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RESUMEN

En este estudio se evalu6 el efecto que ocasiona aplicar progesterona exdgena
sobre el cuerpo IUteo, tres dias después de haber realizado inseminacion artificial a
tiempo fijo (IATF) en vacas Brahman y Brown Swiss situadas, con una edad
comprendida entre 4 y 6 afilos con condicion corporal entre 2,5y 3 en la escala de
las.

Esta investigacion se realizdé en 29 vacas divididas en dos fincas ubicadas en la
zona sur tropical del Ecuador; en una finca con 15 vacas Brahman (n=5 grupo
testigo, n=5 grupo75 mg, n=5 grupo 100 mg) y en otra 14 vacas Brown Swiss (n=5
grupo testigo, n=4 grupo75 mg, n=5 grupo 100 mg). Se realiz6 ecografia para
determinar el crecimiento del cuerpo luteo (CL) de un dia respecto a otro. También
se procedi6 a extraer sangre da la vena coccigea a todas las vacas para establecer

la concentracion plasmatica de Progesterona (P4) ng/ml.

El analisis estadistico para determinar niveles de P4 sérica y morfologia del CL se
efectu6 mediante la prueba ANOVA y para determinar el diagnéstico de prefiez se
realiz6 mediante la prueba chi cuadrado, este diagnostico se realizd con ecografo a
los 60 dias después de la inseminacion, dando como resultado 40 % el grupo
testigo, 44,4 % 75 mg y 50 % el grupo 100 mg. Sin embargo los tratamientos
evaluados no presentaron diferencias significativas entre ellos (P >0.05), por lo tanto
las diferentes dosis aplicadas no interfieren en el desarrollo del CL, por consiguiente

no afecta de forma significativa en los porcentajes de prefiez.
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ABSTRACT

This study evaluated the effect of applying exogenous progesterone on the corpus
luteum three days after artificial insemination at fixed time (IATF) in Brahman and
Brown Swiss cows, aged 4 to 6 years with condition Body weight between 2.5 and
3 on the scale of 1 to 5.

This research was carried out on 29 cows divided into two farms located in the
southern tropical zone of Ecuador; In a farm with 15 Brahman cows (n = 5 control
group, n =5 group75 mg, n =5 group 100 mg) and in another 14 Brown Swiss cows
(n = 5 control group, n = 4 group75 mg, n = 5 Group 100 mg). According to the
chronogram that was established for this purpose, ultrasound was performed to
determine the growth of the corpus luteum (CL) a day over another. It also
proceeded to draw blood from the coccygeal vein in all cows for establish the plasma
concentration of progesterone (P4) ng / ml.

Statistical analysis to determine serum P4 levels and CL morphology was performed
using the ANOVA test and to determine the pregnancy diagnosis was performed
using the chi-square test, this diagnosis was made with an ultrasound at 60 days
after insemination, giving As a result 40% of the Witness group, 44.4% 75 mg and
50% of the 100 mg group. However the treatments evaluated did not present
significant differences between them (P > 5), therefore the different doses applied
not interfere with development of CL therefore not significantly effect on pregnancy

rate.
KEYWORDS
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CAPITULO I: INTRODUCCION

Uno de los mayores problemas en las explotaciones de ganado lechero y carnico
es una mala reproduccién. Bajos porcentajes de fertilidad y altos nimeros de dias

abiertos provocan pérdidas econdmicas muy importantes (Sosa, 2000).

Bo, & Cutaia (s.f) afirma que la actual situacion de la ganaderia exige a los
productores maxima eficiencia para garantizar el retorno econdémico. La
optimizacién de la eficiencia reproductiva es uno de los principales factores que
contribuyen para mejorar las ganancias. A pesar de haber consenso general entre
los productores y técnicos de que la Inseminacion Artificial (IA) es la técnica mas
apropiada para acelerar el avance genético y el retorno econdémico en una
explotacion de cria, el porcentaje del rodeo bovino incluido en estos esquemas en

el mundo continta siendo bajo.

Muchas de las pérdidas embrionarias tempranas son, entre otras razones, el no
reconocimiento de prefiez por parte del Utero por incapacidad del embrién para
evitar la regresion del cuerpo liteo (Hernandez, 2000). Si no se produce este
reconocimiento se produce la desaparicién del cuerpo lateo, a causa de la accion
luteolitica de la prostaglandina PGF2. que proviene del Utero. Luego de esto la vaca
entra nuevamente en estro y vuelve a ser montada o servida por hasta lograr ser
prefiada (Hafez, 1996).

Una baja fertilidad en el hato lechero representa un costo considerable para los
productores y puede deberse a la pérdida embrionaria temprana (Gordon, 2004).

La muerte embrionaria temprana contribuye con la mayor proporcion de pérdidas
de gestaciones (40-60%), la muerte embrionaria tardia lo hace con 10-15% vy la
muerte fetal con 5-15%. Las causas de las pérdidas de gestaciones son de
naturaleza diversa y estan asociadas con la alta produccion de leche, la profundidad
del balance energético negativo, problemas del puerperio, momento de la
inseminacion, las caracteristicas de la dieta, el estrés caldrico, las infecciones

uterinas, factores genéticos y causas endocrinolégicas (Hernandez, 2000).

19

Freddy Fausto Macas Apolo



UNIVERSIDAD DE CUENCA

Con la suplementacion exdgena de P4 se determina el efecto que tiene sobre la
funcionalidad y morfologia luteal en condiciones climaticas tropicales, que

posteriormente incide en los porcentajes de prefiez del hato ganadero.
En este estudio se plantearon los siguientes objetivos:

Objetivo general: mejorar la tasa de prefiez con aplicacion de progesterona
inyectable en el dia tres post inseminacion en Brahman y Brown Swiss y comparar

su comportamiento.
Objetivo especifico:

1. Determinar el crecimiento y funcionalidad del cuerpo luteo después de la
aplicacion de progesterona inyectable tres dias después de la IATF en cada
grupo racial.

2. Determinar el indice de fertilidad en las vacas sometidas al estudio, en

comparacion con el grupo testigo.

CAPITULO II: REVISION BIBLIOGRAFICA

20

Freddy Fausto Macas Apolo



UNIVERSIDAD DE CUENCA

2.1. Endocrinologia del ciclo estral

Lenis et al., (2014) indican que el sistema nervioso esta encargado de la regulacion
de las funciones reproductivas en la vaca; el talamo e hipotdlamo ubicados en el
diencéfalo, contienen los ndcleos neuronales que se especializan en la produccion
de neurotransmisores. Estos nudcleos regulan la sintesis de las hormonas
reproductivas producidas en la hipdfisis y de alli viajan hacia los ovarios para
estimularlos e iniciar la producciébn de hormonas ovéricas. Es aqui cuando

completamos el eje hipotalamo - hipdfisis - génadas.

El mismo autor hace referencia que la FSH estimula la produccion de 17- estradiol
(E2) y el crecimiento de foliculos emergentes, cuyo diametro en promedio es de 3
mm aproximadamente, iniciando el reclutamiento de una cohorte folicular nueva, de
donde sera seleccionado el foliculo que ovulara un occito. Por otro lado, la LH ejerce
un efecto de luteinizacion de foliculos, es decir, ademas de favorecer el crecimiento,
induce cambios celulares intrafoliculares.

Cuando el foliculo alcanza un tamafio mayor de 8 mm, llega a su maximo nivel de
produccion de Ez, el cual viaja por via sanguinea hacia el hipotalamo y alli induce la
estimulaciéon del centro de pico de GnRH para la liberacion de LH, de manera que
esta Ultima se libere masivamente al torrente sanguineo y llegue al ovario a

desencadenar la produccién de progesterona (P4) y la ovulacion (Lenis et al., 2014).

2.1.1. Hipotalamo

El hipotdlamo ocupa solo una pequefia parte del cerebro. Esta consiste en una
region del tercer ventriculo, que se extiende desde el quiasma Optico hasta los
cuerpos mamilares. El hipotalamo es asiento de varios nucleos de neuronas que
establecen relaciones de integracion entre las actividades somaticas y viscerales
del cuerpo, y conectan respuestas ante estimulos provenientes del ambiente. En los
mamiferos, incluido el hombre, todas las funciones organicas estan influidas directa

o indirectamente por el hipotdlamo (Hafez & Hafez 2002).

Las hormonas hipotalamicas son las siguientes: hormona liberadora de

corticotropina CRH, hormona liberadora de tirotropina TRH, hormona liberadora de
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gonadotropina GnRH, hormona liberadora de prolactina PIH, somatostatina y

hormona liberadora de la hormona del crecimiento GRH (lllera, 1994).

2.1.2. Hipofisis
Compuesta por dos partes diferenciadas:

La adenohipdfisis que produce varios de hormonas, de las cuales la hormona FSH
y LH cumplen un papel relevante en el control neuroendocrino del ciclo estral
(Conbarnous, 1988, citado por Bousfield et al., 1994). La FSH es la responsable
del proceso de esteroidogénesis ovarica, crecimiento y maduracion folicular y la LH
interviene en el proceso de esteroidogénesis ovarica, ovulacion, formacion del CL y
mantenimiento del mismo (Hafez, 1996).

La neurohipdfisis almacena la oxitocina producida en el hipotdlamo (Hafez, 1996).
Esta hormona tiene varias funciones entre ellas la regulacién del mecanismo del
parto (Bazer y first, 1983), de la bajada de leche (Tucker, 1994) y del proceso de
lutedlisis (Bazer, 1992).

2.1.3. Ovarios
Son érganos productores de gametos en la hembra, que ademas de producir

hormonas que participan en la endocrinologia del ciclo estral, son responsables de
las manifestaciones fisiologicas en las fases del ciclo. En la mayoria de los casos,
poseen una forma ovoide; sin embargo, debido a los cambios ciclicos que sufren,
su superficie es irregular, y su tamafio varia entre 1 y 10 cm de longitud (Lenis et
al., 2014).

2.1.3.1. Cuerpo lateo
Es una estructura endocrina de color amarillo que aparece como resultado de la

ovulacion de un foliculo. La LH es la principal hormona responsable de los cambios
celulares dentro del foliculo, para que este sea transformado en un cuerpo luteo
(CL). La principal funciéon del CL, es la produccién de P4, hormona que participa en
el mantenimiento de una eventual gestacion. En el caso que la vaca no quede
gestante, el CL debera sufrir lutedlisis funcional y estructural, para iniciar un nuevo
ciclo estral (Lenis et al., 2014).

La descripcion de foliculos se realizara en la Fisiologia del ciclo estral de la vaca.
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2.1.4. Utero
Hafez & Hafez, (2002) describen que el Utero consta de dos cuernos uterinos y un

cuerpo, tiene un tabique que separa los dos cuernos, y un cuerpo uterino
prominente. Ambos lados del Utero estan unidos a las paredes pélvicas y
abdominales por el ligamento ancho.

Como o6rgano hueco, consta de tres capas: mucosa 0 endometrio, muscular o
miometrio y serosa o perimetrio. Es el componente fundamental del aparato genital
femenino que tiene como funcion el asentamiento e implantacion del 6vulo en caso
de ser fecundado, asi como el desarrollo de la placenta y el feto. (Gazquez &
Rodriguez, 2004).

2.2. Fisiologia del ciclo estral de la vaca

2.2.1. Fases del ciclo estral

El ciclo estral se divide en 4 etapas y es el tiempo que ocurre entre dos periodos
estrales, también llamado celo o calor, y varia normalmente entre 17 a 24 dias,
considerandose 21 dias como el tiempo promedio. Ciclos estrales inferiores a este
tiempo se consideran anormales mientras que los mas largos probablemente se
deba a una falla en la deteccién de calores (Duby & Prange, 2004, citado por Rippe,
2009).

2.2.1.1. Estro
Esta fase se caracteriza por la receptividad de la hembra al macho, tiene una

duracion de 2 a 24 horas, la vaca manifiesta inquietud, ansiedad, brama con
frecuencia y pierde el apetito. (McDonald, 1978; Luque et al., 1983, Holy, 1983.,
Bonafos y Ginther, 1995; Hafez 1996; citado por Rutllant et al., 1997.) En esta etapa,
los estrégenos en altas concentraciones provocan un pico de GnRH y en

consecuencia el pico preovulatorio de LH (Kesner et al., 1981 citado por Fink 1988).

2.2.1.2. Metaestro
Esta etapa dura de 4 a 5 dias y es cuando comienza la formacién del cuerpo

hemorragico que posteriormente dara origen al CL, este secretara P4. En esta etapa
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se presenta también la primera oleada folicular, que dard origen a un foliculo

dominante y a varios subordinados (Alarcén & Galina, 2009).

2.2.1.3. Diestro
Esta fase se caracteriza por el predominio del CL. La LH interviene en el desarrollo

y mantenimiento del mismo (Peters et al., 1994 citado por Vizcarra et al., 1997). Su
secrecion pulsétil es necesaria para mantener los niveles de P4 en los primeros 12
dias del ciclo estral (Peters et al., 1994). Posteriormente dicha secrecion pulsétil no
seria necesaria y seria regulada por bajas concentraciones de LH o por mecanismos
independientes de dicha hormona (Wiltbank, 1994).

2.2.1.4. Proestro
Este periodo dura 3 dias, comienza con la regresion del CL del ciclo anterior y

finaliza con la manifestacién del celo. En el momento de la regresion luteal se
produce una rapida disminucion en el peso del CL en el contenido de ADN y en el
tamafio de las células (Zheng et al., 1994).

2.2.2. Dinamica folicular
Del Valle, (2008) define la dindmica folicular como el proceso continuo de

crecimiento y desarrollo de foliculos antrales, que conlleva al desarrollo del foliculo
pre-ovulatorio. Cada onda de desarrollo folicular involucra las siguientes fases
sucesivas: La de reclutamiento, seleccién y dominancia.

De la misma forma Intervet, (2007) considera que para comprender este proceso,
se debe conocer estas etapas, tal como describe a continuacion:

Reclutamiento: las ondas foliculares se ven precedidas de un pequefio pico de
FSH, todos los foliculos que crecen como cohorte contienen receptores especificos
para la FSH y dependen de esta gonadotropina para crecer. En esta etapa, los
foliculos en crecimiento no disponen de un numero suficiente de receptores de LH
para responder a una estimulacion de tipo LH, razén por la cual esta fase del
crecimiento recibe a veces el nombre de FSH dependiente.

