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RESUMEN

La presente investigacion consistio en evaluar la relacion entre los niveles de la
Hormona Antimulleriana (AMH) y la dindmica folicular en vacas Brahman (N=20)
de diferentes edades (<5 y 28 anos). A todas las vacas se les extrajo 5 mL de
sangre por puncion yugular. Por motivos experimentales los niveles de AMH
fueron subdivididas en rangos de 100-200, 200-300 y de 300-400 pg/mL. Todos
los datos fueron analizados mediante InfoStat (2017) y las variables con ANOVA
con un P<0,05, y correlacionadas por el andlisis de Pearson. El analisis de
regresion entre los niveles de la AMH y el nimero total de foliculos y nimero de
foliculos de 2 a 4 mm no mostraron diferencias significativas (P=0,71),( P= 0,69)
respectivamente. Se encontrd relacion entre el numero total de foliculos y los
niveles de AMH (P=0,02). Ademas, se encontraron diferencias significativas
entre la cantidad de foliculos de 2 a 4 mm y las edades por rango de AMH
(P=0,02). En vacas menores de 5 afios con niveles altos de AMH (300 a 400
pg/mL) se encontré el mayor nimero de foliculos de 2 a 4 mm. Por otra parte,
los cuerpos lateos fueron de mayor tamafio en vacas mayores a 8 afos (8,65
mm £ 1,63; P=0,04) en el momento de considerar a vacas con niveles de AMH
medios (200-300 pg/mL). Se concluye que los niveles de AMH representan ser
un buen indicador de la cantidad de foliculos en vacas Brahman jovenes, pero
no en vacas mayores de 8 afios.

PALABRAS CLAVE

Foliculos, cuerpos luteos, reserva ovarica, eficiencia reproductiva, raza.
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ABSTRACT

The present investigation consisted of evaluating the relationship between the
levels of the Antimillerian Hormone (AMH) and the follicular dynamics in
Brahman cows (N = 20) of different ages (<5 and =8 years). 5 mL of Blood was
removed from all the cows by jugular puncture. For experimental reasons AMH
levels were subdivided into ranges of 100-200, 200-300 and 300-400 pg / mL. All
data was analyzed using InfoStat (2017) and the variables using ANOVA with a
P <0.05, and correlated by Pearson's analysis. Regression analysis between
AMH levels and total number of follicles and number of follicles from 2 to 4 mm
showed no significant differences (P = 0.71), (P = 0.69) respectively. A
relationship was found between the total number of follicles and AMH levels (P =
0.02). In addition, significant differences were found between the number of
follicles from 2 to 4 mm and the ages by AMH range (P = 0.02). In cows under 5
years with high levels of AMH (300 to 400 pg / mL) the greatest number of follicles
of 2 to 4 mm was found. On the other hand, the luteal bodies were larger in cows
older than 8 years (8.65 mm *= 1.63; P = 0.04) when considering cows with
average AMH levels (200-300 pg / mL). It is concluded that AMH levels represent
a good indicator of the number of follicles in young Brahman cows, but not in
cows older than 8 years.

KEYWORDS

Follicles, corpora lutea, ovarian reserve, reproductive efficiency, race.



CAPITULO I. ANTECEDENTES

1.1. PLANTEAMIENTO Y FORMULACION DEL PROBLEMA

El proceso reproductivo de las vacas constituye un aspecto fundamental para el
desarrollo econémico local, es por esta razon que la importancia de los temas de
reproduccién se hace cada vez mas importante, ya que, por décadas, el
significado clinico de la hormona Antimulleriana (AMH) ha estado limitado a su
papel critico en el desarrollo sexual fetal (Josso et al., 1994). Sin embargo, en
los ultimos 15 afios, esta ha incrementado su relevancia y ha surgido también

como un marcador de funcion ovarica (Bhide et al., 2012).

Mossa et al. (2013), reportaron que la capacidad de la hembra para producir
ovocitos y mantener posteriormente el embridon son los principales elementos
gue reducen su eficiencia, ya que de ello depende la produccién de nuevos
terneros. Por ello, el desarrollo de nuevas técnicas diagndsticas para detectar
hembras con fertilidad reducida puede suponer un gran avance en la industria

ganadera.

Sin embargo, establecer los factores que afectan a la fertilidad se convierte en
una tarea complicada debido a la complejidad de las interacciones existentes y
a la dificultad de cuantificar y calificar las gonadas femeninas. Por ello, se ha
definido el concepto de reserva ovarica, entendiéndose como el numero de
oVvocitos sanos que posee un ovario. La reduccién en estos contajes tiene un
efecto directo en la funcién ovarica y en la concentracion de gonadotropinas y
progesterona, lo cual puede afectar directamente a la fertilidad (Mossa et al.,
2013).

Unger y Beraja (2010) investigaron que la AMH es producida por las células
granulosas de los foliculos preantrales (primarios y secundarios) y antrales
pequefos, actia inhibiendo el reclutamiento de los foliculos primordiales, asi
como también la fase de crecimiento folicular dependiente de FSH, al expresarse
exclusivamente en las células granulosas de los foliculos no seleccionados, se
convierte en un candidato ideal para representar tanto la cantidad como la
calidad de la reserva de foliculos ovaricos.



Los perfiles endocrinos de gonadotrofinas, esteroides u otros compuestos, han
demostrado ser de valor limitado en la prediccion de la capacidad de las
donantes de embriones en el ganado bovino; recientemente, la atencion se ha
centrado en la AMH, brindando nueva informacion sobre la poblacion folicular y
la respuesta a los tratamientos superovulatorios en bovinos, en esta especie,
como en otras, la AMH expresa especificamente por células de la granulosa de
foliculos antrales pequefios y disminuye durante el crecimiento folicular terminal

y atresia (Vales, 2016) .

Al realizar la presente investigacidén, se hace necesario plantear la siguiente
interrogante ¢ Existira relacién entre los niveles de AMH y la poblacién folicular
gue permitan predecir la cantidad de foliculos disponibles durante el ciclo estral

de vacas Brahman?

1.2. JUSTIFICACION

Las actividades reproductivas son fundamentales en el desarrollo productivo y
econdémico de las actividades ganaderas, y es indispensable disponer de
biomarcadores confiables como la AMH, que permitan predecir en estado
individual de cada animal que son sometidos a procesos reproductivos (Mapletot
et al., 2002). Una de las biotecnologias reproductivas con mayor aportacion al

mejoramiento genético al hato, es la transferencia embrionaria.

Uno de los principales problemas que ésta enfrenta es la variabilidad en la
respuesta superovulatoria y la recoleccién embrionaria entre un animal y otro, lo
cual puede estar relacionado a factores externos como el medio ambiente o
factores intrinsecos del animal (Mapletoft et al., 2002) por ello se han buscado
alternativas que permitan predecir la respuesta de vacas donadoras antes de
iniciar un tratamiento superovulatorio, ya que el costo del mismo es elevado
(Pefia, 2015).

En la actualidad, la AMH es el mejor marcador enddécrino de la reserva folicular
ovarica y de la respuesta al tratamiento de estimulacion ovarica en el ganado, se
ha demostrado que la AMH tenia un alto grado de correlacion con el recuento de
foliculos antrales de ovario, nimero de foliculos y ovocitos viables en vacas
Holstein (Pefia, 2015).



Segun Anduaga et al. (2015), la posibilidad que tiene una vaca de generar
ovocitos depende de la cantidad de foliculos antrales en el ovario. La reserva
ovarica hace referencia a la cantidad de foliculos antrales disponibles para la
procreacion y puede ser evaluada a través del recuento ecogréafico de foliculos y
determinacién de la AMH en animales cruza cebu (Brangus y Braford) y

sintéticos (Bonsmara).

Continuando con Anduaga et al. (2015) refirieron que la AMH es secretada por
células de la granulosa, esta implicada en la inhibicion del reclutamiento folicular
y en reducir la sensibilidad de foliculos a FSH, asi mismo, la AMH no depende
del ciclo estral y es mejor indicador del estado funcional del ovario que la inhibina
B, FSH, LH y estradiol, en bovinos la AMH ha sido propuesta como predictora de

la cantidad de foliculos antrales y de la produccién de ovocitos.

Mientras que es importante determinar la poblacion folicular, por esta razén es
posible cuantificar la poblacion folicular del ovario mediante ecografias seriadas
(Mossa et al., 2014; Pfeiffer et al.,, 2014), la presencia de elevadas
concentraciones de AMH se relaciona positivamente con la reserva ovarica, lo
que facilita la evaluacion reproductiva del animal, para poder utilizar la AMH en
la evaluacion de las hembras reproductoras de manera practica en las
explotaciones, es necesario conocer qué otros factores pueden alterar dicha

concentracion hormonal (Ribeiro et al., 2013).

