PV de estreptomicina, ambas por via IM, es recomendada durante cuatro dias
a partir de la intervencion quirdrgica, asi como un monitoreo continuo durante un
mes (Aziz et al., 2008).

2.3.3 Aplicaciones de la laparoscopia en manejo reproductivo

La aplicacién de biotecnologias reproductivas se ha apoyado en técnicas que
permiten incrementar su impacto, hacerlas mas eficientes y de facil aplicacion.
La laparoscopia ha sido usada en diferentes especies domésticas para el estudio
anatomico y fisiologico de los 6rganos reproductivos, la IA, recoleccion y
transferencia de embriones, aspiracion folicular y diagndstico de gestacion, entre
otras (Phillippo et al., 1971; Carter et al., 1981; Bernard et al., 1984; Schiewe et
al., 1984; Besenfelder et al., 1997; Besenfelder y Brem, 1998; Baldassarre y
Karatzas, 2004; Dovenski et al., 2012).

Anatomia y fisiologia reproductiva

El uso de la laparoscopia permitio desde un principio la exploracion del tracto
reproductivo de la hembra, no obstante, hubo limitaciones en animales de talla
mayor (tal es el caso de bovinos y equinos) debido a la pobre iluminacién, aunque
con el desarrollo de nuevos equipos y el uso de la técnica de laparoscopia
paralumbar o via ventral en bovinos (Holland et al., 1981; Babkine y Desrochers,
2005), se pudo dar seguimiento a la actividad ovarica en bovinos y bufalos
(Bernard et al., 1984; Ambrose et al., 1993), e inclusive en humanos (Lousse y
Donnez, 2008). De igual manera se ha explorado la actividad ovérica en cabras
y ovejas, permitiendo a los investigadores reconocer las estructuras presentes a
lo largo del ciclo estral y tener una imagen en vivo del tracto reproductivo de la
hembra (Kassem et al., 2011).

La laparoscopia ha permitido también obtener fotografias de las estructuras

presentes en el ovario, lo cual ayudd a entender mejor el proceso de ovulacion,
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la respuesta ovarica a la aplicacion de hormonas en bovinos y la variacién
estacional de los 6rganos reproductivos (Lambert et al., 1983; Bernard et al.,
1984). Ademas, el uso de la laparoscopia facilito el monitoreo del efecto que
cirugias laparoscoépicas recurrentes podrian ocasionar en el ciclo estral de los
bovinos, demostrandose que la laparoscopia no altera su funcion reproductiva
(Carter et al., 1981).

Inseminacioén artificial

La IA ha producido un gran impacto en la produccién animal, pues ayuda a
multiplicar caracteristicas productivas deseables de reproductores de alto valor
genético, especialmente cuando se trabaja con semen congelado (Tapia et al.,
2011). Sin embargo, el semen debe ser aplicado en la luz del utero para
incrementar las tasas de prefiez. En 1982, Killen y Caffery (1982) reportaron la
primer |A por laparoscopia en ovejas, la cual ha generado mayores tasas de
prefiez comparativamente con la inseminacién cervical y transcervical (1A
laparoscépica: 81% vs. IA cervical: 67%; IA laparoscopica: 54% vs. IA
transcervical 43%), en cabras y ovejas (Sohnrey y Holtz, 2005; Dovenski et al.,
2012).

Anakkul et al. (2014), mencionan que las principales ventajas de la IA
laparoscopica frente a otras técnicas de inseminacion son que permite la
aplicacién de semen en ambos cuernos uterinos aumentando la probabilidad de
fertilizar el ovocito, y da certeza al inseminador de que el sitio donde se aplico el
semen sea el correcto. Sin embargo, la técnica debe realizarse de manera rapida,
pues se ha demostrado que la manipulacion prolongada del tracto reproductivo
incrementa las concentraciones de PGF2a, lo cual afecta la calidad del embrién
y por ende disminuye la tasa de prefiez (Scenna et al., 2005). Actualmente
existen reportes de IA laparoscopica en cabras y ovejas, donde las tasas de
prefiez oscilan entre 60 y 80%, siendo por lo tanto una excelente alternativa a la
IA convencional o la monta natural (Martinez et al., 2009; Tapia et al., 2011;
Alfaris et al., 2012; Dovenski et al., 2012; Anakkul et al., 2014).
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Aspiracion folicular