Seleccion: por razones que todavia no se comprenden en su totalidad, sélo es
seleccionado un foliculo dominante de la cohorte reclutada por el pequefio pico de

FSH. Una caracteristica definitoria del foliculo dominante parece ser su mayor
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capacidad para la produccion de estradiol. Este adquiere receptores de LH que
permiten que siga creciendo en el entorno con niveles bajos de FSH y crecientes de
LH (Ginther et al., 2000).

Dominancia: tras su seleccion, el crecimiento, la actividad estrogénicay el plazo de
vida de un foliculo dominante son controlados por el patron de pulsos de la LH. Asi,
cualquier cambio en el patron de secrecion de la GnRH vy, por tanto, en el de la LH,
tendra un marcado efecto sobre el crecimiento continuo del foliculo dominante y su
ovulacion. Ahora se sabe que la mayor frecuencia de los pulsos de LH vistos tras
los tratamientos con progestagenos, por ejemplo, prolongaran el periodo de
dominancia de este foliculo de 2-7 dias hasta mas de 14 dias, lo que afecta a la
fertilidad del ovocito (Diskin et al., 2002).

Ovulacién

X ',5 Primera Onda

i Folicutar Tercera Onda
‘»

Folicular

Didametro del foliculo (mm)

PROESTRO I

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21

Figura 1.Representacion esquematica de la dinamica folicular del ciclo estral de
la vaca (Lenis et al., 2014).

2.3. Hormonas de la reproduccién
Se derivan primordialmente de cuatro sistemas u 6rganos principales: varias areas

del hipotadlamo, I6bulo anterior y posterior de la hipéfisis, gbnadas (testiculo y ovario,

incluido su tejido intersticial y CL), Utero y placenta (Hafez & Hafez 2002).
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2.3.1. Estructura de las hormonas
El mismo autor hace referencia que las hormonas reproductivas se agrupan segun

Su estructura bioquimica, en glucoproteinas, polipéptidos, esteroides, acidos grasos
y aminas y de acuerdo su estructura quimica se dividen en:

Proteinas, hormonas polipeptidicas con un peso molecular de 300 a 70.000 daltons,
como la oxitocina, FSH y LH.

Esteroides, derivados del colesterol con un peso molecular de 300 a 400 daltons,
por ejemplo, testosterona, estrogeno y P4.

Acidos grasos, derivados del acido araquidénico, con un peso molecular alrededor
400 daltons, por ejemplo, PGF2u

Aminas, derivados de tirosina o triptéfano, como por ejemplo, la melatonina.

2.3.2. Hormonas hipotalamicas
Para Ramirez (2006)?, las hormonas hipotalamicas se denominan: liberadoras, en

la medida en que su presencia estimula la liberacion o secrecion de las hormonas
producidas por el tejido glandular de la hipdfisis, y en Inhibidoras, en la medida en
gue su accion es inhibir o impedir la liberacion de determinadas hormonas
hipofisarias.

El mismo autor sefiala que las hormonas hipotalamicas identificadas son: CRH:
liberadora de adrenocorticotrofina, TRH: liberadora de tirotrofina, GnRH: liberadora
de gonadotrofinas, STH-RH: liberadora de somatotrofina, Somatostatina: inhibidora
de la somatotrofina, Dopamina: inhibidora de la prolactina y MIH: inhibidora de la
hormona estimulante de los melanocitos. Algunas de esas hormonas hipotalamicas
también son secretadas por otras zonas del encéfalo u otros tejidos del cuerpo.
Debido al enorme mercado potencial para los tratamientos hormonales y las
ventajas econdémicas de su aplicacion, la industria farmacoldgica ademas del
decapéptido natural ha desarrollado diversos analogos y agonistas (producidos
artificialmente) de diversa potencia, como la buserelina sintética. La buserelina es
17 veces mas potente que la GnRH natural debido a su menor tasa de degradacion

y mayor vida media (mayor duracion en circulacion). Otro agonista de la GnRH, el
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fertirelin se obtiene por substitucion de aminoacidos en las posiciones tres, seis y
nueve (Gutiérrez et al., 2005).

2.3.3. Hormonas Adenohipofisiarias
Las gonadotropinas FSH y LH también denominada Iluteotropina, son

glucoproteinas que se sintetizan y liberan en las células cianofilas del I6bulo anterior
de la hipdfisis, bajo la influencia de la GnRH. La accion de las gonadotropinas se
ejerce, como se desprende de su nombre a nivel de las gbnadas estrogeno y P4 en
la hembra, testosterona en el macho (lllera, 1994).

La secrecion basal de FSH y LH es pulsatil, siendo interrumpida por un pico masivo
de LH durante el estro, el cual es disparado por un pico de GnRH, ocasionado por
la mayor liberacion de E2 durante el proestro feedback positivo (Gutiérrez, 2008).
Los agentes opiaceos exdgenos causan disminucion, tanto de la frecuencia como
de los niveles o de los picos de secrecidon de LH. Este hecho puede tener
importancia cuando se relaciona con el estrés y con la consecuente secrecion de
opioides enddgenos; por ejemplo, durante los primeros dias postparto por efecto del
amamantamiento sobre la inhibicion de la funcion reproductiva (Wiliams et al.,
1996).

2.3.3.1. Hormona foliculoestimulante
Estimula el crecimiento y desarrollo de los foliculos ovéricos y la secrecion de la

hormona femenina denominada estrégenos, permitiendo la aparicion del celo en las
hembras. En los machos estimula la formaciébn de espermatozoides por los

testiculos (Ramirez, 2006) .

2.3.3.2. Hormona luteinizante
lllera, (1994) refiere a esta hormona por ser la responsable de la transformacion de

los foliculos preovulatorios en verdaderos cuerpo lateos. Estimula a las células de
la teca del ovario para que produzcan precursores estrogénicos, al comienzo de la
fase folicular, cuando las células de la granulosa solamente poseen receptores para
FSH y no responden aun a la LH. Mediante la accion conjunta de la FSH y los

estrogenos, las células de la granulosa adquieren receptores LH, que responden a
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la estimulacion de la hormona luteinizante. Después de la ovulacion, las células
luteas secretan P4, en respuesta al estimulo de la LH.
En el macho, la LH estimula a las células intersticiales de Leyding para que
produzcan testosterona, esta hormona interviene en la espermatogénesis y
mantiene el aparato reproductor y las caracteristicas sexuales secundarias del
macho (lllera, 1994).

2.3.4. Hormonas esteroides gonadales
Los ovarios y los testiculos secretan primordialmente hormonas esteroides

gonadales. También los 6rganos no gonadales como las glandulas suprarrenales y
la placenta secretan hormonas esteroides en cierta medida. Estas son de 4 tipos:
andrégenos, estrogenos, progestinas y relaxina. Los tres primeros tipos son
esteroides mientras que el cuarto es una proteina. Los ovarios producen dos
hormonas esteroides: estradiol y progesterona y una hormona proteica, la relaxina,

los testiculos secretan una sola hormona, la testosterona (Hafez & Hafez 2002).

2.3.4.1. Estrégenos
Los estrégenos son producidos por los ovarios y, en menores cantidades, por las

glandulas adrenales. Inducen fenébmenos de proliferacién celular sobre los 6rganos,
principalmente endometrio, mama y el mismo ovario. Los estrégenos presentan su
mayor concentracion los primeros 7 dias de la menstruacion. La principal NATURAL
es el 17B-estradiol. Es sintetizada principalmente en las células de la granulosa de
los foliculos dominantes. También en la placenta, corteza suprarrenal y células de
Sertoli en machos (Pascual, I. sf).
Segun Gutiérrez, (2008) los diferentes tipos de estrégenos disponibles en el
mercado son los siguientes:

e 17 B-Estradiol. Estrégeno natural, vida media muy corta (24-36 horas)

e Benzoato de Estradiol. Se caracteriza por ser de vida media corta (3 dias)

e Valerato de Estradiol. Tiene vida media larga, variando entre 7 a 9 dias

e Cipionato de Estradiol. Posee vida media muy larga, entre 10 a 12 dias.
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2.3.4.2. Progesterona
Hafez & Hafez, (2002) describen a la P4 como el progestdgeno natural mas

prevalente y es secretada por células lateas del cuerpo amarillo, la placenta y la
glandula suprarrenal. La secrecion de la P4 es estimulada por la LH principalmente.
Este autor sefala las siguientes funciones:

e Prepara el endometrio para la implantacion mantenimiento de la prefiez, lo
cual aumenta la actividad de las glandulas secretorias en el endometrio e
inhibe la movilidad del miometrio.

e Actla sinérgicamente con los estrégenos para inducir el comportamiento
estral.

e En concentraciones altas, inhibe el estro y la oleada ovulatoria de LH.

e Bearden & Fuquay (1982), agrega que la P4 mantiene la prefiez por
inhibicion de las contracciones uterinas y promocion del desarrollo glandular
en el endometrio y promover el desarrollo alveolar de las glandulas
mamarias. Ademas agrega que tiene acciones sinérgicas los estrégenos y
los progestagenos en la preparacion del Gtero para la prefiez y las glandulas
mamarias para la lactancia.

La P4 natural tiene una vida media muy corta, apenas entre 3-4 minutos, lo que
implica la necesidad de utilizar altas dosis. Una alternativa es imitar la fase luteal
del ciclo, utilizando progestagenos o analogos de la P4, los cuales requieren dosis

menores, sin producir efectos secundarios (Gutiérrez, 2008).

Progesterona

{3,
\

) Luteolisis
Ps

A

[Concentracion de P41

T rrrrrrrrrora
9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21

Dias del ciclo estral

Figura 2. Dindmica de la P4 durante el ciclo estral de la vaca (Lenis, 2014)

29

Freddy Fausto Macas Apolo



UNIVERSIDAD DE CUENCA Jés

5K3E) 31 D)

2.3.5 Prostaglandina
Los prostanoides son metabolitos obtenidos del 4cido araquidénico a travées de la

via metabdlica conocida como ciclooxigenasa. Uno de ellos es la PGF2q, sustancia
con actividad marcada sobre el control del ciclo estral. Estructuralmente es un acido
graso insaturado compuesto por 20 atomos de carbono. Contiene un anillo
ciclopentano y dos cadenas laterales. La PGF2. se produce en el endometrio, siendo
transportada por un mecanismo de contracorriente desde la vena uterina hasta la
arteria ovarica, ejerciendo su accion especifica o lutedlisis sobre el CL del ovario.
También provoca contracciones uterinas favoreciendo el transporte de
espermatozoides y el parto (Gutiérrez, 2008).

Este autor agrega que se han producido analogos de PGF2. natural o analogos
sintéticos (tiaprost, cloprostenol, fenprostaleno), responsables de inducir la lutedlisis
hacia el final del diestro o durante la gestacion (Adams, 2001). El cloprostenol es un
analogo sintético de la PGF2, que posee isomeria Optica D y L, de los cuales, el
isémero D es 3 a 4 veces mas potente que el L porque tiene mayor afinidad por el
receptor; provoca una rapida regresion del CL, al mismo tiempo que estimula la
musculatura uterina y la relajacion del cérvix. La PGF2. también se comercializa
como sal de trometamina (Dinoprost). La Unica actividad atil que desarrolla la PGF2q
0 sus andlogos es la de inducir una lutedlisis prematura y en consecuencia, una
caida de los niveles de P4; al desaparecer el feed back negativo se reanuda una
secuencia de eventos hormonales y ovaricos que deben culminar en un celo

ovulatorio.
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Figura 3. Dindmica de la PGF2. durante el ciclo estral de la vaca (Lenis et al, 2014).

2.4. Sincronizacion del celo y ovulacion
Segun Patterson et al (2000), tomado de Becaluba (2006) la evolucién de los

métodos para el control del ciclo estral en la vaca, puede ser ordenado en 5 fases
distintas. La primera comprende en investigaciones con el sentido de prolongar la
fase lutea a través de la administracion de P4 exdgena. Con el tiempo estos
métodos pasaron a contar con una asociacion de estrogenos y gonadotropinas. La
tercera fase esta caracterizada por la utilizacion de prostaglandinas con el fin de
acortar la fase latea, la cuarta fase seria aquella en la que fueron desarrollados los
métodos con la asociacion de progestagenos y prostaglandinas. La denominada
quinta fase surgi6 por estudios mas recientes de las ondas foliculares que mostraron
que el control del ciclo estral en la vaca requiere la manipulacién no solo de la fase

[Utea sino también del crecimiento folicular.

2.4.1. Sincronizacion con prostaglandina F2a

La PGF2q ha sido el tratamiento comunmente utilizado para la sincronizacion del
celo en bovinos (Odde, 1990). Los primeros estudios mostraron que la madurez del
CL en el momento del tratamiento con PGF2q« influenciaba la respuesta luteolitica y
que la PGF2q no inducia la luteodlisis de manera efectiva durante los primeros 5 a 6
dias después del celo. Ademas, en los bovinos en los que la lutedlisis no se
producia, el comienzo del celo se distribuia por un periodo de 6 dias (Macmillan &
Henderson, 1984).
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Si se administra PGF2q cuando el foliculo dominante de una onda se encuentra en
la ultima fase de crecimiento o en la primera fase estética, la ovulacion se producira
entre 3 y 4 dias. Por otro lado, el tratamiento con PGF2q administrado cuando el
foliculo dominante se encuentra en la fase estatica media a tardia es decir cuando
no es viable, producira la ovulacion del foliculo dominante de la préxima onda
folicular entre 5y 7 dias mas tarde (Kastelic & Ambrose, 2004). EI mismo autor
agrega también que este intervalo refleja el tiempo necesario para que el foliculo
dominante de la onda nueva crezca y se desarrolle con un tamafio preovulatorio y
afirma que la deteccion eficaz del celo es esencial para lograr altas tasas de prefiez
en programas de IA.