De acuerdo a Mossa et al. (2013) la raza y la edad del animal se han descrito
como un factor relacionado con la concentracion de AMH, sin embargo, han
existido dudas sobre la interferencia de los protocolos de sincronizacién
(aplicados de rutina en muchas explotaciones) en dicha concentracion, en un
estudio elaborado por los citados autores en vacas lecheras en condiciones de
manejo intensivo sefiald que la determinacion de la AMH durante el ciclo estral
de la hembra no se vio influenciada por la sincronizacién hormonal exégena,
estos datos sefialan la posibilidad de medir la AMH en cualquier momento del

ciclo, sin tener que cesar algun protocolo de IATF.

En caso de una patologia quistica en bovinos se observa un aumento sérico de

la AMH durante la persistencia folicular, lo que traeria como consecuencia una



inhibicibn en el desarrollo de foliculos en distintas fases de crecimiento
(Ricardez, 2015).

Ante los posibles efectos de la AMH, la presente investigacion consiste en
realizar una comparacion entre los niveles de la AMH y la poblacion folicular
sobre la dinAmica ovarica durante el ciclo estral en vacas Brahman jovenes y

adultas.



1.3. OBJETIVOS
1.3.1. OBJETIVO GENERAL
Evaluar los niveles de AMH sobre la dindmica folicular en vacas Brahman

1.3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS
Estimar la poblacion folicular de las vacas con relacion a los niveles séricos de
AMH bajo (100-200pg/mL), medio (200-300pg/mL) y alto (300-400pg/mL).

Comprobar la relacién entre los niveles de AMH y la poblaciéon de foliculos

pequefios y grandes durante el ciclo estral.

Asociar los niveles de AMH y la presencia de la ciclicidad o estructuras ovaricas

en los animales en estudio.
Valorar la relacion entre la edad de los animales y los niveles de la AMH.

Comparar la poblacion folicular de las vacas jévenes y adultas y la correlacion

con los niveles de AMH en rangos.

1.4. HIPOTESIS
Los niveles de AMH sanguineo se correlacionan positivamente con la poblacion

folicular y la edad de las vacas Brahman durante el ciclo estral.



CAPITULO Il. MARCO TEORICO

Alrededor de una décima parte de la poblacion mundial tiene algun grado de
vinculacion del sector ganadero y de cria, por tanto, los sistemas de produccion
pecuaria son considerados como la estrategia demogréfica, social, econémica y
cultural mas apropiada para mantener el bienestar de las comunidades
especialmente las rurales, debido a que es la Unica actividad que puede
simultdineamente proveer seguridad en el sustento diario, conservar
ecosistemas, colaborar en las estrategias de poblamiento nacional y satisfacer
los valores culturales y tradiciones, siendo una de las principales razones para
la importancia de desarrollar diversas pruebas de AMH que permitan establecer

procesos reproductivos adecuados del ganado bovino (Bittan, 2013).

2.1. COMPARACION DE AMH CON OTRAS ESPECIES

La clonacion de los genes de raton (Munsterberg, 1991) y rata (Haqq, 1992)
permite comparar la secuencia proteica de los precursores de la AMH en cuatro
especies. El precursor bovino es el mayor, con 575 aminoacidos, seguido por el
humano con 560, ratén con 555 y rata 553 residuos. Todos poseen una

secuencia corta inicial, una péptida sefial (Pepinsky, 1988).

La homologia de AMH humana con la AMH bovina es del 78%, mas marcada en
el extremo C-terminal (96.3%) (Kanehisa, 1984). Es en esta zona C-terminal
donde reside la homologia entre los miembros de la superfamilia TGF-3, con un
rango de entre el 20 y el 40% de los aminoacidos, esta region contiene los siete
residuos de cisterna que forman los puentes disulfuro, ademas de otros grupos
de aminoacidos muy preservados entre las moléculas de esta familia (Gelbart
1989), ademas refiere que paraddjicamente, la mayoria de las diferencias estan
en el extremo C- terminal, que es mucho menos homologo, en torno al 68% entre

humana y bovina, aunque lo es mas entre rata y ratbn, con un 89% de homologia.

En un estudio realizado en 39 mujeres homogéneas y normo-ovuladoras, con un
indice de masa corporal normales (BMI), en las que se presentd periodicamente
y diariamente la AMH en la periovulacién, se describié una inflexién en la curva
de la AMH, que desciende significativamente su concentracion desde el dia 4

pico preovulatorio de LH hasta el post-ovulatorio inmediato,una disminucién en



la etapa temprana de la fase latea indicaria que el efecto luteinizante influiria
negativamente en la produccién de AMH por las células de la granulosa, por lo

menos durante un ciclo espontaneo (De caro y Sicaro, 2008).

En el caso de hipogonadismo, su diagndstico se puede perder en la infancia y la
nifiez, si la atencion es Unicamente enfocada hacia las gonadotropinas y
testosterona. Testiculos pequefios son indicativos de reduccién del nUmero de
células de Sértoli. Marcadores de células de Sértoli, como AMH sérica y la
inhibina B, son mas utiles en la evaluacion de la funcién gonadal en comparacion
con la FSH y sin necesidad de pruebas de estimulacién, y orientan el diagnostico
etiologico de hipogonadismo masculino en pacientes pediatricos (Rey et al.,
2011).

Almeida et al. (2011), midieron concentraciones séricas de la AMH en yeguas,
durante el ciclo estral, gestacion y con animales que presentaban tumores de le
células de la granulosa. Asi demostraron gue en yeguas con ciclos normales y
en gestacion no hubo cambios séricos de esta hormona, en cambio en yeguas
con tumores tuvieron una elevada concentracion y una vez extirpado los tumores
observaron un descenso notable en la concentracion sérica. Asi llegaron a la
conclusién que la medicion de AMH, fue un marcador util para el diagndstico de

los tumores de la célula de la granulosa (GCT) en yeguas.

Una investigacion realizada en una yegua en Arabia se reporté que la AMH y la
inhibina-a tienen una mayor positividad en las células de la granulosa
neoplasicas entre otros marcadores. De acuerdo con los resultados obtenidos
de esa investigacion llegaron a la conclusion que la AMH, inhibina-a, y GATA-4
pueden tener un papel como herramienta de diagnoéstico para este tipo de
tumores que se presentan recurrentemente en esta especie. Entonces estos
marcadores se pueden utilizar como herramienta Gtil de diagnéstico, en este tipo

de patologias (Evkuran et al., 2013).



2.2. DINAMICA FOLICULAR EN LA HEMBRA BOVINA.

Motta et al. (2011) reportaron ademas que durante cada onda de crecimiento
folicular existe una poblacion de foliculos pequefios, medianos y grandes en
cada ovario, de los cudles uno se torna dominante, mediante un proceso de
seleccién hasta el diametro preovulatorio y generando la atresia de los foliculos
pequefos. En la dinamica folicular ovarica pueden ocurrir de una a cuatro ondas
de crecimiento folicular (Pearson et al., 1993) en la que existen diferencias

entrelos Bos taurus (taurino) y los Bos indicus (cebuino).

Cada onda de desarrollo folicular involucra cuatro fases sucesivas. La fase de
reclutamiento se define como un grupo o cohorte de foliculos capaz de responder
a la FSH para continuar su crecimiento. Como consecuencia, un grupo de 5a 7
foliculos (£ 5 mm en diametro) emerge del pool de foliculos pequefios que son
capaces de responder a las gonadotropinas, de lo cual uno de ellos sera
seleccionado (fase de reclutamiento) (Fortune, 1993). La fase de desviacion
ocurre cuando se inicia la diferencia en el crecimiento de los dos foliculos mas
grandes, el tamafio folicular en el cual se observa la diferencia entre ambos

foliculos tiene 8,5 mm en promedio (Ginther et al., 1997).

Con relacién a la fase de dominancia, Del Valle (2008) refiri6 que cuando el
foliculo ovarico alcanza un diametro aproximado de 10 mm, es sefial que ese
foliculo escap6 a la atresia y secreta productos (Inh y E2) capaces de inhibir el
reclutamiento de una nueva onda folicular y el crecimiento de los foliculos de su
cohorte. Cuando el foliculo dominante encuentra el ambiente hormonal
adecuado (bajos niveles de P4), es capaz de ovular y como consecuencia se

formard el cuerpo lateo (CL).

Del Valle (2008), resefia, que cuando el foliculo dominante llega a la fase de
dominancia durante la fase luteal, en la cual existen altos niveles de P4, los
niveles de LH no son suficientes para promover su crecimiento final y ovulacion,
este foliculo dominante pierde su dominancia y permite el reclutamiento y la

emergencia.

La maduracion folicular ocurre en oleadas a lo largo del ciclo estral, que implican

el reclutamiento de una cohorte de foliculos una vez se detecta la onda folicular



ésta sigue creciendo hasta que dos dias después se evidencia el crecimiento de
un foliculo que sobresale de la cohorte y se hace dominante con un diametro

aproximado de 8 mm (Camelo y Zorro, 2008).