La posibilidad de producir mediante fertilizacion in vitro, embriones y crias
derivados de ovocitos obtenidos de ovarios de animales sacrificados, ha sido un
importante avance en la investigacion (Brackett et al., 1982). En las ultimas
décadas esta tecnologia ha sido aprovechada con fines comerciales, lo cual ha
llevado a desarrollar técnicas que permiten obtener ovocitos de ovarios de
animales vivos, sobresaliendo las técnicas basadas en ultrasonografia y
laparoscopia (Fayrer-Hosken et al., 1989; Baldassarre et al., 1994; Reichenbach
et al., 1994; Baldassarre y Karatzas, 2004; Padilha et al., 2014).

El uso de la laparoscopia en la aspiracion folicular (LOPU), a diferencia del
meétodo por ultrasonografia, proporciona una mayor certeza de las estructuras
gue se estan aspirando y facilita la aspiracion de foliculos pequefios. También es
importante mencionar que la posibilidad de pérdida de foliculos al aspirar y el
dafio al ovario se reduce al minimo (Lambert et al., 1983; Reichenbach et al.,
1994). La LOPU utilizada en conjunto con un sistema de aspiracion provee tasas

de recuperacion de ovocitos de hasta 90% (Padilha et al., 2014).
Uso en recoleccion y transferencia de embriones
Recoleccion y transferencia de embriones en cabras y ovejas

La técnica de transferencia de embriones por laparoscopia ha sido efectiva,
segura y minimamente invasiva. El acceso directo al Utero para la recoleccion y
transferencia de embriones en ovejas y cabras, habia sido clasicamente por
laparotomia quirdrgica, sin embargo, laparotomias constantes ocasionan
traumatismo en los tejidos, incremento en adhesiones abdominales y reduccion
de la vida productiva (Schiewe et al., 1984; Scudamore et al., 1991; Nellenschulte
y Nieman, 1992). La laparoscopia es menos invasiva, los sitios de incision son
menores con respecto a la laparotomia, la incidencia de infeccion bacteriana es
reducida, asi como la deshidratacion del tejido y riesgo de adhesion, siendo
posible realizar repetidas recolecciones y transferencias de embriones (Schiewe
et al., 1984; McKelvey et al., 1986).
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El uso de la laparoscopia ha generado tasas de recuperacion de embriones de
75% (Nellenschulte y Nieman, 1992), 87% (Schiewe et al., 1984) y 76%
(McKelvey et al., 1986). Sin embargo, aunque los resultados de la transferencia
de embriones por laparoscopia han sido prometedores, hay cierta influencia del
estadio de desarrollo de los embriones en la tasa de sobrevivencia, reportandose
29% para el estadio de morula y 50% para blastocisto, por otra parte el nimero
de embriones transferidos por receptora afecta la tasa de sobrevivencia,
reportandose para cabras 52 y 65% y en ovejas 35 y 32%, al transferir 1 y 2

embriones, respectivamente (Ishwar y Memon, 1996).
Recoleccion y transferencia de embriones en bovinos

En 1989 Fayrer-Hosken et al. publicaron la primera transferencia de embriones
por la via paralumbar, aunque los resultados de transferir embriones producidos
in vitro al oviducto no fueron completamente efectivos, 20% (1/5) de las crias
nacieron, dando inicio a una serie de investigaciones para perfeccionar la técnica.
Posteriormente, en 1998 se publicé la primera transferencia de embriones
bovinos producidos in vitro, realizada con éxito al depositar los embriones en la
ampula mediante laparoscopia transvaginal (Besenfelder y Brem, 1998), y a partir
de esa fecha se han realizado otros estudios semejantes, reportando resultados
satisfactorios del uso de la laparoscopia via transvaginal para la transferencia y
recuperacion de embriones en etapas tempranas en el oviducto (Besenfelder et
al., 2001; Besenfelder et al., 2008; Besenfelder et al., 2010). Recientemente
Wetscher et al. (2005), mencionan que el mejor estado de desarrollo para

transferir embriones en bovinos, via laparoscopica, es blastocisto.
Otras aplicaciones