El tiempo que transcurre desde su inyeccion hasta el inicio del celo suele fluctuar
entre 2 y 5 dias y depende en cierta medida del estado de desarrollo del cuerpo
liteo, pero principalmente de la dindmica folicular o tamafio del foliculo al momento
del tratamiento. Por ejemplo, si al momento de colocar la PGF2. se encuentra
presente un foliculo preovulatorio no atrésico, la expresiéon del celo y la ovulacién
se dara en menos de 48 horas; mientras que si se encuentra en etapa de desviacion
hacia la dominancia, éste requerird del tiempo necesario para su desarrollo final y
maduracion; por lo tanto la expresion del celo puede variar entre 48 a 96 horas. Si
la vaca se encuentra en etapa de reclutamiento de una nueva onda folicular, el

tiempo para la expresion del celo puede demorar hasta 120 horas (Gutiérrez, 2008).

2.4.2. Protocolos con GnRH
Estos protocolos de tratamiento consisten de una inyecciéon de GnRH seguida de

PGF2q 7 dias mas tarde y una segunda inyeccion de GnRH 48 horas después del
tratamiento con PGF2a. En los protocolos Co-Synch, las vacas son inseminadas a
tiempo fijo al momento de la segunda GnRH (Geary et al., 2001), mientras que en
los protocolos Ovsynch, las vacas son inseminadas a tiempo fijo 16 horas después
de la segunda GnRH (Pursley et al., 1995). Varios reportes demostraron que los
protocolos Ovsynch producen tasas de prefiez similares a las que se obtienen en
las vacas que fueron sincronizadas con PGF2q e inseminadas 12 horas después de

detectado el celo (Burke et al., 1996). Por lo tanto, esta técnica se utiliza en gran
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medida para inseminar vacas de leche, la utilizaciéon del protocolo Ovsynch no tuvo
éxito para sincronizar las vacas en anestro posparto (Caravielo et al., 2006).

Este protocolo induce aparentemente la ovulacion en un alto porcentaje de vacas
de leche en anestro, pero algunas de estas vacas tienen una fase luteal posterior
mas reducida (Gumen et al., 2003), lo que produce tasas de concepcidon menores
gue en las vacas ciclicas (Moreira et al., 2001). En los ultimos afios, varios grupos
de los Estados Unidos han combinado la utilizacién de un dispositivo de liberacion
de P4 con el protocolo Ovsynch en vacas de leche no ciclicas. En este protocolo,
las vacas tienen el dispositivo de liberacion de P4 colocado en la vagina en el
momento en que se coloca la primera inyeccion de GnRH del protocolo Ovsynch y
el dispositivo se retira durante el tratamiento con PGF2.. (Pursley et al., 2001). Una
revision reciente se demostré que los resultados varian sorprendentemente, pero

en general las diferencias rondan en el entre el 6 al 8% (Stevenson et al., 2006).

2.4.3. Tratamiento pre-synch ovsynch

Se ha demostrado recientemente que la fase del ciclo estral en el momento en el
gque se administra la GnRH afecta los resultados del programa Ovsynch
(Vasconcelos et al., 1999). Si se administra GnRH durante la primera fase de
crecimiento del foliculo dominante, es posible que no se produzca la ovulacion en
respuesta a liberacién de LH, en cuyo caso, no se sincronizara la emergencia de la
onda folicular.

Moreira et al., (2001) sugirieron que los bovinos responderan de manera mas
consistente a los protocolos con GnRH si éstos se inician entre los dias 5y 12 del
ciclo; esto se puede lograr con la pre-sincronizacion antes de la primera inyeccién
de GnRH. Se ha demostrado que la pre-sincronizacién con una o con dos dosis de
PGF2. (con una diferencia de 14 dias) mejora las tasas de prefiez en los protocolos
de IATF con GnRH. Sin embargo, es poco probable que los tratamientos con PGF2q
mejoren la reproduccion en vacas de leche no ciclicas, lo cual parece ser el caso
segun estudios previos (Moreira et al., 2001). Ademas, con este tratamiento no

pudimos mejorar las tasas de prefiez en las vacas de leche en lactancia en un
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sistema pastoril, al mismo nivel que cuando se le agrego al Ovsynch la insercion de

un dispositivo de liberacién de P4 entre los Dias 0y 7 (Veneranda et al., 2008).

2.4.4. Utilizacion de dispositivos de liberacion de progesterona
La utilizacion de dispositivos intravaginales o subcutaneos para la administracion de

progestagenos representa un meétodo sencillo y efectivo. La hormona presente en
estos dispositivos es liberada en forma lenta y progresiva siendo absorbida por los
tejidos adyacentes, pasando al torrente circulatorio y bloqueando el estro y la
ovulacion (Soto, 2001).

Estos productos actian como un CL exdgeno, que igualmente inhibe la secrecion
de gonadotropinas y por lo tanto, el desarrollo folicular. Al retirar los tratamientos,
cesa el bloqueo progesterénico sobre el hipotdlamo, desencadenando la liberacion
de gonadotropinas y el inicio de un ciclo normal, ovulatorio y potencialmente fértil;
la respuesta es valida, incluso en etapas tempranas del postparto lo que permite
acortar los intervalos de anestro postparto en vacas doble propdsito (Gutiérrez et
al., 2008), tanto en vacas multiparas como en las de primer parto.

Gutiérrez et al.,, (2006) subraya que los tratamientos con progestagenos que
incluyen estrégenos en el protocolo, permiten la sincronizacién de la ovulaciéon y el
establecimiento de la IATF en ganaderias doble propdésito, con tasa de prefiez
similar a la obtenida al celo detectado. Esa respuesta permite prescindir de la
deteccion del celo, que representa la principal limitante para el éxito de la IA.

2.4.5. Protocolo con gonadotropina corionica equina
La hormona gonadotropina coriénica equina (eCG), se descubri6é cuando la sangre

de yeguas prefiadas producia maduracion sexual en ratas inmaduras. La eCG es
una glucoproteina con subunidades alfa y beta similares a las de la LH y FSH, pero
con un mayor contenido de carbohidratos especialmente &cido sialico (Hafez &
Hafez 2002).

La eCG tiene accion de FSH en mayor grado y LH en menor grado. Estimula el
crecimiento de los foliculos gracias a su efecto FSH y ayuda, en menor medida, en

el proceso de ovulacion.
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En protocolos para IATF se trabaja en una sola dosis, este producto esta indicado
cuando se trabaja con vacas con cria al pie, vacas y novillas en condicion corporal
comprometida y/o novillas que teniendo el peso y la edad aun no ciclan (Hafez &
Hafez 2002).

La utilizacion de 400 Ul de eCG al momento de retirar el dispositivo de liberacion de
P4 dio como resultado un aumento en la concentracion de P4 en plasma y en las
tasas de prefiez en vacas amamantadas tratadas durante el anestro posparto
(Baruselli et al., 2004).

Jiménez, (2014) sefiala que los protocolos de sincronizacion a tiempo fijo que
combinan GnRH, P4, vy prostaglandinas normalmente alcanzan resultados
reproductivos oOptimos, en casos de animales comprometidos metabdlicamente
estos resultados pueden verse alterados. El impacto de factores externos (estrés
por calor) o momentos fisiolégicos concretos, como pueden ser el posparto
temprano, una nutricién deficiente, una baja condicién corporal, el anestro o incluso
Su uso en vacas primiparas, pueden reducir drasticamente las tasas de prefiez de
estos animales sincronizados. Es en este tipo de situaciones donde la
administracion de eCG ha cobrado especial importancia a nivel de explotacion.

En resumen, el autor destaca que la eCG se utiliza en medicina bovina para mejorar
la actividad reproductiva de los animales, ya que debido a sus propiedades se ha
comprobado que:

« Mejora la eficiencia reproductiva aplicada en etapas de posparto temprano.
En un estudio reciente, administrada a dia 6 posparto permitio reducir en 26
los dias abiertos (de 130 a 124).

o Aumenta las tasas de ovulacion y de prefiez de vacas no ciclicas.

e Usada como parte de los protocolos de sincronizacion para inseminaciéon a
tiempo fijo mejora la tasa de concepcidon en vacas con retraso en
la ovulacion y mejora el desarrollo y la supervivencia embrionaria.

e« Se puede utilizar en protocolos de sincronizacién para receptoras de
embriones mejorando los resultados de la técnica.

« Administrada dias después de la ovulacion actia sobre las células luteales

grandes, lo cual se traduce en un aumento de los niveles
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de progesterona durante la fase luteal tras la inseminacion. Esto se traduce
en un mayor bienestar embrionario en caso de quedar gestante el animal,

pudiendo reducir las pérdidas embrionarias tempranas.

2.4.6. Regulacion de la progesterona sintesis y accion en el cuerpo luteo
bovino
El CL es una glandula endocrina transitoria formada por las células secretoras del

foliculo tras la ovulacion. La funcion principal de CL es la produccion de P4, que
regula diversas funciones de la reproduccion, juega un papel clave en la regulaciéon
de la duracion del ciclo estral y en la implantacion del blastocisto. EI aumento
preovulatorio de LH es crucial para la luteinizaciéon folicular de células y el
mantenimiento del CL, sin embargo, el CL es menos dependiente de la estimulacion
de la LH durante la fase Iutea temprana. Desde el principio, el CL requiere el apoyo
luteotrépico para su crecimiento y desarrollo, los otros factores apoyan la funcién de
la LH para mantener el desarrollo y funcionamiento del CL. De hecho, se constaté
que, las prostaglandinas 12 y E2, la oxitocina, noradrenalina y los factores de
crecimiento estimulan de manera eficiente la sintesis de P4 en el CL temprano
bovino. (Niswender et al., 2000, Rekawiecki, 2008, citado por Castafieda, 2011).

2.4.7. Regulacién molecular de la sintesis de progesterona en el cuerpo lUteo
El colesterol, que puede obtenerse de la dieta o ser sintetizado y transportado a los

ovarios las lipoproteinas (HDL y LDL) es un precursor de la sintesis de esteroides.
La P4, entre otras hormonas esteroides es el regulador fisioldgico mas importante
implicado en la vida del CL y la implantacion del blastocisto. La esteroidogénesis
ovarica esta regulada por varios factores que juegan el papel de modulador durante
el ciclo estral (Rekawiecki, 2008).

Castafieda (2011) indica que el primer paso de la esteroidogénesis se produce en
la mitocondria. La proteina que es la maxima responsable del transporte de
colesterol desde el exterior al interior de la membrana mitocondrial es la proteina
esteroidogénica reguladora aguda (StAR). Esta es sintetizada como una proteina
de 37 kDa como precursor y procesado a 30 kDa como proteina madura después

de cruzar la membrana mitocondrial. La interaccion de StAR con el exterior de la
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membrana mitocondrial resulta en un cambio conformacional de proteinas y crea
una StAR's vinculante al colesterol. Ademas de STAR, periféricas y de los
receptores de la benzodiazepina, el ligando natural de este receptor también parece
estar involucrado en la regulacion de la tasa de transporte de colesterol.

El mismo autor agrega que la membrana interna mitocondrial esté relacionada con
el citocromo P450scc, que es el primer componente de la enzima compleja que se
une a la cadena de colesterol para formar pregnenolona. Posteriormente, se
convierte en pregnenolona por 3b-hidroxiesteroide deshidrogenasa / isomerasa (3b-
HSD), asociado con el reticulo endoplasmatico liso. La LH es aceptada como el
regulador mas importante de la esteroidogénesis luteal, aunque este proceso
también esta regulado por otros factores luteotropicos. Los receptores de
membrana de LH se encuentran principalmente en las células luteas pequefias. La
union de LH a su receptor, activa al cAMP-dependiente de la activacion de la
proteina kinasa A (PKA) y aumenta la produccion de P4. La cantidad de receptores
para LH varia en el curso del ciclo estral. Es bajo en los primeros y ultimos dias del
ciclo estral y alto a mediados del ciclo. (Niswender, 2002, Cameron & Stouffer, 1982,
Rekawiecki, 2008, citado por Castafieda, 2011).

2.4.8. Regresion luteal
Cunningham, (2003) sefiala que la regresion del CL es importante en los grandes

animales domésticos no gestantes para que puedan entrar de nuevo en un estado
potencialmente fértil tan pronto como sea posible. La duracion del CL después de
la ovulacion debe ser la suficiente como para permitir la sintesis y liberacién, en una
gestacion incipiente y en desarrollo, de factores que permitan su mantenimiento y
sin embargo, lo bastante corta para que un animal no gestante pueda retornar lo
antes posible a un estado fértil. En los grandes animales domésticos, la fase
luteinica dura alrededor de 14 dias en ausencia de gestacion, lo que permite a estos
animales completar ciclos a intervalos relativamente frecuentes.

La PGF2q Y la prostaglandina E se han utilizado como tratamiento clinico para inducir
lutedlisis en perras y leonas para tratar pidmetras o para inducir abortos. En

animales domésticos de gran tamafo, la regresion del CL se inicia gracias a la
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sintesis uterina y posterior liberacion de PGF2. alrededor de 14 dias después de la
ovulacion, cuyo paso del Utero al ovario se piensa que se produce a través de una
transferencia contracorriente a nivel local o mediante transferencia sistémica
general. (Cunningham, 2003).

Se cree que el transporte de la PGF2q, del utero hacia el CL, se hace desde las
venas uterinas hacia la arteria ovarica por un mecanismo de contracorriente. La
PGF2, se libera en una serie de 5 a 8 pulsos, los cuales ocurren a intervalos de 6 a
8 horas y comienzan inmediatamente antes de la regresion luteal. (Convey &
Hansel, 1983, Hernandez et al., 2008, citado por Castafieda, 2011).

La sintesis de PGF2., por el endometrio es maxima al momento de la lutedlisis.
Este proceso se inicia hacia el dia 11-13 en el ovino y hacia el dia 16-17 en el bovino,
porcinos y equinos. La secrecion de esta hormona se realiza en pulsos pequefios
cuya intensidad va aumentando a medida que avanza el proceso luteolitico. El
efecto de la PGF2. sobre el CL es multiple, sobre las células luteales grandes, la
PGF2. estimula la exocitosis de los granulos citoplasmaticos que contienen grandes
cantidades de oxitocina (Ox). Las células luteales sintetizan PGF2,, posiblemente
por estimulo de la PGF2. endometrial (Mann & Lamming, 2006, Hernandez et al.,
2008, citado por Castafieda, 2011).