Por ultimo, refieren que una vez que se evidencia la dominancia folicular continta
una fase de crecimiento del foliculo dominante hasta que alcanza su didmetro
preovulatorio de 18 a 22 mm en ganado de leche y de 14 a 18 mm e incluso 10

mm en ganado de carne; éste se mantiene durante varios dias.

2.3. DINAMICA FOLICULAR DURANTE EL CICLO ESTRAL

Durante un ciclo estral las vacas Brahman pueden desarrollar una (6,7%), dos
(90,0%) o tres (3,3%) ondas foliculares, la variacion en el nimero de ondas
foliculares también fue observada en hembras Gyr multiparas que desarrollaron
dos (6,6%), tres (60,0%), cuatro (26,6%) o cinco (6,6%) ondas foliculares por
ciclo, en vacas Ceblu mestizas durante el primer ciclo estral postparto que
formaron una (16,5%), dos (67%) o tres (16,5%) ondas foliculares por ciclo, en
vacas Guzera multiparas con dos (37,5%), tres (50%) o cuatro (12,5%) ondas

foliculares por ciclo (Pearson et al., 1993; revisado en Henao, 2010).

2.4. CRECIMIENTO FOLICULAR

Segun una revision efectuada por Espinoza et al. (2007), los ovocitos presentes
en el ovario adulto se originan de un namero definitivo de células germinales
primordiales derivadas de la masa celular interna del blastocito en desarrollo, en
los mamiferos, la hembra cuenta con una reserva de ovocitos que han
interrumpido su crecimiento en los foliculos primordiales, Unica fuente de
ovocitos para ser ovulados durante su vida reproductiva, los foliculos
primordiales se forman durante la vida fetal en bovinos (130 dias), ovinos y
porcinos (70 dias), o alrededor del nacimiento en roedores.

2.4.1. FACTORES DE CRECIMIENTO FOLICULAR

La foliculogénesis como eje fundamental del foliculo ha sido estudiada desde
hace mucho (Philip, 2003); y sin embargo hasta nuestros dias todavia son un
enigma muchos de los procesos que alli se dan, estudios recientes indican que

hay unos factores, en su mayoria péptidos, los cuales se originan a partir de las
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células foliculares y de manera autocrina y paracrina intervienen en el proceso

de crecimiento y diferenciacion folicular.

El mismo autor sefiala que estos factores actian estimulando o inhibiendo
acciones y dentro de los factores estudiados hasta el momento se han reportado
a la inhibina, activina, follistatina, factor de crecimiento epidermal (EGF), factor
de crecimiento similar a la insulina (1G), factor de crecimiento similar a la insulina
unido a proteinas (IGFBP), factor transformante de crecimiento (TGF alfa y
beta), factor de crecimiento de los fibroblastos (FGF), factor 9 de crecimiento y
diferenciacion (GDF 9), proteina 15 morfogenética del hueso (BMP15).

Velazquez y Mendieta (2015) manifiestan que no solo es la foliculogénesis el
resultado de mdltiples influencias, sino que es un proceso en el cual un mismo
elemento de regulacién puede participar de manera diferente, dependiendo del
estado de desarrollo, no Unicamente del foliculo en si, sino también de otros

foliculos previamente desarrollados dentro del ovario.

2.5. HORMONAS DE LA REPRODUCCION

Gutiérrez (2008) ha determinado que en relacion con las hormonas de
reproduccion bajo condiciones ideales, una vaca tiene el potencial de producir
una cria al afio o un intervalo entre partos igual a 12 meses. Para poder lograr
este indice, las vacas deben concebir antes de los 100 dias después del parto;
sin embargo, las vacas en el trépico presentan alta incidencia de anestro
postparto que prolongan los intervalos parto celo y parto concepcion,

afectdndose considerablemente la eficiencia reproductiva.

Una de las herramientas mas utilizada para el control del anestro postparto en
climas tropicales ha sido el uso de hormonas; sin embargo, es importante
recordar que el uso de los tratamientos hormonales en estos sistemas siempre
debe ser secundario a los planes de mejoramiento general, como el manejo, la

alimentacion y la sanidad (Gutiérrez, 2008).

2.5.1. HORMONA LIBERADORA DE GONADOTROFINAS (GnRH)
La GnRH es un decapéptido sintetizado y almacenado en el hipotdlamo, y

transportado a la hipdfisis mediante el sistema portal hipofisiario. Aunque la
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GnRH desaparece rapidamente de la circulacion, existen analogos mas potentes
(Deslorelin y Buserelin), con tasas de desaparicion mas lentas y mayor afinidad
de union a receptores hipofisiarios de GnRH. La GnRH provoca la liberacion de
una oleada de LH que induce la ovulacién de foliculos maduros, para el
tratamiento de quistes foliculares ovaricos, y por su accién luteoprotectora, para

reducir las pérdidas embrionarias durante la gestacion (Pursley et al. 1995).

La GnRH actla sobre receptores especificos de la adenohipofisis estimulando la
liberacion de FSH y LH, la FSH actua sobre las células foliculares en el ovario
estimulando la produccion de estrégenos y el crecimiento y desarrollo del
foliculo, en respuesta a la LH desaparece el foliculo dominante de la onda
folicular en curso ya sea por ovulacion y formacién de un nuevo cuerpo liteo o

atresia (Fernandez, 2003).

2.5.2. OXITOCINA

Los estudios desarrollados por Lee et al. (2009) describen que la oxitocina es
una hormona nonapeptidica mejor conocida por su participacion en la lactancia
y el trabajo de parto, esta constituida por nueve aminoacidos (cisteina, tirosina,
isoleucina, glicina, asparangina, cisteina, prolina, leucina y glicina), un grupo
amino terminal y un puente de azufre entre las dos cisteinas. La estructura de la
oxitocina es muy similar a otro nonapéptido llamado vasopresina, que difiere de
la primera en solo dos aminoacidos. Como resultado de la duplicacién de genes,
el gen de la oxitocina se localiza en el mismo cromosoma que la vasopresina

(cromosoma 20).

La oxitocina es un octapéptido producido en los nucleos Supraéptico y
Paraventricular del hipotalamo y es almacenado y liberado de la Neurohipdfisis.
Esta hormona presenta varias acciones fisiologicas, entre estas se destacan el
efecto galactogogo, la induccién del parto y la accién en el transporte del semen

en los genitales de la hembras (Reeves, 1987).

Carmichae et al. (1987), reportan que es una hormona y un neuropéptido,
sintetizada por células nerviosas neurosecretoras magnocelulares en el nucleo
supradptico y el nucleo paraventricular del hipotalamo, de donde es transportada

por su proteina transportadora, neurofisina, a lo largo de los axones de
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las neuronas hipotalamicas hasta sus terminaciones en la porcién posterior de
la hipdfisis (neurohipdfisis), donde se almacena y desde donde es segregada

al torrente sanguineo.

2.5.3. HORMONAS GONADOTROPICAS O GONADOTROPINAS

Las gonadotropinas o gonadotrofinas son una serie de hormonas secretadas
por la hipofisis (glandula pituitaria), gracias a la hormona liber-RH, y que estan
implicadas en la regulacion de la reproduccién en los vertebrados. Hay tres
gonadotropinas: la hormona luteinizante (abreviada HL o LH), la hormona
estimulante del foliculo (abreviada HFE o FSH) y la gonadotropina coriénica
humana (abreviada GCH o HCG) (Llusia, 1995).

2.5.3.1. HORMONA LUTEINISANTE (LH)

Las gonadotropinas LH también denominada luteotropina, son glucoproteinas
gue se sintetizan y liberan en las células ciandfilas del I6bulo anterior de la
hipofisis, bajo la influencia de la GnRH. La accién de las gonadotropinas se
ejerce, como se desprende de su nombre a nivel de las gonadas estrégeno y P4

en la hembra, testosterona en el macho (lllera, 1994).

Peters et al. (2004) informan que la LH aumenta la sintesis de progesterona a
partir del cuerpo lateo preparando al Utero para la implantacion del embrion
disminuyendo el tono miometrial, aumentando la viscosidad del mucus y
cerrando el canal cervical, ademas, del pico preovulatorio que inducira la

activacion del ovocito para que continde la meiosis.

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).

2.5.3.2. HORMONA FOLICULO ESTIMULANTE (FSH)

La super estimulacién con FSH exdgena puede incrementar la respuesta ovarica
si se aplica al inicio de la onda folicular. Al sincronizar la onda folicular se usa
una combinacion de progesterona (P4) y estradiol (EB) originando la emergencia
de una nueva onda folicular 4 dias después. Es importante conocer la historia
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reproductiva y el celo previo al inicio del tratamiento superovulatorio ya que

podria mejorar la produccion de embriones (Ake, 1998).

La hormona foliculo estimulante durante la fase folicular temprana y la
intermedia, induce en las células de la granulosa el desarrollo de receptores para
la LH marcando el desarrollo folicular; por lo que, en estas fases la LH junto con

la FSH sostienen el desarrollo y crecimiento folicular (Erickson et al., 1979).