Dentro de las aplicaciones de la laparoscopia en la reproduccion animal,
destacan otras como la IA laparoscopica en perras, con tasas de prefiez similares
a la monta (65.2 vs. 65.4%, respectivamente; Silva et al.,, 1995). Las
ovariectomias han sido también una importante aplicacion de la laparoscopia,
sobretodo en el estudio del ciclo reproductivo y la respuesta a hormonas como
los progestagenos en vacas (Bleul et al., 2005), burras (Aziz et al., 2008) y ovejas
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(Texeira et al., 2011). Existen también reportes donde se sefala el uso efectivo
de la laparoscopia en diagnosticos de gestacion en ovejas (Phillippo et al., 1971).
Recientemente Gomel y Yarali (2004), publicaron resultados del tratamiento
quiruargico de ovarios poliquisticos, asociado a infertilidad en mujeres, mediante
el uso de la laparoscopia, haciendo de la laparoscopia una técnica factible de

aplicar en diversas especies animales.
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4. A New Device to Inseminate Cows at the Base of the Uterine

Horns

O Garcia-Pefial, R Rangel-Santos!, R Rodriguez-De Lara!, CA Apodaca-Sarabia®

and EJ Maldonado-Siméan?
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4.1 Content

A new device (Chapingo device) to deposit semen at the base of the uterine horns of cattle
was developed at Universidad Autonoma Chapingo, Mexico. Nine Holstein heifers were
inseminated by transvaginal laparoscopy, using a laparoscope for cattle and the Chapingo
device. A dose of sexed semen (2.1 x 10® spermatozoa) was deposited at the base of the
uterine horn ipsilateral to the ovary where the preovulatory follicle was identified.
Insemination was achieved in all the heifers, taking on average 13.7 £ 3.1 min per animal.
In all cases, it was possible to see both ovaries, the base of the uterine horns and the
oviducts. After the procedure, none of the heifers showed any type of complications such
as hemorrhage, adhesions or trauma. On days 21 and 22 after insemination, four of the
nine heifers (44.4%) returned into estrus; on day 30 after insemination, one heifer was
found to be pregnant by ultrasound. The results show the feasibility of generating

pregnancies by transvaginal laparoscopy in heifers inseminated with sexed semen.
4.2 Introduction

Artificial insemination (Al) is one of the main reproductive biotechnologies applied to
achieve genetic and reproductive improvement in dairy cattle (Vishwanath 2003).
However, the pregnancy rate using Al is lower than with natural mating (Lima et al. 2009).
With the aim of increasing the efficiency of Al, in the last few years, some biotechnologies
such as estrus synchronization and the cryopreservation and sexing of semen have been
developed (Foote 2002).

The increasing demand for heifers for replacement, together with the constant increase in
their price and the persistence of sanitary problems that limits the importation of
replacements from other countries have all led to an increase in the use of sexed semen
(SS) for Al (De Vries et al. 2008). It is estimated that annually in the United States of
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America, near to two million dosages of SS are commercialized, which represents almost
5% of the total bovine semen being sold (Seidel 2014). In dairy cattle, the use of SS has
been limited to heifers at the first and second service (DeJarnette et al. 2009), since the
pregnancy rate is higher in heifers than in cows (46 vs. 27%) when inseminated with SS
(DeJarnette et al. 2008). Furthermore, some strategies have been developed to increase
the pregnancy rate when using SS. These include an increase in the number of services
(Sa Filho et al. 2010) or spermatozoa per dose (Delarnette et al. 2008), as well as
modifications in the procedures and protocols used for sexing semen (Rath et al. 2009).
On the other hand, it has been demonstrated that the location of SS application affects the
conception rate, as it is higher when the semen is deposited close to the middle part of the
uterine horn (Kurykin et al. 2007).

Laparoscopy has been used successfully in the reproductive management of small
ruminants, mainly in Al where pregnancy rates from 60 to 75% have been reported
(Martinez et al. 2009; Dovenski et al. 2012; Anakkul et al. 2014). Although there are some
reports in which laparoscopy has been used to monitor the reproductive tract in cattle
(Babkine and Desrochers 2005), information regarding its use in Al is scarce. Recently,
there have been some reports on the use of transvaginal laparoscopy for embryo recovery
in cattle (Besenfelder et al. 2008), suggesting the possibility of using such a procedure to
perform Al. The objective of this study was to develop a device to inseminate heifers by

transvaginal laparoscopy (TL) using SS.
4.3 Materials and methods
4.3.1 Animals, housing and management

The study was conducted in the Animal Reproduction Laboratory and the dairy farm of
the Animal Science Faculty of Universidad Autonoma Chapingo, Mexico (N latitude 19°
29’05’ and longitude W 98° 53°11”") (CONAGUA 2016).