2.5. Fisiologia de la gestacién

2.5.1 Gestacion

Rivera, (2012) describe que la mayoria de los mamiferos son viviparos, por lo que
el desarrollo embrionario y fetal se lleva a cabo en el Gtero. Este periodo de
desarrollo uterino se denomina Gestacion, en el tienen lugar diferentes cambios de
adaptacion del tracto reproductivo de la madre para el correspondiente
mantenimiento nutricional y crecimiento del feto, asi como la sincronizacién de los
distintos mecanismos necesarios para que el feto llegue en buenas condiciones al

parto.
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Del eyaculado depositado dentro del tracto reproductivo, solamente un pequefio
grupo de espermatozoides capacitados alcanzan el ovocito después de pasar a
través del “cumulus oophorus” formado principalmente por las células de la
granulosa y &cido hialurénico. Este ultimo paso se logra gracias a la motilidad
hiperactivada adquirida durante la capacitacion y por la accion de la proteina PH-20
localizada en la membrana plasmatica del espermatozoide que posee un dominio
con actividad hialuronidasa (Velasquez, 2004).

El espermatozoide tiene que atravesar las células del cumulo ovigero en
desintegracion, la corona radiada, las células de la zona pellcida (ZP), el espacio
perivitelino y membrana vitelina para llegar al ooplasma (citoplasma celular). Las
células del cumulo ovigero y especialmente las de la corona radiada guian al
espermatozoide hacia el oOvulo. La acrosina producida en el acrosoma del
espermatozoide hace una hendidura en la zona pellcida para que penetre por
espacio de 30 minutos (Schroeder, 1999).

Para los espermatozoides depositados en el tracto de la hembra, la ZP es la ultima
barrera que deben atravesar para fertilizar al évulo. En la penetracion de la ZP
interviene probablemente un mecanismo mecénico y otro enzimatico. En el primero
las fuerzas generadas por el movimiento hiperactivo ayudan al paso del
espermatozoide a través de la ZP. En el segundo, las enzimas liberadas durante la
reaccion acrosomal (RA) hacen una abertura en la ZP, a través de la cual el

espermatozoides pueden penetrar (Galina & Valencia, 2006).

2.5.2. Implantacién
La implantacion embrionaria es un proceso complejo, que comprende una serie de

etapas que comienzan con la fijacién del blastocisto al Gtero y termina con la
formacion de la placenta definitiva. Para que la implantacion tenga éxito, se requiere
de una comunicacion entre el embrién y el endometrio a través de una serie de
sefales moleculares y celulares que conllevan finalmente a una sincronia entre el
desarrollo del embrion y una compleja serie de eventos inducidos en el Utero por los

estrogenos y la P4 (Pefa et al., 2007).
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Las interacciones embridon-endometrio solo pueden iniciarse cuando el embrién y el
endometrio han alcanzado un estado de madurez preciso, el embrién debe estar en
la fase de blastocisto y en el endometrio y para que sea receptivo deben haber
ocurrido cambios que dependen principalmente de hormonas. (Kennedy et al.,
2007).

El proceso de implantacion del blastocisto en los mamiferos es muy variable, sobre
todo en el grado de invasion del trofoblasto al endometrio. En algunas especies hay
poca o ninguna invasion de células trofoblasticas en el endometrio, mientras que en
otros la invasién es extensa. En aquellas especies con limitada, o poca invasion, el
endometrio sufre pocos cambios en respuesta a la implantacion. (Kennedy et al.,
2007).

La implantaciéon del embridn en especies rumiantes incluye aéreas carunculares e
intercarunculares del endometrio uterino. Primero ocurre una fijacion transitoria,
mientras el embridbn bovino y ovino desarrolla vellosidades en forma de dedos
(papilas) que se proyectan en el interior de la luz de las glandulas uterinas. Estas
papilas proporcionan un ancla temporal y una estructura absorbente para el embridn
mientras progresa una implantacion mas completa. La pérdida o la reduccion de la
altura de las microvellosidades de la superficie trofoblastica permiten un contacto
cercano de la superficie con las microvellosidades del epitelio uterino. Este ultimo
se comprime hacia la superficie trofoblastica inter bloqueandose con las
proyecciones citopldsmicas en la superficie del trofoblasto hasta que las
microvellosidades del trofoblasto vuelven a desarrollarse, formando una adhesion

mas compleja (Spencer et al., 2007).

2.5.3 Reconocimiento materno embrionario
Lenis et al., (2014) indica que este proceso constituye en uno de los eventos de

mayor importancia en la reproduccion, siendo el proceso fisioldgico por cual un
embrion, mediante sefiales moleculares, anuncia su presencia a su madre, con el
fin que esta no inicie los procesos luteoliticos, que producirian muerte embrionaria
temprana. Este proceso esta regulado por multiples sefiales celulares y endocrinas

entre el embrién, el endometrio y el CL.
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El embridn debe sintetizar una sustancia que sea capaz de bloquear la lutedlisis y
de modificar el ambiente endometrial, con el fin de crear condiciones ideales para
su adhesion e implantacion. Esta molécula en la vaca, es el interferon trofoblastico
bovino (bINT-1), llamado asi por el sitio de produccién, pues se sintetiza en las
células trofoblasticas del embrion.

A decir del mismo autor, los mecanismos por los cuales el bINT-T favorece el inicio
de una gestacion, son:

o Disminuye la sintesis del principal factor luteolitico en la hembra PGFzq,
producido en las células endometriales epiteliales bovinas (CEEP). Esta
disminucién en la produccién, busca que los procesos luteoliticos no se den,
y el CL siga produciendo P4.

« Favorece la sintesis de PGF2. en las células endometriales estromales
bovinas (CEES), también es la responsable de iniciar los mecanismos
luteoprotectivos como: la vasodilatacion, la angiogénesis, la quiescencia
uterina, la receptividad uterina, entre otros.

« Disminuye la transcripcion del receptor de oxitocina en las CEEP, lo que
reduce la produccion de la PGF2.

El bINT-T es la molécula de mayor importancia en la ventana de reconocimiento
materno embrionario, ya que debe inhibir los procesos luteoliticos desde antes que
estos inicien. Esta se sintetiza y se secreta en altas concentraciones, entre los dias
13 y 17 en promedio en la posfertilizacion; sin embargo, los niveles permanecen

altos en promedio hasta el dia 27 de la prefiez (Lenis et al., 2014).

2.5.4. Alteracion en proceso fecundacion implantacion
Ayalon, (1978) citado por Hernandez (2000), indica que alrededor del 90% de los

ovocitos son fertilizados después de la monta o inseminacion; sin embargo, una alta
proporcion de estas gestaciones se pierden. La muerte de embriones antes del
reconocimiento materno de la gestacion (dias 16 a 19) es considerada como muerte
embrionaria temprana. La que ocurre entre el reconocimiento materno de la

gestacion y el momento en que se ha completado la organogénesis (alrededor del
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dia 42), se denomina muerte embrionaria tardia, y la pérdida de la gestacién
posterior al dia 42 se llama muerte fetal.

La mortalidad embrionaria temprana se da cuando el 25% o mas de embriones que
pasan por el oviducto hasta llegar al Utero no terminan de desarrollarse, esto ocurre
durante las primeras tres semanas de la gestacion, pero si este evento ocurre antes
del dia 16-17 es normal que la vaca repita un nuevo ciclo estral (Gordon, 2004).

En animales ciclicos el periodo de vida del CL es corto, surgiendo posterior a la
ovulacion (dia cero) por la luteinizacion de las células de la granulosa y la teca
interna y desapareciendo alrededor del dia 18, producto del efecto luteolitico de la
PGF2a.

El embrion produce proteinas acidicas y el endometrio de la vaca prefiada produce
acido linoleico que inhibe la sintesis de prostaglandina endometrial; estos niveles
de &cido linoleico y araquidonico son mas altos en vacas prefiadas, lo que influye
en el reconocimiento materno, esto ocurre entre el dial6 y 19 de la prefiez (Hafez
& Hafez 2002).

2.5.5. Suplementacién con progesterona después del servicio
Las bajas concentraciones de P4 en las fases tempranas del ciclo, producen fallas

en el mantenimiento de la prefiez (Green y col., 2005; Spencer et al., 2007, citado
por Gutiérrez, 2008).

Los embriones que se desarrollan en un ambiente con concentraciones adecuadas
de P4 producen grandes cantidades de interferén Tau, que es la sefial embrionaria
para el mantenimiento de la gestacion y factor antiluteolitico en las vacas. Esto
favorece la implantacion y la prefiez (Mann y Lamming 2001, Mann et al., 2006,
citado por Gutiérrez, 2008).

Segun la dosis y el momento de su administraciéon la P4 puede desencadenar o
inhibir la ovulacién. La P4 constituye un factor indispensable para la regulacién de
la gestacion; para ejercer esta accidn necesita que previamente haya actuado la
foliculina. Una vez realizada la fecundacion inhibe las ovulaciones posteriores
(Derivaux, 1982).
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Durante la fase luteal temprana, el CL aumenta de tamafio y peso para alcanzar un
maximo en el dia 7, mientras los niveles de P4 contindan elevandose hasta obtener
un valor maximo al 10° dia. La produccion de P4 por el CL se puede apreciar
determinando los niveles plasméticos que seria indicativo del nivel hormonal al que
esta sujeto el individuo. En un muestreo realizado en vacas, se reporta un nivel
promedio de P4 en plasma de 6,6 ng/ml en la fase luteal del ciclo (McDonal & Pineda
1991).

2.6. Principios béasicos de ecografia

2.6.1. Ecografia reproductiva

La ecografia es una técnica inocua que ofrece excelentes ventajas para el
diagnéstico precoz de gestacion a partir del dia 20 pos inseminacion; sin embargo,
es mas préactico y tiene menos falsos negativos cuando se hace en el dia 30 pos
inseminacién. Entre sus ventajas se encuentra la posibilidad de realizar una
evaluacion mas exacta y objetiva del Utero y ovarios que mediante la palpaciéon
rectal (Hernandez, 2009).

2.6.1.1. Fundamento fisico
Su funcionamiento se basa en la emision y recepcion de ondas sonoras de alta

frecuencia (no audibles para el oido humano) desde un transductor de ultrasonido
(US) o sonda, que se introduce en el recto a través de cuyas paredes se examinan
los 6rganos reproductivos de la vaca. Los impulsos de US son emitidos y dirigidos
hacia el érgano evaluado gracias a los movimientos y variacion del angulo del
transductor dirigidos por el operador. Estos impulsos viajan a través de los tejidos a
una velocidad constante hasta encontrar un érgano en cuya superficie “rebotan” y
regresan en forma de eco al transductor (Perea, 2005).

El US se define como aquel sonido que tiene una frecuencia mayor de la que puede
ser oida por los seres humanos. Nuestro oido detecta un rango de frecuencias
comprendido ente los 15.000 y los 20.000 Hz. Se denomina ultrasonido a cualquier
sonido que tiene una frecuencia mayor de 20.000 Hz. (Diaz, 2000 citado por Diaz,
2007).
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2.6.1.2. Frecuencia
Las frecuencias mas comunmente usadas en la evaluacion de los dérganos

reproductivos de grandes animales como la vaca son 3.5, 5,0 y 7,5 MHz. Las
estructuras relativamente pequefias, como los foliculos ovaricos localizados mas
proximos del transductor se pueden estudiar con una frecuencia entre 5,0 y 7,5
MHz. Por el contrario, grandes estructuras localizadas cerca del transductor tales
como fetos y uUteros de mediana y avanzada gestacion, se observan mejor con
frecuencias de 3,5 MHz (Perea, 2005).

Cuanto mayor sea la frecuencia menor sera la profundidad que alcance el US
(mayor atenuacioén), pero mayor serd la resolucién o definicién de la imagen. Por
tanto, los transductores de alta frecuencia se utilizaran para el estudio ecografico de
estructuras superficiales o de animales de pequefio tamafio, mientras que para
poder valorar estructuras profundas habra que emplear frecuencias mas bajas,
incluso a costa de una disminucién de la resolucion (Bartrun, 1977, citado por Diez,
1992).
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Figura 4. Emisidn y recepcion de ondas de US desde un transductor a érganos
reproductivos (Perea, 2005).

2.6.2. Formatos de imagen
Diez Bru (1992) manifiesta que existen tres formas distintas de representar la

informacion recogida por el ecégrafo:

2.6.2.1. Modo A (Amplitud)
Se utiliza un solo haz de US y la informacion recogida es representada en gréaficas.

El eje vertical representa la distancia y el eje horizontal la amplitud de los ecos.

Ofrece poca informacién y practicamente no se utiliza.

2.6.2.2. Modo B (Brillo)
Es el formato mas utilizado y conocido. Se utilizan multiples haces emitidos

secuencialmente y se obtienen imagenes bidimensionales en movimiento. El brillo
del punto es proporcional a la amplitud del eco y la posicién al tiempo de recepcidn.

El conjunto de los puntos reproduce un corte anatémico de la region examinada.

2.6.2.3. Modo M (Movimiento)
Se trata de una variante del modo B en la que se utiliza un solo haz de ultrasonido.

Se obtienen imagenes unidimensionales en movimiento.
Alo largo de la linea que representa el haz ultrasénico se observaran los ecos como

puntos de brillo de distinta intensidad, siendo la distancia también proporcional al
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tiempo que tardan en ser recibidos. Esta linea de puntos es presentada en el monitor

de forma continua a lo largo del tiempo, avanzando la imagen hacia la derecha.

2.6.3. Ecografia tridimensional

Rivera et al., (2005) citado por Tejero, (2008) sefiala que | ecografia 3D emplea sondas
especificas, que realizan el rastreo y la captura de la imagen, de manera rapida,
consiguiendo la exploracioén en los tres planos del espacio (largo, ancho y espesor), a partir
de los que se elaboran laimagen tridimensional. Por lo tanto la ecografia 3D esta basada en
la obtencién del volumen fetal (modo V), lo cual supone disponer de mas informacién con

respecto a la ecografia tradicional (2D) que reporta imagenes en dos planos.