La FSH, conjuntamente con la LH estimulan la sintesis de estradiol e inhibina en
las células tecales de los foliculos en desarrollo, que a su vez actuaran
asociadas suprimiendo la liberacion de FSH por la hipodfisis, en las mujeres
después de la menopausia, la secrecion de FSH aumenta notablemente
pasando por filtracion renal y llegando a la orina con el nombre de gonadotrofina
menopausica humana (hMG), que es comercializada como hormona para inducir

la super ovulacion en mujeres y animales (Peters et al., 2004).

2.5.4. HORMONAS GONADALES

Las hormonas gonadales pertenecen al grupo de las hormonas esteroideas
caracterizada quimicamente por poseer un nucleo tetraciclico, el
ciclopentanoperhidrofenantreno y bajo condiciones fisioldgicas ejercen multiples
efectos en el organismo, actian especialmente sobre los 6rganos sexuales
accesorios e influyen en los caracteres sexuales secundarios (Henricks y Mayer,
1977).

2.5.4.1. ESTROGENOS

Los estrogenos naturales son sustancias esteroideas muy relacionadas
guimicamente con las hormonas sexuales masculinas y hormonas de la corteza
adrenal (Booth y McDonald, 1988). El principal estrégeno natural en las hembras
de mamiferos corresponde al 17 Estradiol, producido en los foliculos antrales del
ovario (Arrau, 1984). Los estrogenos estan muy relacionados quimicamente con
las hormonas sexuales masculinas y hormonas de la corteza adrenal (Booth y
McDonald, 1988). El principal estrégeno natural en las hembras de mamiferos
corresponde al 17 i6n negativa sobre el centroténico y positivo sobre el centro
ciclico (Schoenemann et al., 1985).
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Entre los efectos de esta hormona se encuentran los cambios en los depdsitos
de grasa corporal, el desarrollo y crecimiento mamario, la estimulacion de la
proliferacion celular del utero, trompas de Falopio y epitelio vaginal, la
maduracién de los ovarios y la produccién de hormonas esteroides durante la
fase luteal del embarazo (Tallera et al., 1998 citado por Sherwood, 2008).
Asimismo, también se encuentran implicados en el control de la conducta sexual

femenina a nivel del sistema nervioso central (Freeman, 2006).

Las células de la teca y granulosa encontradas dentro y alrededor del foliculo en
crecimiento actan en conjunto para la producciéon de estrogenos, las células de
la teca producen andrégenos que se difunden dentro de las células de la
granulosa donde son convertidos en estrogenos, después de la ruptura, las
células de la granulosa se convierten en células luteales grandes, formando las
principales células de secrecién de progesterona del cuerpo liteo (Martinez,
2005).

2.5.4.2. PROGESTERONA (P4)

Bearden y Fuquay (1982), agregan 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 estrogenos y los
progestagenos en la preparacion del Utero 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).

Segun Aspron (2004) menciona que la P4 suprime el desarrollo completo de los
foliculos y la secrecion de estrégenos, niveles altos de esta hormona y bajos de
estrogenos evitan que la vaca presente celo, las funciones de estrogenos y
progesterona no siempre son antagonicas y en algunos procesos actian juntas,

la relacion de concentracion estrogenos/ progesterona determina el inicio y
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duracion de la conducta estral, el desarrollo uterino es iniciado por los estrogenos

y completado por la progesterona.

Aspron (2004) reporta que los estrogenos causan contraccion uterina cerca del
momento del celo y la ovulacién para ayudar al transporte espermatico, la
progesterona elimina la contraccion uterina que podria afectar la prefiez, hace
gue se forme tejido secretor (alveolos) de la glandula mamaria, lo que hace

evidente la importancia de esta hormona es la regulacion del ciclo estral.

2.5.6. PROSTAGLANDINA F2a

La F2a 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 F2a influenciaba la respuesta
luteolitica y que la F2a no inducia la lutedlisis 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 y Henderson, 1984).

Las prostaglandinas se pueden sintetizar a partir del acido araquidénico por la

accion de diferentes enzimas como cicloxigenasas, lipoxigenasas, el citocromo
P-450, peroxidasas, etc., el mecanismo durante el cual la PGF-22 llega del
endometrio al ovario en los rumiantes es Unico, ya que al ser liposoluble se
difunde desde las paredes de la vena Utero ovérica a la arteria ovérica (Adams,
2001).

2.5.7. REGULADORES PEPTIDICOS

Martinez (2005) describe que los reguladores peptidicos son producidos en la
teca y en la granulosa, tienen como fin potenciar los resultados de las
gonadotropinas en la granulosa del foliculo preantral, son glicoproteinas con

accion auto, para y endocrina.

2.5.7.1. INHIBINA
Aunque el término inhibina fue propuesto originalmente en 1932 para referirse a
una sustancia contenida en los extractos acuosos testiculares, que era capaz de

evitar la hipertrofia hipofisaria y la formacién de las denominadas células de
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castraciébn en la pituitaria, y que sugeria por tanto la existencia de una
interrelacion entre la hipdfisis y las gonadas (McCullagh, 1932), el uso
contemporaneo del término hace referencia a un regulador especifico de la

secrecion de hormona foliculoestimulante (FSH).

2.5.7.2. ACTIVINA

La activina es un dimero compuesto por dos subunidades beta idéntica 0 muy
similar. La inhibina también es un dimero en donde la primera componente es
una subunidad beta similar o idéntica a la subunidad beta en la activina. Sin
embargo, a diferencia con la activina, la segunda componente del dimero
inhibina es mas una lejanamente-relacionada subunidad alfa (Burger y Igarashi
1988).

2.6. CONTROL NEUROENDOCRINO DE LA REPRODUCCION

Lépez (2012) indica que el control de la funcién reproductora requiere una
regulacién precisa, cuantitativa y temporal del eje hipotalamico hipofisario
gonadal. Ciertos nucleos liberan hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH)
con un patron pulsétil, se trata de un decapéptido sintetizado por las células
peptidérgicas hipotalamicas de la eminencia media, cuya secrecion se halla bajo
fuerte control, la secrecibn de GnRH es pulsatil, siendo dichos pulsos
infrecuentes e irregulares, altamente controlados por la retroalimentaciéon de las

gonadotropinas.

Al comienzo de la fase folicular, los foliculos inmaduros secretan pequefias
cantidades de estrégenos que inducen efecto de retroalimentacion negativa en
el hipotadlamo e hipdfisis, provocando la secrecién tonica de FSH y LH. Cuando
uno de los foliculos alcanza la fase de foliculo dominante, el aumento sostenido
de los niveles circulantes de estrégenos estimula el centro ciclico produciendo la
secrecion del pico de LH, este pico desencadena la maduracion final, ovulacién

y luteinizacién folicular (Atuesta y Gonella, 2011).

Ascanio (2009) describe que, ademas, el foliculo dominante secreta grandes
cantidades de inhibina, que actta en la hipdfisis inhibiendo la secrecion de FSH,
sin alterar la secrecion de LH, produciéndose la atresia de los restantes foliculos,
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la ovulacion determina el final de la fase folicular y el comienzo de la fase Iatea

del ciclo.

En elevada concentracion de progesterona, producida por el cuerpo luteo, junto
con la baja concentracion de estrogenos; ambas, originan nuevamente la
retroalimentacion negativa de forma que las gonadotropinas retroceden a los
niveles basales. La luteolisis se produce por la secrecion de PGF2a del
endometrio no gestante, provocando la disminucion en los niveles sanguineos

de progesterona al mismo tiempo que se inicia un nuevo ciclo (Ascanio, 2009).

2.7. HORMONA ANTIMULLERIANA

Dentro del proceso reproductivo de la vaca la AMH cumple un papel
fundamental, por lo que Godoy et al. (2012) reportan que la AMH, también
llamada sustancia inhibidora de Mller, pertenece a la super-familia del factor de
crecimiento transformante-p (TGF-p) y se considera un factor de crecimiento
local y de diferenciacion celular, esta hormona sélo se produce en el ovario por
las células de la granulosa que rodean a los foliculos antrales, preantrales y a
los foliculos pequefios, por esto se cree que las concentraciones séricas de AMH
son reflejo de la reserva ovérica y de la cohorte de foliculos pequefios en

desarrollo.

Las investigaciones mas recientes demuestran que las concentraciones séricas
de AMH tienen mayor sensibilidad para determinar la reserva ovarica en mujeres
mayores de 35 afos, y mayor relacion con el nimero de foliculos antrales, y
utilidad en los ciclos de induccidn ovarica controlada, en comparaciéon con las

concentraciones de FSH, estradiol e inhibina B (Godoy et al., 2012).

Sowers et al. (2008) concluye que los niveles séricos de la AMH reflejarian el
pool de foliculos ovaricos, de ahi su potencial como marcador de la cantidad y
calidad de estos, descienden progresivamente con la edad, llegando a ser
indetectables en la menopausia, por lo que su medicion puede usarse para

predecir la misma.