Nine Holstein heifers from one to two years of age and weighing 350 to 400 kg body
weight were used. The heifers were located in corrals with individual beds and shade, and
they were fed a mixture of corn silage and alfalfa hay (60 and 40% of the dry matter,
respectively) and water ad libitum. The animals were handled following the criteria

approved by the Canadian Council on Animal Care (2009).
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4.3.2 Development of the Chapingo device

A device was designed and built to place semen (Chapingo device) at the base of the
uterine horn by transvaginal laparoscopy. The device was composed of two sections of
plastic tubing (PT), both with an external diameter of 0.47 cm and internal diameter of
0.28 cm, and a length of 8 cm (Fig. 1.b) and 53 cm (Fig. 2.a); a section of 5 cm long metal
tubing with external and internal diameters of 0.25 and 0.20 cm, respectively (Fig. 1.a); a
metal piece with a round tip (RT), 1 cm long, with an internal diameter of 0.20 cm and
external diameter of 0.35 (first half) and 0.28 cm (second half; Fig. 1.c); a curve metal 21
G needle, 1.5 cm long (Fig. 1.d); a stainless steel wire 70 cm long and 0.15 cm in diameter
(Fig. 2.h).

In the first half of the RT, the 21 G needle was mounted; the second half of the RT was
placed in one of the extremes of the shortest section of the PT, while the metal tube was
placed in the other extreme. The metal tube allowed for disconnecting the largest section
of the PT at the time of placing and removing the straw (0.25 mL). The straw was placed
into the shortest section of the PT. Finally, the stainless steel wire was used as a plunger
to push the semen from the straw. The length of the needle was determined according to
the thickness of the uterine wall at the base of the uterine horn, which was measured using
cow uterus obtained from a slaughterhouse, in such a way that the tip of the needle was

placed in the lumen of the uterine horn.

Fig. 1. Components of the anterior section of the Chapingo device.
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Fig. 2. Components of the posterior section of the Chapingo device.

4.3.3 Estrus synchronization and estrus detection

Estrus synchronization was carried out through the application of 1.9 g of progesterone
using an intravaginal device (CIDR®, Pfizer, New Zealand) and 200 pg of gonadorelin
(GNRH®, Sanfer, Mexico) on day 0 of the protocol. On day 7 of the protocol, 500 pg of
cloprostenol (Celosil®, Intervet, Mexico) were administered after CIDR removal. The
status of the reproductive tract was determined before the synchronization protocol was
started and before CIDR withdrawal, just before Al, with an ultrasound (Aloka SSD 500,
Japan) equipped with a 5.0 MHz linear probe. Estrus detection started 12 h after CIDR
withdrawal, considering a heifer to be in estrus when she permitted mating. Twelve hours

after estrus detection, the animals were inseminated by TL.
4.3.4 Artificial insemination procedure by transvaginal laparoscopy

Cattle laparoscopy equipment was used (Fig. 3; Karl Storz-Endoscope, Germany), which
was composed of a universal cannula, round and pyramidal tip plungers, a two-way
working channel and a 30° angle laparoscope. All the instruments were plunged in a
solution of water and disinfectant (0.5 gr/L of Timsen®, United Chemical Corp. & United
Promotions Inc., USA) before laparoscopy started. The animal was placed in a handling
facility in the standing position and was secured. Then, the animal received xylazine
(Xylazine®, Specialty Veterinary Pharmacy, USA), 0.05 mg/kg body weight IM, and
subsequently 60 mg lidocaine hydrochloride (Pisacaina®, Pisa Agropecuaria, Mexico) as
epidural anesthesia. The feces were removed manually. The perianal region was washed

with soap and water, and disinfected with 70% alcohol.
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After the sensitivity of the perianal region was lost, the universal cannula and the round
tip plunger were introduced through the vagina, both placed in the medial dorsal part of
the vagina by applying constant pressure to distend the tissue and facilitate going through
the vaginal wall. The round tip plunger was replaced by the pyramidal tip plunger and the
vaginal wall was punctured; immediately, the pyramidal tip plunger was removed, while
the universal cannula was introduced in the pelvic cavity. The laparoscope, connected
through an optic cable fiber to a 250-watt light source (Karl Storz endoscope, Germany),
was placed in the main working channel, and both were introduced into the universal
cannula. Initially, a general visual exploration of the reproductive tract was performed and
some air was insufflated with the help of an air compressor (Oakland High Power,

Mexico) to make more space and to see inside properly.