Ademas indica que la utilidad y posibles aplicaciones de la 3D, surgen de los
diferentes modos de captura y procesamiento de la imagen:

e Modo superficie: es la forma méas difundida de la ecografia 3D. Con ella
podemos obtener con precision la imagen y detalles superficiales de la
estructura que queramos explorar.

e Modo esqueleto: aunque el modo superficie permite localizar estructuras
Oseas, este modo esta disefiado, especificamente, para una exploracion
O0sea mas precisa.

e Modo reconstruccion multiplanar: en el cual se despliegan los tres planos
ortogonales bidimensionales en una misma altura del corte (se puede
desplazar a lo largo de cualquiera de los ejes para ubicar un punto
determinado dentro de un volumen o “navegar” dentro de él).

e Modo de representacion 3D en tiempo real o 4D: mostrando imagenes

tridimensionales en movimiento.

2.6.4. Ecografia en cuatro dimensiones o 4D
La ecografia 4D es la ecografia 3D en movimiento, lo que permite observar, casi en

tiempo real, las estructuras en movimiento y por tanto los movimientos fetales. Para

46

Freddy Fausto Macas Apolo



UNIVERSIDAD DE CUENCA

su obtencion se emplea la sonda 3D, la diferencia sustancial respecto de la
ecografia tridimensional es que reconstruye la imagen en 4D y a tiempo real.

La denominacion de la técnica obedece a que hay cuatro dimensiones involucradas:
tres espaciales (el volumen) y una temporal (el momento en que se obtuvo el
volumen). Las cuatro dimensiones que muestra la ecografia son ancho, largo,
espesor y tiempo. Permite la proyeccion de hasta 25 imagenes por segundo en
planos tridimensionales. Mientras la tecnologia 3D consiste en la reconstruccion de
la imagen a través de la computadora de manera estatica, el ecografo 4D permite

observar las imagenes 3D en movimiento (Freire, 2004 citado por Tejero, 2008).

2.6.5. Efecto doppler
Se basa en el cambio de frecuencia que se registra en cualquier onda cuando es

reflejada (o también producida por un emisor) por un componente en movimiento.
En el caso de los ecocardiografos, el principal componente en movimiento a
observar es la sangre circulante. Y es su microprocesador el que calcula en unos
nanosegundos la velocidad del flujo de la sangre, a partir de la medida de las
diferencias entre la frecuencia de retorno del eco y la frecuencia emitida por el
transductor, asi como el angulo conformado por ambos haces, asumiendo como
constante la velocidad del US en la sangre estatica. (Freire 2004, citado por Tejero,
2008).

2.6.6. Tipos principales de transductores

2.6.6.1. Transductores lineales

Tienen los cristales alineados a lo largo del transductor. La estimulacién secuencial
de grupos de cristales produce la imagen en forma de rectangulo y el ancho de la
imagen se corresponde con el largo de la fila de cristales. El transductor es
generalmente orientado en sentido longitudinal. De esta manera, por ejemplo, se
observa el cuerpo del utero en sentido sagital y los cuernos uterinos en un
sentido transversal. Los transductores lineales son los mas usados en reproduccion
porque el recto posee una gran superficie plana especial para trabajar con estos
transductores (Bo, G., & Caccia 2000).

47

Freddy Fausto Macas Apolo



UNIVERSIDAD DE CUENCA !

—
o

3K 1 )

En la vaca es recomendable utilizar sondas lineales de 5,0 MHz, aunque los ovarios,
Utero y gestaciones hasta los 40 dias se ven mejor con las sondas de 7,5 MHz,. Se
aconseja trabajar con sondas de una sola frecuencia, que poseen mejor calidad de

imagenes que las multifrecuencias (Loeza, 2012).

’Haz de US

Figura 5. Disefio de una sonda lineal (Diez, 1992).

2.6.6.2. Transductores convexos
Bo, G., & Caccia (2000) sefialan que estos transductores son los mas modernos.

Los cristales en este caso estan dispuestos de la misma manera que en los lineales,
pero la superficie es convexa y la imagen tiene forma de abanico. Debido a que su
principio es el mismo, la mayoria de las maquinas modernas pueden ser usadas
con transductores lineales o convexos. En general, los transductores convexos son
de gran aplicacion en medicina general de pequefios y grandes animales. También
se utilizan para la aspiracion de foliculos y la obtencion de ovocitos para ser

fertilizados in vitro.

Haz US

Figura 6. Disefio de una sonda convexa (Diez, 1992).
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2.6.6.3. Transductores sectoriales
Producen una imagen triangular con el vértice hacia arriba. La ventaja de estos es

gue necesitan una superficie de contacto pequefia por ejemplo el espacio intercostal
(Bo y Caccia, 2000).

az de US

Figura 7. Disefio de una sonda sectorial (Diez, 1992)

2.6.7. Patrones ecogréaficos
Diez Bru, (1992) Hace referencia que los patrones ecograficos en los modos B y M,

las iméagenes ecogréficas estan formadas por puntos de diferente brillo. Cuanto mas
intenso sea el eco reflejado por una determinada estructura, mas brillante aparecera
en laimagen. A esta intensidad de brillo se le conoce con el nombre de ecogenicidad

utilizandose para describir las imagenes ecograficas los siguientes términos:

2.6.7.1. Hiperecogénico, hiperecoico
Se produce una gran reflexion de US (escasa o nula transmision). Los puntos en el

monitor aparecen con una intensidad de brillo maxima, es decir, blancos gas, hueso
(Bartrun, 1977, citado por Diez Bru, 1992).

2.6.7.2. Hipoecogénico, hipoecoico
Genera pocos ecos y/o de baja intensidad. Cuando en el interior de la estructura

normal existen interfases de menor ecogenicidad que el parénquima circundante.
Ecograficamente es una imagen poco reflectante, color gris oscuro, tipico de las
tendinitis, desestructuracion, inhomogeneidad. Tipica, también, del musculo normal,

hipoecoico respecto del tenddn. (Diaz, 2000, citado por Diaz, 2007).
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2.6.7.3. Anecogénico, anecoico
Ausencia de ecos por no producirse reflexion de US (transmisién completa). Los

puntos apareceran de color negro, por ejemplo; los liquidos (Herring, 1985, citado
por Diez Bru, 1992).

2015 LE760P
S 71%

Hlpoeyo

—

C

»

. LC
Anecogénico

Hiperecogénico

Figura 8. Lenguaje ecografico (El autor)

2.6.8. Ecografia del aparato reproductor de la hembra

El Utero se examina en toda su dimension con cortes transversales, longitudinales
y oblicuos. Si los cuernos estan vacios es relativamente facil su identificacién
mediante la visualizacion en la pantalla de redondeles de 2 a 4 cm de diametro, pero
si la vaca estd en celo, entonces la luz uterina se observa con exudados,
apreciandose una imagen de estrella oscura (anecogénica) en toda la longitud del
cuerno. En la ultrasonografia del Utero es fundamental el analisis de los cambios
morfolégicos durante el ciclo estral de la vaca. El incremento de volumen es
evidenciado por el aumento de vasodilatacion y edema y por la acumulacién de
liquido intrauterino, en el cérvix y vagina. El espesor del Utero comienza a aumentar
3 a 4 dias antes de la ovulacion y disminuye después de esta hasta los 3 a 4 dias
del ciclo, luego permanece sin cambios durante el diestro (Quintela, 2006).

Los foliculos ovaricos apareceran en la imagen como estructuras circulares de color
negro y que normalmente no hacen preeminencia sobre la superficie del ovario

(Quintelas, 2006, citador por Lopez, 2011). Los Foliculos son visibles como
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cavidades negras o anecogeénicas, con un borde muy fino, y a veces de contorno
irregular por la compresion de otras estructuras del ovario. Su tamafio va creciendo
durante el ciclo estral de la vaca a razon de 1.5 a 2.5 mm por dia, llegando e foliculo
dominante a 15-20 mm en el momento previo a la ovulacién (Bellenda, 2002, citado
por Lopez, 2011).

El CL se muestra evidente en imagenes ecogréficas alrededor de los 2 - 3 dias
posteriores a la ovulacion. Esta estructura es hipoecogénica en la vaca, algo oscura
y redondeada con 1,5 a 3,5 cm de tamafio en correspondencia con los estadios del
CL hemorréagico, CL maduro o CL en regresion (Loeza, 2012).

En investigaciones realizadas, entre el 30 y 80 % de los CL presentan cavidad
central de 2 a 20 mm de didmetro con zona anecogénica oscura, probablemente
conformada por el liquido folicular del foliculo que origin6 al CL, y rodeada por tejido
luteal; en estos casos, los CL son fisioldgicos. La concentracion de P4 y el
porcentaje de gestacion no muestran diferencias significativas en vacas con CL con

cavidad en comparacion con los que tienen CL compacto (Loeza, 2012).

{2015 LB760P

wPl  13.2mm

Figura 9. Ultrasonografia de foliculos (El autor)

2.6.9. Diagnostico de gestacion

Bellenda, (2002) se refiere al diagndstico precoz de gestacion en la vaca, que se

puede realizar en forma préactica y rutinaria a partir del dia 25 post-servicio, aunque
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en forma experimental se puede hacer mucho antes. Este diagndstico debe ser
sencillo y rapido, para no generar mucha manipulacién sobre los cuernos, que en
algunos casos puede ser una causa mas de la propia pérdida embrionaria precoz

estimada entre el 5y 15%.

Se dice que el examen ecografico transrectal entre los dias 26 y 33, tiene una
sensibilidad del 97% y una especificidad del 87%. En esta etapa, el embrién mide
aproximadamente 1 cm, y se encuentra en uno de los cortes mas amplios del cuerno
gestante, dentro de un liquido oscuro y limpido, pudiendo identificar los latidos
cardiacos. Pero, después del dia 40, ya se puede diferenciar la cabeza, grupa,
miembros y cordon umbilical (Bellenda, 2002).

03/08/2015 LB760P
12:55 > 60%

Figura 10. Diagndstico de prefiez 40 dias (El autor)

CAPITULO lIl: MATERIALES Y METODOS
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3.1. Materiales

3.1.1. Materiales bioldgicos
15 Vacas Brahman, 14 Brown Swiss, pajuelas de 0,25 ml.

3.1.2. Materiales quimicos
Progesterona (progesterona Mad-4®), dispositivo intravaginal (CIDR®), benzoato de

estradiol (grafoleon®), prostaglandina (Ciclase®), cipionato de estradiol (ECP®),

gonadotropina coriénica equina (Folligon®).

3.1.3. Materiales fisicos
Termo de inseminacién, pistola de inseminacién, catéter, guantes ginecoldgicos,

pipetas, jeringas, botas, overol, centrifuga, ecografo ECM Imago, tubos vacutainer,

agujas vacutainer, eppendorf, jeringuillas, tanque de nitrégeno liquido.

3.2. Ubicacioén
Esta investigacion se realizé en dos haciendas: la Joya, que se encuentra ubicada

en el canton Balao de la provincia del Guayas a una altura de 70 msnm con clima
tropical himedo con una temperatura de 25 a 31°C; y la hacienda Sabayan en la
parroquia Torata del canton Santa Rosa, Provincia de El Oro, lugar que tiene un
clima tropical similar a la hacienda anterior, con una temperatura promedio de 22 °C
a 31 °C que se encuentra a una altura de 55 msnm.

<} e P
Balao Cantén Santa Ros,afv?,' 3

" o
&20va M arenillas

Finca Sabayan d

\#&Camilo Ponce Enriquez

s 8

a8

Figura 11. Ubicacion de fincas donde se realizé la investigacion (Google earth,
2016)
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3.3. Caracteristicas de la unidad de analisis

Este estudio se inicié con 29 vacas, 15 Brahman en la hacienda La joya y 14 Brown
Swiss, en la hacienda Sabayan, todas las vacas fueron seleccionadas con una
condicion corporal de 23 en la escala 1 al 5 (Ferguson et al., 1994), clinicamente
sanas, alimentadas con una dieta basal que consisti6é en pasto saboya 97% sales
minerales 3%. Fueron evaluadas ginecologicamente por ultrasonido antes del

proyecto para descartar prefiez y detectar enfermedades reproductivas.

En el grupo de 75 mg de bovino Brown Swiss durante la investigacion, se excluyo

una vaca por no presentar CL a la observacion con US.

Tabla 1. Distribucion de vacas en los grupos experimentales

La Joya Sabayan
Testigo n=5 Testigo n=5
75 mg n=5 75 mg n=4
100mg n=5 100mg n=5
vacas n=15 vacas n=14

3.4. Metodologia

3.4.1. Protocolo de IATF
Luego de haber seleccionado las vacas para el estudio, se procedi6 a realizar la IATF

a todas las vacas con el mismo protocolo a los tres grupos experimentales.

Tabla 2. Protocolo de inseminacion

Dia Actividad
0 CIDR 1mgy benzoato de estradiol 2 mg

Extraccion CIDR, eCG 400 Ul, prostaglandina
500 mcgy ECP 1 mg

9 IATF
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3.4.2. Aplicacion de progesterona exdgena
En una manga apropiada para el manejo de los animales, se adicioné P4 inyectable
75 mg y 100 mg a dos grupos experimentales, 72 horas después a haber iniciado la

IATF, al tercer grupo no se adicion6 P4 exdgena por ser el grupo control.

La progesterona que se utiliz6 es una hormona natural de larga accién, con una
concentracion de 25 mg por mililitro, alcanza su nivel plasmatico maximo a las 4

horas, manteniendo niveles superiores a 1 ng/ml por cinco dias.

Tabla 3. Protocolo de inseminacion con adicion de P4 exégena

Dia Actividad
0 CIDR 1mgy Benzoato de estradiol 2 mg
- Extraccién CIDR, eCG 400 UlI,
prostaglandina 500 mcg y ECP 1 mg
9 IATF

11 Adicion de P4 exégena (75 y 100 mg)

3.4.3. Andlisis de P4 sérica

De acuerdo a un cronograma que se establecio para el muestreo en los tres grupos
experimentales (Tabla 4), se procedio a extraer sangre da la vena coccigea a todas
las vacas para establecer la concentracion plasmatica. Luego de haber tomado la
muestra, en las mismas fincas donde se efectud el estudio en un lugar apropiado
las muestras fueron centrifugadas a razén de 2000 revoluciones por minuto durante
20 minutos para extraer el plasma y luego verter a tubos ependorf para someterlos

a congelacion hasta su analisis.