Fanchin et al. (2003) hacen referencia que, aunque el papel de la AMH es

controvertido, datos recientes sugieren que puede actuar como un modulador
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del reclutamiento folicular y como regulador de la esteroidogénesis ovarica, se
sabe que la AMH tiene efecto inhibidor en el reclutamiento folicular actuando
sobre las células de la granulosa, hecho que también se demuestra por la mayor
sensibilidad de las células de la granulosa a la FSH en ausencia de AMH tanto

in vivo como in vitro.

Wachs et al. (2007) manifiestan que los niveles de AMH séricos parecen ser el
mejor marcador hormonal de reserva ovarica ya que se correlacionan
directamente con la proporcion de foliculos primordiales; sin embargo, su valor
predictivo no es absoluto, con los consecuentes resultados de falsos positivos y

negativos especialmente los primeros.

2.7.1. NIVELES SERICOS DE AMH PREVIOS A PROCESOS
REPRODCUTIVOS EN MUJERES.

Dentro de los niveles séricos Giulini et al. (2007), los bajos niveles de AMH entre
0,7 y 0,75 ng/mL, en pacientes que se van a someter a tratamientos de
reproduccién asistida pueden predecir mala respuesta, mas que posibilidad o no
de embarazo con una tasa de falsos positivos del 10-20%. Se han publicado
tasas de nacimientos de 15% en mujeres con niveles de AMH< de 0,7 ng/mL,
cifras bastante elevadas para estas pacientes, lo que sugeriria que solo aquellas
mujeres con muy mal prondstico de respuesta (AMH entre 0,1-0,35 ng/mL)

deberia plantearseles rechazar el tratamiento.

Segun Sighinolfi y Radi (2010) los niveles séricos de AMH como test de reserva
folicular podria ser Util, siempre que se use un punto de corte bajo, esto con el
objeto de minimizar los falsos positivos. Parece ser que los valores muy bajos de
AMH son raros en mujeres jovenes, siendo mas frecuentes en mayores edades,
lo que indicaria que solo la edad por si misma podria identificar a la mayoria de
las pacientes con posibilidad de cancelacion de ciclo por ausencia de respuesta

ovarica.

Nelson et al. (2007) concluyen que la AMH es el marcador sérico que puede
determinar la cantidad y actividad de los foliculos que se encuentran en los
primeros estadios madurativos y por lo tanto el que mejor predice la reserva

folicular.
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Pizzi et al. (2015) manifiestan que la AMH producida en mayor cantidad por las
células de la granulosa de pacientes con sindrome de ovario poliquistico también
esta relacionada por su accidén paracrina con el hiperandrogenismo ovarico y
probablemente interfiera con la aromatizacién de andrégenos inducida por FSH,
lo que contribuye a la detencion del desarrollo folicular observado en estas

pacientes.

2.7.2. ESTUDIOS DE LA AMH EN BOVINOS Y OVINOS

2.7.2.1 BOVINOS

Diferentes estudios realizados en bovinos muestran la relacion que tiene la AMH
sobre la fertilidad. Ireland et al. (2008) reportaron en un estudio, que la variacion
en el conteo de foliculos antrales durante las olas foliculares esta muy asociada

con alteraciones en las concentraciones circulantes de AMH.

Souza et al. (2015) concluyen que la relacion existente entre la AMH y la
superovulacion en vacas se notd que estuvo altamente asociada con la
respuesta superovulatoria y con el potencial de embriones, y llegaron a la
conclusién que esta hormona podria convertirse en un método practico y Gtil para

predecir la repuesta folicular y la capacidad superovulatoria de cada vaca.

Tal situacion permitiria mejorar la eficiencia de los programas de transferencia
de embriones en ovulaciones mdlltiples en hatos lecheros. De modo
contradictorio, Diaz et al. (2013) manifiestan que en caso de una patologia
guistica en bovinos se observa aumento sérico de la AMH durante la persistencia
folicular, lo que traeria como consecuencia inhibicion en el desarrollo de foliculos

en distintas fases de crecimiento.

Ribeiro et al. (2014), publicaron que en vacas de 2 a 3 partos mostraron
concentraciones mas altas que las de un solo parto. Se observo que las vacas
con menor concentracion de AMH tenian menores tasas de prefiez y mayor
incidencia en perdida de la gestacion entres los dias 30 y 65, también se observé
gue la AMH no tuvo una relacién negativa con vacas que salian prefiadas con
protocolo de inseminacion artificial a tiempo fijo que se les practicaban, mientras
que en vacas que no salieron gestantes a dicha IATF y posterior unas fueron

inseminadas nuevamente y otras por monta natural. De esta manera concluyeron
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gue los protocolos de IATF, podria tener alguna implicacion en la anulacién

positiva que tiene la AMH sobre la fertilidad.

Jiménez et al. (2015) llegaron a la conclusion, de que una sola determinacion en
la concentracién de AMH en novillas lecheras jovenes, puede ser un método de
diagnéstico para predecir la longevidad del hato y que también puede ser un
marcador genético Util para mejorar los sistemas de crianza y mejorar la
longevidad de las vacas lecheras. Por otro lado, Pfeiffer et al. (2014), mencionan
gue en vacas la determinacién de la AMH durante el ciclo estral, no se vio
influenciada por la sincronizacion hormonal exdgena, estos datos sefialan la
posibilidad de medir la AMH en cualgquier momento del ciclo, sin tener que cesar

algun protocolo de IATF.

2.8. TECNICA PARA DETERMINAR AMH MEDIANTE ELISA

Rey et al. (2013) refiere que la empresa Beckman-Coulter ha descontinuado la
comercializacion del kit DSL y, aunque continla comercializando el kit
Immunotech desde 2009, se esta reemplazando progresivamente por una
version de nueva generacion conocida como AMH Gen Il. Existe correlacion
positiva y significativa entre los resultados obtenidos por el ELISA Gen Il y los

previos (r = 0,97 con Immunotech y r = 0,93 con DSL).

Ademas, los ensayos empleados para medir la AMH parecen ser bastante
confiables, existen cuidados recomendables en cuanto a la toma y conservacion
de la muestra, es conveniente centrifugar la muestra de sangre y separar el
plasma o el suero y congelar de manera inmediata. La presencia de anticuerpos
heterdfilos, por ejemplo, en pacientes con enfermedades autoinmunes, puede
provocar resultados falsamente elevados en la determinacion de AMH sérica.
Recientemente, se ha validado la utilidad de la cuantificacion de AMH en gota de
sangre seca, en papel de filtro como método minimamente invasivo para la

evaluacion de la reserva ovarica.



CAPITULO lIl. DESARROLLO METODOLOGICO

3.1. UBICACION

La presente investigacion se realizdé en la finca EI Sombrero, en el sitio El
Sombrero, cantdn Pajan, provincia de Manabi, ubicada en Latitud: 80° 30’ / Este
80° 15’ de Longitud Oeste y Sur 1° 40’/ S 1° 30’ de Latitud Sur; a 450 Km de la
ciudad de Quito. El campo constaba de condiciones climaticas tropicales, con
precipitaciones anuales de 1000 a 2000 mm/afio, con temperatura promedio de
24°C, humedad relativa anual de 87,0% y a una altitud de 110 metros sobre el
nivel del mar (msnm). Fuente: (Gobierno Autonomo Descentralizado Municipal del Cantén
Pajan, 2012).

3.2. DURACION DEL TRABAJO
Esta investigacion se inicio el lunes 12 de febrero del 2018 y finaliz6 el viernes
29 de junio del 2018, con duracién de 138 dias.

3.3. FACTORES EN ESTUDIO
Edad de los animales y niveles de la AMH.

3.4. TRATAMIENTOS Y DISENO EXPERIMENTAL

Este trabajo corresponde a una investigacion diagnaostica, sin embargo, se utilizd
un disefio completamente al azar en arreglo factorial considerada dentro del
andlisis los factores A y B. Se seleccionaron 20 vacas de la raza Brahman
clasificadas en dos rangos de edad: menores de 5 aflos y mayores de 8 afios de
edad, respectivamente, (Factor A). Posteriormente, por motivos experimentales
se procedio a dividir los niveles sanguineos de la AMH en tres rangos: 100 a 200,
de 200 a 300 y 300 a 400 pg/mL (Factor B).

3.5. ANALISIS ESTADISTICO.

Se realizd un analisis exploratorio de las variables bajo estudio y de relaciones
funcionales a través del andlisis de correlacion de Pearson y andlisis de
regresion. Posteriormente, fueron analizadas por medio de analisis de varianza,
para conocer la significancia probabilistica de los distintos factores en estudio
entre los que se incluyo la interaccion. Todos los andlisis de varianza (ANOVA)

se efectuaron con el software InfoStat en version libre (Di Rienzo et al., 2016).
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Previo al ANOVA, los valores de las caracteristicas cuantificadas fueron
examinados por las pruebas de normalidad de Wilk-Shapiro y la de
homogeneidad de varianza de Bartlett por el programa ASSISTAT (Silva y
Azevedo, 2016), hubo necesidad de transformar los datos en raiz cuadrada de
(X+1) para satisfacer supuestos para el andlisis de varianza. El desdoblamiento
de la interaccion significativa para la variable objeto de andlisis se realizé de

acuerdo con el valor critico de la prueba de Tukey al 5% de probabilidad.