Fig. 3. Laparoscopy instruments: a) laparoscope, b) universal cannula, ¢) working channel,
d) pyramidal tip plunger, and e) round tip plunger.

After the uterine horns were located, we proceed to prepare the device to perform the Al.
The straw was thawed at 37°C for 45 seconds, and semen viability was confirmed with
the help of a microscope. The straw was placed in the Chapingo device, which was placed
in the area of the instruments at the working channel and introduced in the pelvic cavity
through the universal cannula. Within the pelvic cavity, the needle of the insemination
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device was directed down and the laparoscopic instruments were placed at about 30° to
the dorsal part of the base of the uterine horns (Fig. 4). The needle was introduced
carefully and the semen was placed at the base of the uterine horn ipsilateral to the ovary

where the preovulatory follicle was identified.

After semen application, the instruments were withdrawn from the animal and the heifer
received IM 2 million 1U penicillin G procaine and G benzathine, as well as 4 g
dihydrostreptomycin (Shotapen L.A.®, Virbac, Mexico). The progress of the animals was

monitored for 7 days after laparoscopy.

BU: Body of uterus RUH: Right uterine horn
C: Cervix T: Tail

CD: Chapingo device UC: Universal cannula
L: Laparoscope UB: Uterine bifurcation
PCD: Plunger Chapingo device V: Vagina

R: Rectum VU: Vulva

RO: Right ovary WC: Working channel

Fig. 4. Position of the laparoscopy instruments at the time of semen application at the base
of the uterine horn.

4.3.5 Diagnosis of pregnancy
The return to estrus was recorded 21 + 2 d after insemination, and 30 days after Al,
pregnancy assessment was performed by ultrasound (Aloka Prosound, Japan) equipped

with a 5 MHz linear probe. The heifer was considered pregnant when a fetus was visible

on the screen.
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4.4 Results

The Al procedure by transvaginal laparoscopy was accomplished in nine heifers, requiring
13.7 £ 3.1 min per animal. In all the heifers, it was possible to see both ovaries, the base
of the uterine horns and the oviducts. In one of the heifers, it was possible to see fluid
around the uterine horns, which complicated proper visualization during the Al procedure;
nevertheless, it was possible to place the semen at the base of the uterine horn. In three of
the nine heifers (33%), it was not necessary to insufflate air, as the visualization was
sufficient to complete the artificial insemination procedure. In the heifers in which air was
insufflated, there was an improvement in visualization. In three of the cases, there was
foam around the uterine horns and ovaries, which compromised visualization when the
laparoscope was closer because the foam covered the lens of the laparoscope. This
increased the time required for insemination (16.7 min on average). Three of the heifers
in which the time required for insemination was increased were more nervous and
restlessness than the other animals, and this situation complicated the Al. None of the
heifers showed any type of complications such as hemorrhage, adhesions or trauma after

the laparoscopy. On days 21 to 23 after insemination, four of the nine (44.4%) heifers

returned to estrus. Finally, by ultrasound, one of the heifers was found to be pregnant (Fig.
5).

Fig. 5. Pregnancy of 30 days obtained by transvaginal laparoscopic insemination.

35



4.5 Discussion

In this study, laparoscopic transvaginal Al allowed the establishment of a pregnancy. The
procedure was technically simple and there were no complications or trauma recorded
during or after it. To our knowledge, there is no information regarding the use of TL for
Al in heifers, although there is information on its use for embryo recovery and transfer in
cattle (Havlicek et al. 2005; Besenfelder et al. 2008), where the technique was used with
satisfactory results. In the present study, the application of semen at the base of the uterine
horn was successful, and the pregnancy results suggest that TL could be a viable
alternative method of performing Al in heifers using SS. However, it is necessary to adjust
the technique to achieve higher pregnancy rates. It is important to mention that TL presents
multiple advantages compared to conventional Al, such as the ability to view several
structures of the reproductive tract such as the uterine horns, oviducts and ovaries, which

increases the potential applications of this technique.
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