Tabla 4. Cronograma de muestreo sanguineo

Tratamientos

Dia3 Dia4 Dia5 Dia6 Dia8 Dia Dia Dia Dia
Pl Pl Pl Pl PI  10PI 12PlI 14 Pl 16PI
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3.4.4. Andlisis morfologico del CL
Para desarrollar esta actividad también se desarroll6 un cronograma para

determinar el crecimiento del CL de un dia respecto a otro. Este procedimiento se
realizé por ultrasonografia transrectal con el ecografo Imago ECM, con sonda lineal

7,5 Mz, el tamafio que se determin0 se expresa en milimetros.

Tabla 5. Cronograma de medicion de CL

Tratamientos
Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia
6 8 10 11 12 14 16

3.4.5. Porcentaje de Prefiez

Para evaluar este parametro se realizé diagnostico de prefiez con el mismo ecografo
que se registroé crecimiento de CL, este diagndstico se realiz6 a los 60 dias post
inseminacion.

Para determinar el porcentaje de vacas prefiadas se utilizé la formula empleada por
Hincapié et al (2008).

Total de vacas prefiadas
x 100

" Total de vacas en el hato

3.5. Variables

3.5.1. Variables independientes
Las variables a considerar son: la adicion de progesterona inyectable a los grupos

experimentales y la no adicién al grupo testigo.

Tabla 6. Variables independientes

Variable Indicador Escala

Grupo 1 0 mg
Progesterona ng/ml Grupo 2 75 mg
Grupo 3 100 mg
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3.5.2. Variables dependientes

En este caso las variables dependientes son: morfologia del CL, nivel de

Progesterona plasmatica y porcentaje de prefiez.

3.6. Disefio experimental y pruebas estadisticas
Para realizar esta investigacion se utilizé un disefio completamente al azar (DCA)

con dos tratamientos con aplicacion de progesterona exdgena a los 3 dias post
inseminacion artificial y otro sin progesterona exdgena post inseminacion.

Se aplico pruebas de normalidad y homogeneidad de las varianzas mediante las
pruebas de Shapiro-Wilk, Levene Kruskal Wallis. Se analiz6 mediante la prueba
ANOVA para determinar los niveles de P4 sérica y morfologia del CL y la prueba
chi cuadrado para determinar el diagndstico de prefiez.
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CAPITULO IV: RESULTADOS

4.1. Niveles de progesterona sérica

Se realiz6 la prueba ANOVA con el objetivo de verificar si existia significancia entre
los tratamientos pero el analisis demostré que no hubo diferencias significativas

entre los tratamientos (P>0,05).

Los datos obtenidos de la P4 plasmatica durante los dias de medicion fueron
analizados su normalidad y la igualdad de las varianzas (Anexo 2, 3, 4 y 5) por

tratamiento y raza.

Al evaluar el efecto de la P4 exdgena aplicada luego de la IA, se determind que no
existio diferencias estadisticas (P > 0,05) entre tratamientos (Anexos 6, 7) sobre los
niveles de P4 sérico en ningun dia de medicién, de tal manera que los valores
plasméticos de P4 en la vacas sin la aplicacion de P4 exdgena o con 75 0 100 mg

de P4 respectivamente, tuvieron un comportamiento similar.

Por otro lado, al evaluar el efecto de la P4 exdgena por razas se determiné valores
mas altos (P < 0,01) en la raza Brown Swiss en los dias 3, 4, 14 y 16 de medicién,
en comparacion con la raza Brahman (Anexos 8 y 9).

Los valores promedios totales de P4 en los diferentes tratamientos y razas asi como

sus combinaciones se muestran en la Tabla 7.
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Tabla 7. Media y error estdndar de la media (X £ EEM) de los niveles promedios
de P4 plasmatica (ng/ml), por tratamientos, razas y sus combinaciones, durante los
dias de medicion.

Dias de Tratamientos
evaluacion Raza Control 75 mg P4 100 mg P4 TOTAL
Brahman 0,8+0,27 0,7 0,14 0,8+0,11 0,8+ 0,10*
Dia 3 ** Brown Swiss 3,4+1,45 5,4 + 3,07 4,0+1,19 4,2 +1,038
TOTAL 2,1+0,812 28+1,52 2,4+0,782
Brahman 1,6 +0,22 1,5+0,18 1,5+0,17 1,5+ 0,107
Dia 4 ** Brown Swiss 5,0+ 1,47 1,8+0,91 8,2+2,578 52+ 1,238
TOTAL 3,3+0,90? 1,6+0,392 49+1,642
Brahman 3,0+£0,23 2,8+£0,47 2,5+0,27 2,8 +0,19A
Dia 5 ** Brown Swiss 48+1,75 46+211 8,6 + 3,25 6,1+ 1,43~
TOTAL 3,9+0,89 3,6 £0,952 5,6 +1,842
Brahman 4,3+041 3,9+0,50 4,2+0,29 4,1+ 0,227
Dia 6 ** Brown Swiss 4,1+ 2,03 4,8 +2,49 7,0+3,18 5,3+1,45°
TOTAL 4,2 +0,982 4,3 +1,062 5,6+ 1,582
Brahman 52+0,25 4,7+0,61 4,7+ 0,56 4,8 +0,27A
Dia 8 ** Brown Swiss 6,1+2,12 3,7+1,83 8,6 +2,89 6,3 + 1,394
TOTAL 5,6 £1,022 4,3 +0,832 6,6 +1,532
Brahman 5,8+0,49 52+0,87 4,5+ 0,64 5,2 + 0,39~
Dia 10 * Brown Swiss 7,3+145 43+2.44 6,7+ 1,36 6,2 +0,97A
TOTAL 6,5+ 0,762 4,8+1,112 5,6 £0,82
Brahman 6,3+0,63 52+1,18 4,3+0,94 5,3+ 0,554
Dia 12 **  Brown Swiss 8,8+1,88 53+2,96 12,5+ 3,43 9,1+1,70~
TOTAL 7,6 £1,022 5,2+ 1,362 8,4 +2162
Brahman 6,3+0,72 58+1,43 4,1+1,03 5,4 + 0,647
Dia 14 * Brown Swiss 8,7+2,08 5,4 +2,46 12,9+ 2,89 9,2+ 1,588
TOTAL 7,5+1112 5,6 £1,262 8,5+ 2,062
Brahman 5,6 £ 0,82 57+1,70 4,3+1,30 5,2+0,73~
Dia 16 * Brown Swiss 10,9+ 1,56 8,4+2,75 14,5+ 2,99 11,5+ 1,498
TOTAL 8,3+ 1,222 6,9 £ 1,522 9,4 +2,292

* Datos que cumplieron una distribucién normal

** Datos que No cumplieron una distribucién normal

ab | etras diferentes en cada fila indican diferencias significativas en los valores totales de Tratamientos y por
dia, segin ANOVA y Kruskal Wallis (P < 0,05)

AB | etras diferentes en cada columna indican diferencias significativas en los valores totales por Raza y por
dia, segin ANOVA y U de Mann Whitney (P < 0,05)
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4.2. Morfologia del cuerpo lateo

En los tres tratamientos evaluados, se midi6 el crecimiento del CL de acuerdo a un
cronograma establecido. Esta medicion se realizé en forma longitudinal vy

transversal al CL y luego se promedio.

Los datos obtenidos del tamafio del CL durante los dias de medicion fueron
analizados su normalidad y la igualdad de las varianzas (Anexo 11, 12, 13y 14) por

tratamiento y raza.

Al evaluar el efecto de la P4 exdgena aplicada luego de la IA, se determind que no
existio diferencias estadisticas (P > 0,05) entre tratamientos (Anexos 14 y 15) sobre
el tamafo del CL en ningun dia de medicion, de tal manera que el tamafio del CL
en las vacas sin la aplicacion de P4 exdégena o con 75 o 100 mg de P4

respectivamente, tuvieron un comportamiento similar.

Al analizar el efecto de la P4 exdgena por razas se determiné valores mas altos (P
<0,001) en laraza Brown Swiss en todos los dias de medicién, en comparacién con

la raza Brahman (Anexos 16y 17).

Los valores promedios totales de P4 en los diferentes tratamientos y razas asi como

sus combinaciones se muestran en la Tabla 8.

Tabla 8. Media y error estandar de la media (X + EEM) del tamafio de CL (mm),
por tratamientos, razas y sus combinaciones, durante los dias de medicién.

TRATAMIENTO

Dias de
mediciéon Raza Control 75 mg P4 100 mg P4 TOTAL
Brahman 15,4 + 0,55 16,8 + 0,37 15,7+0,65 16,0+ 0,32~
Dia6*  Brown Swiss 16,7+060  167+107  191+020 17,6+ 0,478
TOTAL 16,1+ 0,442 16,7 +0,48% 17,4+ 0,652
Brahman 16,1 + 0,52 18,4 + 0,42 17,8+0,68 17,4+ 0,39~
Dia 8 * Brown Swiss 19,3+ 0,63 17,8 + 0,96 20,8+0,77 19,4+ 0,538
TOTAL 17,7+0,652 18,1 +0,462 19,3+0,702
Brahman 13,7 + 3,44 19,1+ 0,32 19,0+0,84 17,3+ 1,29°
Dia10*  Brown Swiss  21,1+0,92 20,3+ 1,60 21,3+1,01 20,9+0,628
TOTAL 17,4+2,08 19,6+0,712 20,2+0,732
Dia 11 * Brahman 17,2 + 0,89 19,6 + 0,80 19,5+0,89 18,8 + 0,55~
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Brown Swiss 22,0+ 0,61 22,8+ 1,65 223+121 22,3+0,628

TOTAL 19,6 £0,962 21,0+0,98 20,9+ 0,842

Brahman 16,3+ 0,91 18,6 + 0,69 176+063 17,5 0,48"
Dia12**  Brown Swiss 21,7 +1,70 21,6 +2,12 21,9+0,98 21,8 0,858

TOTAL 19,0 1,282 20,0 1,078 19,8 0,902

Brahman 15,3+ 0,77 17,6 £0,71 16,8+ 0,53 16,6 + 0,44"
Dia 14 * Brown Swiss  21,1+0,89 20,9+ 1,82 21,1+106 21,0+0,66°8

TOTAL 18,2+1,112 19,0+1,012 18,9+0,912

Brahman 14,3+ 0,78 16,7 £ 0,91 16,0+ 0,43 15,7 + 0,477
Dial6*  Brown Swiss 21,8+ 1,06 21,3+1,84 21,1+0,78 21,4+ 0,658

TOTAL 18,0 1,382 18,7+1,208 18,6 + 0,942

* Datos que cumplieron una distribucién normal

** Datos que No cumplieron una distribucién normal

ab | etras diferentes en cada fila indican diferencias significativas en los valores totales de Tratamientos y por
dia, segin ANOVA y Kruskal Wallis (P < 0,05)

AB Letras diferentes en cada columna indican diferencias significativas en los valores totales por Raza y por
dia, segin ANOVA y U de Mann Whitney (P < 0,05)

4. 3. Diagnostico de prefiez

El diagnéstico de prefiez se realiz6 por ecografia, 60 dias después de haber
realizado la IATF.

Al realizar el andlisis del porcentaje de prefiez de vacas aplicadas P4 exdgena post-
IA, se determiné que no existio diferencias estadisticas (P > 0,05) entre tratamientos
(Anexo 19) y entre razas (Anexo 20), determinando que el porcentaje de vacas

prefiadas con y sin P4 exdgena son similares.
Los porcentajes de prefiez se muestran en las Tablas 9y 10.

Tabla 9. Porcentaje de prefiez de vacas aplicadas P4 exdgena post-1A por
tratamiento

Tratamientos

Estado Fisiolégico Post-I1A Control 75mg P4 100 mg P4 (r;l'c;tglg)
(n=10) (n=9) (n=10)
Prefiada, % 40,02 44,42 50,02 44,8
(n) 4) 4) ©) (13)
No prefiada, % 60,0? 55,62 50,02 55,2
(n) (6) ®) ®) (16)

ab | etras diferentes en cada fila entre tratamientos muestran diferencias significativas, segun Chi- cuadrado
(P <0,05)
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Tabla 10. Porcentaje de prefiez de vacas aplicadas P4 exdgena post-1A por raza.

Razas Total
Estado Fisiolégico Post- IA Brahaman Brown Suis (n = 29)
(n =15) (n=14)
N 0
Pre”glo)'a’ % 46,772 42,92 44,8
(7) (6) (13)
No pre(gc)alda, % 53,32 57,12 55,2
() ) (16)

ab | etras diferentes en cada fila entre tratamientos muestran diferencias significativas,

(P < 0,05)

segln Chi- cuadrado
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CAPITULO V: DISCUSION

En los dltimos afios se han realizado numerosos trabajos de investigacion para
mejorar la prefiez después de la IA. Uno de los enfoques abordados fue intentar
aumentar los niveles de P4 durante el diestro obteniendo de esta forma resultados

bastante variables (Machado et al., 2008).

Asi mismo Sartori et al.,, (2016), indican que durante la Ultima década, los
investigadores han estudiado las diferencias en la fisiologia reproductiva entre las
razas Bos taurus y Bos indicus. En General, no hay diferencia en el nimero de
ondas foliculares durante el ciclo estral, sin embargo Bos indicus tienen mayor

namero de foliculos antrales, insulina circulante e IGF1 que Bos Taurus.

Por su lado, Mann y Lamming (2001), confirmaron que la adicién de P4 podria ser
razon de la mejora de la fertilidad al adelantarse el embrion a la secrecion de PGF2q
por parte del endometrio. Sin embargo también se ha visto que el aumento de P4
por inyeccion en el diestro si bien produce las modificaciones en el embrion
mencionadas, también tiene un efecto debido al adelanto de la lutedlisis en 2 a 3
dias (O’Hara et al., 2013). Esto coincide con varios de los trabajos que se aplicaron

dosis entre los 100 y 300 mg de P4 durante mas de un dia (Woody et al., 1967).

Pugliesi et al., (2014), realizaron una investigacién donde administraron 150 y 300
mg de P4 en los dias 2 y 3 después de la ovulacién a 6-7 vacas / grupo. Las
concentraciones plasmaticas de P4 en este estudio fueron mayores (P<0,05) desde
el dia 2.5 al dia 5.5 en los grupos. De esta forma se demostro que la suplementacion
de P4 en el dia 2 y 3 después de la ovulacién aumenté las concentraciones de P4

durante = 3 dias.