3.6. VARIABLES EVALUADAS
3.6.1. VARIABLES INDEPENDIENTES

Edad de las vacas (afos)
Nivel de concentracion de AMH en suero sanguineo (pg/mL).

3.6.2. VARIABLES DEPENDIENTES
Cantidad de foliculos (N°).

Tamario de foliculos (mm).
Tamafio de cuerpos lateos (mm).

Tamario de ovario (cm?).

3.7. PROCEDIMIENTO DEL TRABAJO DE CAMPO

3.7.1. MANEJO DEL EXPERIMENTO

3.7.1.1. NUMERO Y TAMANO DE FOLICULOS OVARICOS

El nimero y tamafio de los foliculos se determin6 mediante ultrasonografia
transrectal con ecografo (Mindray DP 50 VET®, Shenzhen, China) y transductor
lineal de 7,5 MHz en modo B, se efectud el conteo y medicién de los foliculos
mediante el software del ecografo, también se realiz6 seguimiento de la onda

folicular cada 24 horas durante todo el ciclo estral.

3.7.1.2. TAMANO DE CUERPO LUTEO
Los cuerpos luteos fueron determinados de la misma forma que los foliculos, con
la diferencia de que se efectud el seguimiento 48 horas posterior a los signos de

celo.
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3.7.1.3. TAMANO DE OVARIO
Los ovarios de los animales fueron medidos de la misma manera, pero se

efectud al inicio del experimento.

3.7.1.4. NIVEL DE CONCENTRACION DE AMH EN SUERO SANGUINEO

Las colecciones de sangre (4 mL) para los analisis de la AMH se efectuaron en
todos los animales en estudio, las cuales fueron tomadas por puncion de la vena
yugular con agujas calibre 16 x 1 Y2, para ello se utiliz6 tubos al vacio que
contenian heparina de sodio (BD Vacutainer® NH; Becton Dickinson and Co.).
Las muestras de sangre fueron enviadas y procesadas en el laboratorio
UNIMIVET, para su respectiva evaluacion en donde se las someti6 a
centrifugacion [3.200 revoluciones por minuto (rpm) por 10 minutos a 4°C] y

almacenadas inmediatamente a -20°C hasta su analisis por ELISA.

La prueba de ELISA para determinacion de la AMH en suero sanguineo de las
vacas experimentales se efectud con los kits de MOFA® para muestras de
bovino (AMH ELISA simple test Kit Bovine Serum, 40 samples Max/Kit
21700/100) y el lector Infinite 200 PRO Multimode Multiplate Reader. Las
concentraciones de AMH se midieron en muestras de 50 yL de suero. Las
muestras congeladas de suero se descongelaron en bafio maria justo antes de
la prueba de ELISA, que previamente se sometieron a sacudido en vortex y
centrifugadas a 23.200 rpm por 10 minutos a 4°C. Las muestras se mantuvieron
por 12 horas a 4°C en presencia de un primer anticuerpo, luego por 1,5 horas a
temperatura ambiente en presencia del segundo anticuerpo para luego hacer las

lecturas.

3.7.2. MANEJO DEL ENSAYO

Se seleccionaron al azar 20 vacas, 10 de ellas entre 3 y 5 afios, y 10 mayores
de 7 afios de una poblacion de animales de alto valor genético de la raza
Brahman. Las vacas joévenes fueron las hembras entre 3 y 5 afios (n=10) y

hembras mayores de 7 a 9 afios de edad (n=10).

Se realiz6 un protocolo de sincronizacion de la ovulacion, para igualar el dia cero
del ciclo estral de todos los animales. Para ello se insertd un dispositivo con

progesterona en el Dia 0 (DIB® 0,5 Syntex, Argentina) y una dosis de 2 mg de
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benzoato de estradiol (Gonadiol®; 1mg/mL; benzoato de Syntex®), el Dia 8 se
retird el dispositivo, se inyecto 0,15mg de Ciclase®, el Dia 9 se inyecté 1 mg de
benzoato de estradiol (Gonadiol®, Syntex). Luego del reinicio del ciclo estral
farmacoldgico, todas las vacas fueron revisadas con ecografia transrectal por los
métodos mencionados con anterioridad en esta investigacion, los Dias 3, 6, 9,
12, 15, 18 y 21 posteriores a la insercion del dispositivo de P4. Todas las
determinaciones sanguineas fueron tomadas en el dia que inicio el protocolo de

sincronizacion.



CAPITULO IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. ANALISIS EXPLORATORIO DE DATOS

Los datos de esta investigacion permiten aceptar la hipétesis planteada, con
respecto a la correlacién positiva los niveles de AMH en las vacas jovenes (< 5
afnos), por el contrario, se rechaza en lo relacionado con las vacas adultas (>7
afnos). En el Cuadro 4.1 se muestra las medidas de tendencia central (media y
mediana), las medidas de dispersién (desviacién estdndar y coeficiente de
variacion) y el intervalo de confianza de las variables evaluadas durante la

investigacion.

La variable cantidad de foliculos totales en las medidas de tendencia central
(media y mediana) present6 valores de 5,50 y 5,57 respectivamente; para las
medidas de dispersion (desviacion estandar y coeficiente de variacion) valores
de 1,07 y 19,57%, respectivamente, con intervalo de confianza minimo de 5y
maximo de 6,01. Mientras que para el nimero de foliculos entre 2 a 4 mm, el
valor promedio fue del orden de 5,36 y mediana de 5,48; la desviacion estandar
de 1,11 y el coeficiente de variacion de 20,78%, con intervalo de confianza

minimo de 4,48 y maximo de 5,89.

En cuanto al numero de foliculos con diametros comprendidos entre 4,1 a 7 mm
los valores promedios fueron del orden de 1,29 mm, con mediana de 1,41 mm;
desviacion estandar de 0,29 y coeficiente de variacion de 22,8; el intervalo de
confianza de confianza fue minimo de 1,15 y maximo de 1,43.

Para los foliculos mayores de 7 mm se encontraron valores promedios de 1,33
mm, mediana de 1,41 mm; deviacion estandar de 0,21 y coeficiente de variacion
15,52 %; el intervalo de confianza correspondio a 1,23 minimo y maximo de 1,42.
La variable tamafio del cuerpo luteo, presento valor promedio del orden de 9,24
mm, mediana de 10,50; con desviacion estandar de 7,63 y el coeficiente de
variacion de 82,53%, con intervalo de confianza minimo de 5,67 y maximo de
12,81 y finalmente en la variable tamafio de los ovarios, se encontré que la media
fue de 2,75 mm, mediana de 2,85; desviacion estandar de 0,51 y coeficiente de
variacion de 18,65%, su intervalo de confianza fue minimo de 2,51 y maximo de

2,99, para el ovario derecho.
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Mientras que para el ovario izquierdo la media fue de 2,78 mm, mediana de 2,64;
desviacion estandar de 0,72 y coeficiente de variacién de 25,88%, su intervalo
de confianza fue 2,44 minimo y maximo de 3,12. Para los valores observados de
los coeficientes de variacion en las variables estudiadas se pueden constatar
(cuadro 4.1) que la mayor dispersion la presentaron el tamafio del cuerpo liteo

y tamafio de ovario izquierdo.

Cuadro 4.1. Resumen descriptivo de las variables.

Numero de foliculos Tamaio ovario Tamaiio

. Cuerpo
Estadistico Total 2-4mm 41-Tmm >7mm  Derecho lzquierdo Liteo
Media 5,50 5,36 1,29 1,33 2,75 2,78 9,24
Mediana 5,57 5,48 1,41 1,41 2,85 2,64 10,50
Desv. Estandar 1,07 1,11 0,29 0,21 0,51 0,72 7,63
Coef. de variacion 19,52 20,78 22,80 15,52 18,65 25,88 82,53
Intervalo de Min 5,00 4,84 1,15 1,23 2,51 2,44 5,67
confianza (95%) Max 6,01 5,89 143 142 2,99 3,12 12,81

Medidas de tendencia central, media, mediana y desviacion estandar para nimero de foliculos, foliculos de 2-4 mm,
foliculos de 4,1-7 mm, foliculos >7 mm, tamafio de ovarios (mm) y tamafio del cuerpo liteo (mm) en vacas Brahman
con diferentes niveles de AMH.