En un estudio realizado por Garret et al., (1988) se aplicé 100 mg de P4 en los dias
1, 2, 3, y 4 post inseminacion y se evidencié un aumento de las concentraciones
plasmaticas de P4 en los dias 2 a 5. Los resultados obtenidos por este autor son
similares a los que se obtuvo en este estudio, donde habia diferencia significativa

en los dias 3 al 5y también en los dias 14 al 16 como indica el Anexo 2.
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Estos resultados también coinciden con los obtenidos por Pugliesi et al., (2014),
donde el autor indica que el tratamiento con P4 exdgena no tiene efecto sobre el
CL.

En otra investigacion realizado por Sartori et al., (2016), se determindé que Bos
taurus tiene mayor diametro en el foliculo ovulatorio y CL, ademas que existe menor
concentracion de estradiol y de P4 circulante que Bos indicus. Los autores indican
que hay dos principales factores relacionados con menores concentraciones
circulantes de estradiol y P4 en Bos Taurus en comparaciéon con Bos indicus, estas
son; aumento del metabolismo hepatico de las hormonas esteroides y menor

produccion por foliculos y CL.

Sartori et al., (2016), analizaron las diferencias metabdlicas y endocrinas entre
bovinos Bos taurus y Bos indicus, se observo diferencias en el recuento folicular
antral entre las vacas Nelore y Holstein, asi como del diametro maximo del foliculo
ovulatorio que fue de 13,4 + 0,3 frente a 15,7 + 0,3 mm, asi como el volumen del CL
4,9 + 0,5 frente a 7,6 + 0,5 72 cm? fueron menores en Bos indicus que en Bos taurus
. Las concentraciones de P4 circulante en el dia 7 fue 2,8 + 0,2 frente a 2,0 £ 0,1
ng/ml y en el dial4 fue 4,6 £ 0,4 frente a 4,1 + 0,2 ng/ml en bos taurus e indicus

respectivamente.

Este mismo estudio sefiala que el diametro del foliculo mayor alcanzé 7.3 + 0.4 en
vacas indicus y 9.0 £ 0.5 mm en vacas taurus. Se concluyo que el tiempo de
emergencia de la onda folicular después del tratamiento con benzoato de estradiol
+ P4 era dependiente de la dosis para ambas razas. Ademas, los efectos de la raza
observados en este estudio corroboran resultados previos y sugieren una tasa de

eliminacion mas lenta de E2 en vacas Bos indicus.

Los resultados obtenidos en esta investigacion coincide también con Carvalho et
al., (2008) quienes determinaron que no hubo diferencias detectables en la

concentracion de P4 sérica, estas concentraciones fueron similares en el grupo de
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novillas tratadas con P4 frente a las novillas que no recibieron aplicaciéon de P4

exdgena.

Es importante destacar que el tamafio del foliculo ovulatorio se asocia con CL, por
tanto la ovulacion de los foliculos méas pequefios resulta en CL pequefio con

capacidad reducida para concentraciones de P4 (Sartori et al., 2016).

En otro estudio realizado por Alvarez et al., (2000), se evalud las caracteristicas
ovaricas y endocrinas durante un ciclo estral en Angus, Brahman y Senepol en un
ambiente subtropical, los resultados de este analisis fue que hubo diferencias en la
funcién ovérica en las razas que intervinieron. Es decir las dos razas adaptadas a
los tropicos tienen mayor tamafio folicular que las vacas Angus no adaptadas.
Seguramente provocado por el estrés de las Angus al no estar adaptadas a este
clima, afectando pardmetros reproductivos como; celos silenciosos, muertes

embrionarias, menores tasas de concepcion etc., (Mujica, 2005).

En conclusion, vacas Brahman y Senepol tenian mayor nimero de foliculos y mayor
diametro de CL que Angus ( Bos taurus). Estas diferencias ovaricas pueden ser
debido a cambios en el patron de secrecion de FSH, insulina, IGF-I y GH pero no
LH, IGF-Il o IGFBP-2 o -3. (Alvarez et al., 2000).

En el diagnéstico de prefiez se obtuvo numéricamente mejor porcentaje en el grupo
que se administré 100 mg de P4 exdgena, sin embargo este resultado no representa
diferencia significativa, por tanto coincide con los resultados obtenidos por Larson
et al., (2007), donde realiza una investigacion en vacas lecheras que fueron
suplementadas con una fuente externa de P4, mediante la colocaciéon de un
dispositivo intravaginal entre los dias 3 y 10 después del servicio, la tasa de prefiez
fue superior en las vacas tratadas al ser comparadas con el grupo control 48% y 35

%, respectivamente.

Asi mismo, en otro estudio realizado por Macias & Vera (2014), se insertaron CIDR

por 10 dias, después de 7 dias de haber inseminado, determinaron que hay una
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relacion en el grupo que se aplicé P4 exdgena con respecto al grupo control, a los
30 dias de prefiez (P= 0.053).

Arndt Wendy, (2009) realizaron una investigacion donde describieron que el
suplemento de progesterona no tuvo ningun efecto (P = 0,35) en la pérdida de
embrion durante la prefiez temprana en las vacas lecheras y novillas suplementadas
con dispositivos CIDR en los dias 4 y 18 después de la inseminacion. La tasa de
prefiez inicial fue del 34% en el momento de la primera ecografia (5 semanas
después de la IA). En la semana 13 después de la inseminacion la tasa global de

prefiez habia disminuido a 31%.

Existen algunos trabajos realizados que han adicionado P4 exdgena después de
haber realizado un protocolo de IATF muchos coinciden que no hay diferencia
significativa. Sin embargo si presentan mejores tasas de prefiez sobre otros grupos

analizados.

En otro estudio, se evalud las caracteristicas ovaricas y endocrinas durante un ciclo
estral en Angus, Brahman y Senepol en un ambiente subtropical, los resultados de
este analisis fue que hubo diferencias en la funcién ovarica en las razas que
intervinieron. Es decir las dos razas adaptadas a los tropicos tienen mayor tamafio

folicular que las vacas Angus no adaptadas.

La fisiologia reproductiva de las vacas mestizas difiere en algunos aspectos de la
fisiologia de las razas Europeas, por ejemplo se han reportado diferencias en las
caracteristicas del area del tejido luteal (Pathiraja et al., 1986), diametro del foliculo
dominante (Barros et al., 1995; Figueiredo et al., 1997), duracion del estro
(Medrano et al., 1996) y momento de la ovulacién (Pinheiro et al., 1998) tomado de
Noris et al., (2006).

Es importante destacar que, a pesar que las estructuras ovaricas como foliculos y
CL en Bos indicus son mas pequefias que en Bos taurus, las concentraciones de
hormonas esteroides y metabdlicas no son necesariamente mas altas en el ganado
europeo. De hecho, algunos estudios han demostrado que a pesar de tener foliculos

mas pequefios y CL mas pequefo, las vacas Bos indicus tienen mayor
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concentraciones circulantes de estradiol, P4, insulina e IGF-1 en comparacion con

vacas Bos taurus (Sartori et al., 2010).

CAPITULO VI: CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
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6.1. Conclusiones

De acuerdo a los resultados obtenidos en este estudio se puede realizar las

siguientes conclusiones:

La administracion de progesterona exégena no afecta la funcionalidad y
morfologia del CL.

La aplicacion de P4 exdgena tiene influencia numérica en los resultados de
prefiez obtenidos en los tratamientos.

En el grupo que se administr6 100 mg de P4 existe mejor porcentaje de
prefiez sobre los otros grupos.

A pesar de este resultado obtenido, no existe diferencia significativa con los

tratamientos analizados.

6.2. Recomendaciones

Reducir el nUmero de muestreos sanguineos y sesiones de US para no
causar estrés a las vacas que se estan investigando, debido a las
manipulaciones que se necesita realizar para ejecutar estas actividades,

debido a que por estas causas pudiera interferir en los resultados.

Considerando que las vacas fueron manejadas y distribuidas en similares
condiciones en cada grupo respecto a su edad, condicién corporal, etc. Se
podria también distribuirlas en funcion del tamafio del CL lo mas homogéneo
posible entre los grupos a investigar.

Continuar con este tipo de investigaciones con un numero mayor de vacas,

con la finalidad de obtener una muestra mas representativa.
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ANEXOS

Anexo 1. Niveles de progesterona (P4) expresada en ng/ml, durante los dias de
muestreo.

Grupos Raza  Dia3Pl Dia4Pl Dia5Pl Dia6Pl Diagpl D210 Dialz Dial4  Dia16

Pl Pl Pl Pl
Brahman 0,45 1,23 2,76 3,49 5,72 6,82 7,2 7,87 6,36
Brahman 0,55 1,36 3,25 3,82 5,42 6,19 7,28 6,16 5,08
Brahman 1,84 2,29 2,64 3,96 4,26 4,9 5,87 6,22 5,19

Brahman 0,35 1,99 3,74 5,84 5,14 4,4 4,05 3,8 3,15
Brahman 0,98 1,22 2,45 4,14 5,29 6,68 7,24 7,58 8,12

control .
B. swiss 3,33 5,35 4,86 2,25 6,4 8,01 7.5 8,97 10,83
B. swiss 8,61 9,75 10,47 11,73 12,17 10,44 15,02 12,59 16,72
B. swiss 3,55 4,63 6,4 4,68 8,94 10,19 11,01 13,32 10,64
B. swiss 0,77 0,5 1,36 0,69 1,08 4,41 5,54 2,01 8,19
B. swiss 0,56 4,96 1,01 1,15 1,69 3,44 5 6,47 8,23
Brahman 0,25 1,86 3,78 3,99 5,56 7,24 7,27 8,12 8,62
Brahman 0,92 1,35 2,25 4,42 5,94 6,2 7,58 8,28 9,42

Brahman 0,82 0,92 1,72 2,73 2,55 2,14 1,72 1,72 1,16
Brahman 1,05 1,86 2,34 2,91 4,18 5,84 6,44 7,85 7,12

75mg Brahman 0,64 1,34 4,12 5,46 5,17 4,65 3,15 2,92 2,11
Swiss 1,25 0,23 3,76 1,94 0,85 0,74 0,91 2,24 11,88

Swiss 6,61 0,33 10,37 11,55 6,45 10,82 12,86 10,89 11,25

B.
B.
B. swiss 0,25 2,88 0,23 0,31 0,31 0,4 0,22 0,36 0,21
B.
B.

swiss 13,64 3,83 4,05 5,33 7,3 5,29 7,02 8,03 10,31

Swiss 0,45 1,22 2,82 3,73 4.8 5,16 4,66 3,98 2,86
Brahman 0,95 2,12 3,47 4,35 3,92 3,29 2,1 1,62 1,68
Brahman 1,02 1,42 2,1 3,64 3,14 29 2,32 2,22 21
Brahman 0,59 1,71 2,14 3,98 5,16 4,9 5,26 5,58 7,22
Brahman 0,84 1,22 2,1 5,22 6,44 6,41 7,12 7,14 7,71

100 m
g B. swiss 1,4 8,29 4,87 2,47 4,16 7,05 9,57 12,21 15,16

B. swiss 7,11 16,73 20,43 18,33 18,12 7,2 20,06 18,76 25,36

B. swiss 4,14 5,78 6,68 3,81 6,74 3,87 9,39 7,58 9,61

B. swiss 1,3 0,97 1,31 0,91 2,09 4,18 2,72 571 8,5

B. swiss 6,15 9,21 9,6 9,45 11,84 11,41 20,51 20,16 13,71
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Anexo 2. Test de Normalidad de Shapiro-Wilk en todos los dias de medicion de la

P4 plasmatica por tratamiento.

Pruebas de normalidad

. Shapiro-Wilk
Dias Grupos Estadistico P gl Sig.
Control ,713 10 ,001
Dia 3 75 mg P4 626 9 ,000
100 mg P4 750 10 ,004
Control ,847 10 ,054
Dia 4 75 mg P4 ,935 9 534
100 mg P4 776 10 ,007
Control ,852 10 ,062
Dia5 75 mg P4 811 9 ,027
100 mg P4 717 10 ,001
Control ,839 10 ,043
Dia 6 75 mg P4 875 9 1139
100 mg P4 , 723 10 ,002
Control ,928 10 431
Dia 8 75 mg P4 ,915 9 355
100 mg P4 , 796 10 ,013
Control ,922 10 ,378
Dia 10 75 mg P4 ,949 9 678
100 mg P4 ,887 10 157
Control ,839 10 ,043
Dia 12 75 mg P4 ,922 9 407
100 mg P4 818 10 ,024
Control ,948 10 ,643
Dia 14 75 mg P4 ,877 9 ,147
100 mg P4 864 10 ,084
Control ,922 10 372
Dia 16 75 mg P4 ,869 9 119
100 mg P4 ,896 10 197

*, Esto es un limite inferior de la significacién verdadera.

a. Correccion de significacion de Lilliefors
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Anexo 3. Test de Normalidad de Shapiro-Wilk en todos los dias de medicion de la

P4 plasmatica por raza.

Pruebas de normalidad

. Shapiro-Wilk
Dias Raza e .
Estadistico gl Sig.

Brahman 0,895 15 0,08
Dia 3

Brown 0,878 14 0,055

Swiss

Brahman 0,919 15 0,184
Dia 4

Brown 0,897 14 0,103

Swiss

Brahman 0,933 15 0,303
Dia 5 Brown

Swiss 0,866 14 0,037

Brahman 0,943 15 0,417
Dia 6

Brown 0,837 14 0,015

Swiss

Brahman 0,941 15 0,399
Dia 8

Brown 0,916 14 0,195

Swiss

Brahman 0,941 15 0,399
Dia 10

Brown 0,939 14 0,405

Swiss

Brahman 0,864 15 0,028
Dia 12

Brown 0,95 14 0,555

Swiss

Brahman 0,885 15 0,056
Dia 14

Brown 0,962 14 0,755

Swiss

Brahman 0,919 15 0,183
Dia 16

Brown 0,901 14 0,116

Swiss

*, Esto es un limite inferior de la significacién verdadera.

a. Correccién de significacion de Lilliefors
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Anexo 4. Test de Homogeneidad de las varianzas de Levene durante los dias de

medicion de la P4 plasmatica por tratamiento.

Prueba de homogeneidad de varianzas

Dias Elz{aLinéI:g gll gl2 Sig.
Dia 3 1,307 2 26 ,288
Dia 4 6,516 2 26 ,005
Dia 5 1,827 2 26 ,181
Dia 6 712 2 26 ,500
Dia 8 ,865 2 26 433
Dia 10 453 2 26 641
Dia 12 2,672 2 26 ,088
Dia 14 2,557 2 26 ,097
Dia 16 1,489 2 26 244

Anexo 5. Test de Homogeneidad de la varianzas de Levene durante los dias de
medicion de la P4 plasmatica por raza.

Prueba de homogeneidad de varianzas por razas

do evens 92 g2 Sis
Dia 3 22,042 1 27 0
Dia 4 15,427 1 27 0,001
Dia5 13,175 1 27 0,001
Dia 6 19,239 1 27 0
Dia 8 13,799 1 27 0,001
Dia 10 12,928 1 27 0,001
Dia 12 9,856 1 27 0,004
Dia 14 7,231 1 27 0,012
Dia 16 1,197 1 27 0,284
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Anexo 6. ANOVA para determinacion del nivel de P4 plasmatica en ng/ml, durante

los dias investigados entre los tratamientos.

Suma de Media
cuadrados gl cuadrética F Sig.
Entre 14,306 2 7,153 0,939 0,404
grupos
Dia 10 Dentro de 198,125 26 7.620
grupos
Total 212,431 28
Entre 40,614 2 20,307 0,873 0,430
grupos
Dia 14 Dentro de 605,075 26 23.272
grupos
Total 645,689 28
Entre 29,456 2 14,728 0,498 0,613
grupos
Dial6  Dentrode .4 7g 26 29,580
grupos
Total 798,534 28

Anexo 7. Prueba de Kruskal Wallis para determinacion del nivel de P4 plasmatica
en ng/ml, durante los dias investigados que no tuvieron una distribucién normal

entre los tratamientos.

Estadisticos de prueba®

Dia 3 Dia 4 Dia 5 Dia 8 Dia 12

Chi-cuadrado 0,801 2,759 0,111 0,157 0,501 1,679
gl 2 2 2 2 2

Sig. asintotica 0,67 0,252 0,946 0,924 0,779 0,432

a. Prueba de Kruskal Wallis
b. Variable de agrupacion: TRATAMIENTO
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Anexo 8. Prueba ANOVA para determinacion del nivel de P4 plasmatica en ng/ml,
durante los dias investigados por razas.

Suma de Media
cuadrados gl cuadrética F Sig.

Entre grupos 84,239 1 84,239 11,632 0,002
Dia 3 Dentro de 195,532 27 7,242

grupos

Total 279,770 28

Entre grupos 99,405 1 99,405 9,658 0,004
Dia 4 Dentro de 277,889 27 10,292

grupos

Total 377,295 28

Entre grupos 15,219 1 15,219 1,125 0,298

. Dentro de

Dia 8 grunos 365,100 27 13,522

Total 380,319 28

Entre grupos 8,215 1 8,215 1,086 0,307
Dia 10 Deniro de 204,216 27 7,564

grupos

Total 212,431 28

Entre grupos 106,318 1 106,318 5,322 0,029
Dia 14 Dentro de 539,371 27 19.977

grupos

Total 645,689 28

Entre grupos 285,415 1 285,415 15,018 0,001

. Dentro de

Dia 16 grunos 513,119 27 19,004

Total 798,534 28

Anexo 9. Prueba U de Mann Whitney para determinacién del nivel de P4 plasmatica
en ng/ml, durante los dias investigados que no tuvieron una distribucion normal por

razas.

Estadisticos de prueba?®

Dia 5 Dia 6 Dia 12
U de Mann-
Whitney 63,000 90,000 66,000
W de Wilcoxon 183,000 195,000 186,000
z -1,833 -,655 -1,702
Sig. asintotica 0,067 0,513 0,089
(bilateral)
Significacion
exacta [2*(sig. 0,070b 0,533 0,093
unilateral)]

Freddy Fausto Macas Apolo

84



UNIVERSIDAD DE CUENCA

a. Variable de agrupacién: RAZA
b. No corregido para empates.

Anexo 10. Morfologia del CL expresado en mm, durante los dias que se realizo

medicion con US.

Crecimiento CL (mm)

Grupos Razas - - - - - ~ -
Dia 6 Dia 8 Dia 10 Dia 11 Dia 12 Dia 14 Dia 16
Brahman 16,12 17,9 18,14 20,46 18,94 17,6 16,75
Brahman 17,2 15,78 16 15,72 14,62 14,34 13,22
Brahman 14,52 1535 15,72 16,68 15,86 15,12 14,1
Brahman 15,05 16,68 17,56 15,52 14,24 13,18 12,32
Control Brahman 14,24 15 16,77 17.50 17,8 16,43 15,3
B. Swiss 18,65 20,75 23,35 23,85 27,65 23,55 21,7
B.Swiss 155 20,7 20,95 21,45 19,25 19,9 20,85
B.Swiss 159 17,7 18,1 20,85 18 18,55 18,95
B.Swiss 1595 18,2 20,45 20,9 23 22,5 21,8
B.Swiss 176 19,05 22,65 23,1 20,7 21 25,45
Brahman 17 17,8 18,33 20,98 20,2 19,9 19.42
Brahman 18,05 19,95 20,12 21,46 20,34 18,28 17,85
Brahman 15,85 18,46 18,86 19,49 18,06 17,1 16,18
Brahman 16,44 17,52 18,66 16,92 16.84 15,62 14
75 mg Brahman 16,52 18,28 19,44 19,02 17,8 17,14 16,12
B.Swiss 14,8 16,65 18,25 20,05 17,75 19 19,2
B.Swiss 17,25 18,1 20,2 24,7 25,25 24,95 23,8
B. Swiss 15,22 16,1 17,9 20 18,1 16,8 17,2
B.Swiss 19,45 20,4 24,85 26,5 25,3 22,65 24,95
Brahman 16,2 17,2 18,45 19,78 18,1 17,48 16,92
Brahman 14,82 16,36 17 17,4 16,62 16,08 15,3
Brahman 17,96 18,22 18,72 17,62 15,74 15 14,74
Brahman 15,45 20,2 22,14 21,9 19,2 17,56 16,7
100 mg Brahman 14,2 16,8 18,8 20,88 18,44 17,7 16,45
B. Swiss 1895 20,75 18,45 19,15 20,75 20 20,2
B.Swiss 1945 21,2 24,5 23 22,95 22,1 21,4
B. Swiss 185 19,15 20,75 20,05 19,65 18,75 18,9
B. Swiss 19 19,45 22,35 23,1 21,05 19,7 21,35
B.Swiss 1965 23,45 20,5 25,95 25,2 24,7 23,6
85
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Anexo 11. Test de Normalidad de Shapiro-Wilk en todos los dias de medicion del
CL por tratamiento.

Pruebas de normalidad

. Shapiro-Wilk
Dias Grupos Estadistico P gl Sig.
Control ,956 10 137
Dia 6 75 mg P4 ,969 9 ,887
100 mg P4 ,879 10 ,126
Control ,934 10 ,490
Dia 8 75 mg P4 ,955 9 743
100 mg P4 ,964 10 ,829
Control ,725 10 ,002
Dia 10 75 mg P4 ,738 9 ,004
100 mg P4 ,938 10 ,531
Control 911 10 ,288
Dia 11 75 mg P4 921 9 399
100 mg P4 ,960 10 ,788
Control ,926 10 ,410
Dia 12 75 mg P4 , 794 9 ,017
100 mg P4 ,973 10 ,919
Control ,966 10 ,854
Dia 14 75 mg P4 ,899 9 ,246
100 mg P4 ,949 10 ,659
Control ,947 10 ,631
Dia 16 75 mg P4 919 9 ,380
100 mg P4 ,937 10 ,515

*, Esto es un limite inferior de la significacién verdadera.
a. Correccion de significacion de Lilliefors
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Anexo 12.Test de Normalidad de Shapiro-Wilk en todos los dias de medicién del

CL por raza.

Pruebas de normalidad

Shapiro-Wilk
RAZA .. .
Estadistico gl Sig.

Brahman 0,952 15 0,563
Dia6  Brown 0,885 14 0,068

Swiss

Brahman 0,969 15 0,839
Dia8  Brown 0,971 14 0,891

Swiss

Brahman 0,563 15 0
Dia10  Brown 0,93 14 0,303

Swiss

Brahman 0,936 15 0,334
Dia 11
a Brown 0,933 14 0,334

Swiss

Brahman 0,963 15 0,745
Dial1z  Brown 0,928 14 0,29

Swiss

Brahman 0,975 15 0,925
Dial4  Brown 0,961 14 0,738

Swiss

Brahman 0,983 15 0,987
Dial16  Brown 0,966 14 0,817

Swiss

*, Esto es un limite inferior de la significacién verdadera.

a. Correccion de significacion de Lilliefors

Anexo 13.Test de Levene para homogeneidad de las varianzas en los dias de
medicion del CL por tratamiento.

Prueba de homogeneidad de varianzas

Estadistico

de Levene gll gl2 Sig.
Dia 6 2,598 2 26 ,094
Dia 8 1,121 2 26 ,341
Dia 10 1,617 2 26 ,218
Dia 11 ,326 2 26 724
Dia 12 ,310 2 26 ,736
Dia 14 457 2 26 ,638
Dia 16 1,167 2 26 327
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Anexo 14. Test de Levene para homogeneidad de las varianzas en los dias de
medicion del CL por raza.

Prueba de homogeneidad de varianzas por razas

dereovene U1 92 sig
Dia 6 3,72 1 27 0,064
Dia 8 0,97 1 27 0,333
Dia 10 0,37 1 27 0,547
Dia 11 0,11 1 27 0,741
Dia 12 6,23 1 27 0,019
Dia 14 2,89 1 27 0,101
Dia 16 0,76 1 27 0,39

Anexo 15. Prueba ANOVA para evaluacion de morfologia del CL durante los dias
investigados entre los tratamientos.

Suma de Media
cuadrados gl cuadrética F Sig.
Entre
9,046 2 4,523 1,640 0,213
grupos
Dia 6 Dentro de
grupos 71,715 26 2,758
Total 80,761 28
Entre
grupos 13,057 2 6,529 1,739 0,195
Dia 8 Dentro de
grupos 97,597 26 3,754
Total 110,655 28
Entre 11,875 2 5,038 718 0,497
grupos
Dia 11 Dentro de
grupos 215,062 26 8,272
Total 226,937 28
Entre 3,852 2 1,926 194 0,825
grupos
Dia 14 Dentro de
grupos 258,574 26 9,945
Total 262,426 28
Entre 2,549 2 1,275 093 0,011
grupos
Dia 16 Dentro de
grupos 355,580 26 13,676
Total 358,129 28
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Anexo 16. Prueba Kruskal Wallis para evaluacion de morfologia del CL durante los
dias investigados que no tuvieron una distribuciéon normal entre los tratamientos.

Estadisticos de prueba®®

Dia 10 Dia 12

Chi-cuadrado 2,02 0,699
gl 2 2

Sig. asintética 0,364 0,705

a. Prueba de Kruskal Wallis
b. Variable de agrupacion: TRATAMIENTO

Anexo 17. Prueba ANOVA para evaluacion de morfologia del CL durante los dias
investigados por raza.

ANOVA
Sumade | Media F Sj
cuadrados 9 cuadratica 9.
Entre 18,249 1 18,249 7,882 0,009
grupos
Dia6  Dentrode o) 594 27 2315
grupos
Total 80,761 28
Entre 28,11 1 28,11 9.195 0,005
grupos
Dia 8 Dentro de 82,545 27 3,057
grupos
Total 110,655 28
Entre 92,643 1 92,643 18,626 0
grupos
Dia 11 Dentro de 134,294 57 4,974
grupos
Total 226,937 28
Entre 130,007 1 130,007 19,591 0
grupos
Dia12 ~ Dentode ;4,7 27 6.636
grupos
Total 309,181 28
Entre 142,885 1 142,885 32,273 0
grupos
Dia 14 Dentro de 119,54 57 4,427
grupos
Total 262,426 28
Entre 234,514 1 234514 51,223 0
grupos
Dia 16 Dentro de 123,614 27 4578
grupos
Total 358,129 28
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Anexo 18. Prueba U de Mann Whitney para evaluacion de morfologia del CL
durante los dias investigados que no tuvieron una distribucion normal por raza.

Estadisticos de prueba?

Dia 10
U de Mann-Whitney 41,5
W de Wilcoxon 161,500
Z -2,772
Sig. asintética (bilateral) 0,006
Significacion exacta [2*(sig. unilateral)] ,004b

a. Variable de agrupacion: RAZA

b. No corregido para empates.

Anexo 19. Chi-cuadrado en porcentaje de prefiez por tratamiento.

Pruebas de chi-cuadrado

Significacion
Valor gl asintotica
(bilateral)
Chi-
cuadrado de ,2032 2 0,904
Pearson
Razon de 0,203 2 0,903
verosimilitud
Asociacion
lineal por 0,195 1 0,659
lineal
N d?.casos 29
validos

a. 4 casillas (66,7%) han esperado un recuento menor que 5.
El recuento minimo esperado es 4,03.

Anexo 20. Chi-cuadrado en porcentaje de prefiez por raza.
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Pruebas de chi-cuadrado
Significacion

Valor gl asintotica
(bilateral)

Chi-cuadrado de 0778 2 0.962
Pearson
Razon de 0,077 2 0,962
verosimilitud
Asomamon lineal por 0 1 1
lineal
N de casos validos 29

a. 4 casillas (66,7%) han esperado un recuento menor que 5. El
recuento minimo esperado es 4,34.

Anexo 21. Ecografia transrectal.
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Diagnéstico de prefiez 60 dias

Anexo 22. Muestreo sanguineo

Anexo 23. Centrifugacion de muestras.
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Anexo 24. Evolucion de crecimiento del CL

La engreida, dia 6 6821, dia 8 6878, dia 10
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6813, dia 11 Pata boluda 6838, dia 14

22/06{2015 LB760P
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6855, dia 16
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