Ireland et al. (2007) encontraron una diferencia de siete veces en el numero de
foliculos antrales de los bovinos adultos jévenes, pero observé una consistencia
dentro de los individuos para el numero de foliculos antrales dentro de las ondas
foliculares. Similarmente, Hernandez (2012), sefiala que la hembra bovina nace
con aproximadamente 200 mil foliculos, de los cuales muy pocos se activan o
inician su crecimiento, lo que podria relacionarse con los datos encontrados en
esta tesis, ya que la mayor parte de ellos sufre atresia en diferentes etapas de
desarrollo. Los resultados de esta tesis podrian responder a la dinamica folicular
gue se genera de dos o tres ondas durante el ciclo estral y comienza con el
reclutamiento de foliculos antrales pequefios con tamafos de 2 a 4 mm (Borges
et al., 2001).

4.2. RELACIONES ENTRE VARIABLES
4.2.1. ANALISIS DE CORRELACION
El analisis de correlacion (Cuadro 4.2) no mostré relaciones entre las variables

estudiadas, a excepcion de la relacion directa y altamente significativa entre el



27

namero total de foliculos y el nimero de foliculos de 2 a 4 mm (P=0,996), lo cual
indica que este ultimo es el diametro predominante del total de foliculos de las

vacas Brahman, independientemente de la edad y del nivel de la AMH.

A pesar de que los coeficientes de correlacién de los niveles de la AMH no
resultaron significativos entre de las variables estudiadas, los coeficientes para
el nimero de foliculos totales (P=0,28), el nimero de foliculos de 2-4 mm (P=
0,28) y de 4-7 mm (P=0,22), los cual se aproximaron al nivel critico de

significancia, por lo que no se descarta una relacion entre dichas variables.

Cuadro 4.2. Coeficientes de correlacion de las variables.

Tamaiio
) AMH Numero de foliculos Tamafio ovario cuerpo
Variable (pg/mL) Edad lateo
Total 2-4mm 41-7Tmm >7Tmm Derecho  lzquierdo
AMH (pg/mL) 1
Edad (afios) -0,046 1
Numero de 0285 -0140 1
foliculos total
Foliculos 0281 -0128 0996* 1
2-4 mm
Foliculos 0227 0072 -0060 -0.1267 1
4,1-7 mm
Foliculas 0209 -0182 -0354 03852  -0,003 1
>7 mm
Tamario
ovario 0242 0443 0119 00739 0,114 0,403 1
derecho
Tamafio
ovario 0285 0232 0081 00507 0214 0,140 0,302 1
izquierdo
Tamatio 0086 0049 0004 00001 0237  -0323  -0393 0,013 1

Cuerpo lUteo

Numero de foliculos, foliculos de 2-4 mm, foliculos de 4,1-7 mm, foliculos >7 mm y tamafio del cuerpo luteo (mm) en
vacas Brahman con diferentes niveles de AMH.

*“*Diferencia altamente significativa (P=0,01).

Estos resultados difieren con los reportados por Benyei et al. (2003), quienes
encontraron que las concentraciones de la AMH estan correlacionadas con el
recuento de foliculos antrales del ovario, el nUmero de foliculos y el nUmero de
ovocitos viables. Similarmente, Center et al. (2018) también encontraron
correlaciones positivas entre la AMH en circulacién y el nimero de foliculos, y
con el numero de cuerpos luteos. Por otra parte, Ireland et al. (2008)

determinaron una correlacion altamente positiva con las concentraciones de
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AMH, el tamafio del ovario y el nimero total de ovocitos morfolégicamente
viables en los ovarios, lo que no estaria en concordancia con los datos de esta
tesis, a pesar de la similitud en el biotipo animal con respecto a los de las

bibliografias consultadas.

Contradictoriamente en relacion al estudio de correlaciones entre otras variables,
Ireland et al. (2008) encontraron que los animales con un recuento de foliculos
antrales bajo tienen ovarios mas pequefios en comparacion con vacas de la
misma edad con recuentos mas altos; ademas, los bovinos con recuento de
foliculos antrales bajo tienen una respuesta reducida a la superovulacion (Singh
et al., 2004; Ireland et al. 2007) y concentraciones circulantes mucho mas bajas
de progesterona y un grosor endometrial reducido de 0 a 6 del ciclo estral

(Jiménez -Krassel et al.,2009).

4.2.2. ANALISIS DE REGRESION
El analisis de regresion entre los niveles de la AMH y el numero total de foliculos
(Gréfico 4.1) mostraron diferencias significativas (P=0,71). La respuesta
observada indica que ocurre incremento de la produccion de foliculos en la
medida que aumentan los niveles de la AMH , en que se alcanzé el maximo valor
cuando el nivel de la hormona se ubica alrededor de 300 pg/mL; a partir de ese
nivel hormonal ocurre el descenso en la formacion de foliculos.
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Grafico 4.1. Numero total de foliculos en funcion de los niveles de la A MH en vacas Brahman
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Se considera que la identificacién de los niveles de foliculos en funcion de la
AMH en Brahman es fundamental para determinar un proceso reproductivo,
adecuado, evidenciando la existencia de una correlacion de estos niveles en los

procesos reproductivos de esta especie.

De manera similar, cuando se realizé el analisis de regresion para establecer
relaciones entre los niveles de la AMH y el numero de foliculos de 2 a 4 mm
(Gréfico 4.2), con un coeficiente de regresion ( P= 0,69) el cual resulté
significativo al 5% de probabilidad. Dada la alta correlacion entre las variables
numero total de foliculos y nimero de foliculos de 2 a 4 mm, el comportamiento
de la curva de regresion para esta variable fue similar a la descrita para el nUmero

total de foliculos.
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Grafico 4.2. Numero total de foliculos de 2 a 4 en funcién de los niveles de la AMH en vacas Brahman.

Los puntos de méxima actividad para namero total de foliculos y niumero de
foliculos entre 2-4mm, calculados por la segunda derivada corresponden a
valores de 320 y 315 respectivamente, donde se puede visualizar el mayor efecto
hormonal. Melado (2014) sefala que los estudios actuales orientan que la AMH
constituye el principal marcador de la reserva ovarica. Los resultados de esta
investigacién muestran que la mayor actividad folicular se detecté en los rangos
estudiados mas elevados, por lo cual podria ser utilizada como marcador sérico

para evaluar la reserva ovarica.
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Estos resultados concuerdan con los de Ireland et al. (2008), quienes aseguran
gue el recuento de foliculos antrales pueden ser marcadores fenotipicos fiables
para predecir el niumero relativo de los foliculos morfologicamente viables y
ovocitos en los ovarios, y tal vez predecir la longevidad potencial reproductiva en
el bovino. De forma similar, reportaron que la variacion en el nimero de foliculos
antrales durante las olas foliculares esta asociada a las alteraciones en las
concentraciones circulantes de AMH. Hallazgos similares han sido reportados
por Melado (2014) y Jiménez et al. (2015).

Con relacion a los niveles 6ptimos de la AMH, los mayores resultados obtenidos
en este estudio se lograron con los rangos superiores a 300 pg/mL en vacas
menores de cinco afos, lo cual concuerda con lo reportado por Del Rio et al.
(2017). Estos autores consideran a la AMH como un marcador fisiolégico
predictivo de la fertilidad postparto en vacas de raza Holstein sometidas a un
protocolo de sincronizacion de la ovulacion, puesto que vacas con niveles altos
de AMH (>300 pg/mL) tuvieron mayor tasa de prefiez después de la IA,
requirieron menos servicios por concepcion y tuvieron menos dias abiertos en
comparacion con vacas con niveles normales (<300 pg/mL); probablemente

debido a la disposicion de una mayor cantidad de foliculos por onda.

4.3. ANALISIS DE LA VARIANZA

En el Cuadro 4.3 se presentan los datos correspondientes al andlisis de varianza
de las medias de las variables en estudio, se observa que para las variables
namero total de foliculos, nimero de foliculos comprendidos entre 2 a4 mm y el
cuerpo luteo solo se evidenciaron diferencias significativas entre la edad de las
vacas y la AMH (P=0,0265), (P=0,0229), (P=0,0432) respectivamente en los
datos transformados; mientras que para el caso de las variables nimero de
foliculos entre 4,1 a 7 y > 7mm no se reportaron diferencias tanto en los factores

individuales como en las interacciones (Anexo N.1).
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Cuadro 4.3. Esquema del andlisis de varianza de datos transformados para cada una de las variables en estudio.

Cuadrados Medios

Fuente de variacién GL Foliculos (mm) Cuerpo luteo (mm)

Total 2a4 41-7 >7
Edad 1 0,512ns 0,492ns 0,019ns 0,004 0,158ns
Rangos AMH 2 0,449ns 0,411ns 0,034ns 0,024 0,871ns
Edad*rangos AMH 2 4,2822 4,757° 0,004ns 0,093ns 6,472¢
Error 14 0,899 0,951 0,109 0,034 1,632
CV (%) 17,72 18,71 25,71 14,11 46,37

abSuperindices distintos indican diferencias significativas (P=0,05); CV (%)= Coeficiente de variacién. GL= Grado de
libertad; *= interacciones entre las variables estudiadas. Variables nimero de foliculos, foliculos de 2-4 mm, foliculos
de 4,1-7 mm, foliculos >7 mm y tamafio del cuerpo liteo (mm), transformados en raiz (X+1) en vacas Brahman con
diferentes niveles de AMH. ns=No significativo.

En el Cuadro 4.4 se puede observar la interaccion edad de las vacas*nivel de la
AMH (Edad*Rangos de AMH) donde se constata que para ambas variables los
efectos significativos se observan para las vacas de edades menores de cinco
afos; sin embargo, el efecto significativo de la interaccion para los cuerpos lateos

ocurre entre las vacas mayores de ocho afios.

Cuadro 4.4. Resumen del analisis de varianza

Cuadrados Medios

Fuente de variacion GL Numero de foliculos Cuerpo lUteo (mm)
Total 2a4 mm

Rangos AMH/<5 afios 1 6,43* 717" 6,03ns

Rangos AMH/>8 afios 1 3,02ns 3,15m 8,65*

Error 14 0,89 0,95 1,63

Resultados de las interacciones significativas entre la edad y los niveles de la hormona para las variables nimero de
foliculos, foliculos de 2-4 mm y tamafio del cuerpo liteo (mm), transformados en raiz (X+1) en vacas Brahman con
diferentes niveles de AMH.

Los resultados obtenidos concuerdan con los hallazgos de Gobikrushanth et al.
(2018) quienes sefalan que las concentraciones circulantes de AMH aumentan
con un mayor reclutamiento folicular ovarico hasta los 5 afios de edad (o la

tercera paridad) y luego disminuyen como consecuencia del agotamiento gradual

de la reserva ovarica.
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NUMERO TOTAL DE FOLICULOS

En la grafico 4.3 se presenta de forma gréfica los resultados correspondientes a
la interacciones para las variables namero de foliculos (Cuadros 4.3 y 4.4),
transformados en raiz (X+1). Se puede observar que entre las vacas menores
de 5 afios de edad los rangos de la AMH comprendidos entre 100-200 difieren
de los observados a los >300 mientras que en el rango comprendido entre 200-
300 pg/mL y 100-200 pg/mL no hay diferencias y son los rangos mas altos de la

hormona los que lograron el mayor nimero total de foliculos.

Mientras gque, en las vacas mayores de 8 afos, no se evidenciaron diferencias
entre los tres niveles hormonales para el nimero de foliculos. Dentro de los tres
niveles hormonales la sobreposicion de las barras solo se detecta diferencias
entre las vacas mayores de 8 afios en relacion con las menores de cinco afos,
en el mayor nivel de la hormona (>300 pg/mL), en consecuencia, las vacas de

menor edad presentan la mayor cantidad de foliculos.
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Numero total de foliculos
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Niveles de Hormona Antimiilleriana (pg/ml)

Grafico 4.3. Desdoblamiento de la interaccién edad de las vacas*niveles de la AMH de la variable nimero total de
foliculos (barras de error corresponden al nivel critico de Tukey al 5%).

Los resultados de la presente investigacion difieren a los reportados por Ribeiro
et al. (2014), que en vacas de 2 y 3 partos mostraron concentraciones de AMH
mas altas que las de un solo parto. Observaron que vacas con baja

concentracion de AMH tenian menores tasas de prefiez después del primer
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servicio y una mayor incidencia de pérdida de la gestacion entre los dias 30 y

65, asi como también menor tasa de gestacion en el siguiente parto.

Por otra parte, el presente trabajo muestra similitud respecto a los resultados
presentados en el grafico 4.3 con Gobikrushanth et al. (2018), quienes en un
estudio realizado en vacas Holstein, reportan las concentraciones de AMH se
ven aumentadas cuando existe un mayor reclutamiento y desarrollo folicular
ovarico hasta los cinco afios de edad. Lo que permite inferir que en relacion a los
niveles éptimos de AMH, el mayor nimero de foliculos estd asociado al mayor
rango de AMH y a las vaquillas de edades comprendidas entre 25-30 meses de
edad.

La localizacién de la AMH en las células de la granulosa, comenzando en la
etapa del foliculo secundario, sugiere que la AMH de los foliculos en crecimiento
frena la activacion del foliculo y atenta la tasa de crecimiento folicular en el
ganado in vivo. Esto sustenta con la respuesta alcanzada en el presente trabajo
en donde se contabiliz6 un mayor numero de foliculos en vacos joévenes de

diametro de entre 2 a 4 mm con rangos de AMH plasmaéticos superior a 300pg/ml.

Los resultados de la interaccion para el numero de foliculos indican que el mayor
namero estuvo asociado a los mayores rangos hormonales para ambas edades
de vacas y asi como mayor niumero de foliculos en las vacas menores de 5 afios

en el rango mas elevado (>300 pg/mL) de la AMH.

NUMERO DE FOLICULOS DE 2-4 MM

En la grafico 4.4 se presenta de forma gréfica la interaccién siginificativa para la
variable namero de foliculos de 2-4 mm (Cuadros 4.3 y 4.4). De manera similar
a los observado para el numero total de foliculos, para las vacas menores de 5
afos los niveles hormonales comprendidos entre 100-200 pg/mL difieren de los
observados para 200-300 y >300 pg/mL, respectivamente, mientras que estos

ultimos son similares entre si.

Por otro lado, en las vacas mayores de 8 afios no se detectan diferencias entre
los tres niveles de la AMH. Dentro de cada uno de los rangos hormonales se

puede constatar que apenas en el rango >300 pg/mL presenta diferencias para
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el nimero de foliculos entre 2-4 mm, donde se verifica que la mayor actividad

esta presente en las vacas menores de 5 afos.
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Grafico 4.3. Desdoblamiento de la interaccion edad de las vacas*niveles de la AMH de la variable nimero de foliculos
comprendidos entre 2 y 4 mm (barras de error corresponden al nivel critico de Tukey al 5%).

Al igual que el numero de foliculos totales, con el cual guarda una alta
correlacion, la tendencia es a obtener la mayor cantidad de foliculos en los dos
rangos mas elevados de la hormona y principalmente en el mayor rango donde
para ambas variables hay diferencias importantes entre el nimero de foliculos
gue favorece a las vacas menores de 5 afios, esos resultados se consolidan con
lo sefialado por Melado (2014) que indica que a medida que aumenta la edad
de las hembras, disminuye la cantidad de foliculos con capacidad de desarrollo
y maduracion, y en consecuencia la calidad de los ovocitos particularmente en

esta investigacion se muestra ocurrir en el rango >300 pg/mL.

NUMERO DE FOLICULOS COMPRENDIDOS ENTRE 4,1-7 Y >
MM

Para ambas variables no se detectaron diferencias significativas por la prueba
de F en el analisis de varianza (Cuadros 4.3 y 4.4), debido a la limitada cantidad
de foliculos de dichos tamafios, evidenciando que los foliculos de mayor tamarfio

escapan del control inhibitorio de la AMH.

Tal respuesta estaria vinculada a lo reportado por Rojas et al. (2014) con relacion
ala reduccién del numero final de foliculos preovulatorio que conducen a la mono

ovulacion. Koizumi y Kadokawa (2017) no detectaron ninguna relacion entre la
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concentracion plasmatica de AMH y el numero de foliculos = 5 mm, los tamafos
de los foliculos mas grandes en los ovarios, el tamafio del cuerpo Iiteo o la
concentracion plasmatica de progesterona, lo cual se atribuy6 a que casi toda la
AMH plasmética se origind a partir de células de la granulosa de los foliculos
antrales pequefios y preantrales y no de los foliculos antrales y el cuerpo Iuteo
mas grandes (Bhide et al. 2016).

Rico et al. (2009) encontraron que tanto las concentraciones de AMH en plasma
como en liquido folicular fueron mayores en vacas con mas foliculos antrales de
tamafio pequefio y mediano (3-7 mm de didmetro) que en aquellas con foliculos
grandes (> 7 mm de didmetro), por lo tanto, se puede inferir que los mayores
niveles de AMH fue producido por un nimero relativamente mayor de foliculos
antrales pequefios y medianos que estaban activos en el momento de la

apariciéon de la onda folicular.

CUERPO LUTEO

Los resultados obtenidos sobre el tamafio del cuerpo liteo nuevamente se
ratifican en la interaccion significativa edad de las vacas y rangos de la AMH, no
hubo diferencias entre las vacas menores de 5 afios para los tres rangos
hormonales; sin embargo, para las vacas mayores de 8 afios los menores rangos
de AMH fueron similares entre si y presentaron mayor tamafio del cuerpo Iateo
mientras que el rango >300 pg/mL difiere del comprendido entre 200-300 pg/mL

y se observo el menor tamafio del cuerpo lateo.

Esta variable en relacién al nimero total de foliculos y numero de foliculos entre
2-4mm es totalmente opuesto, esto porque primero son en las vacas mayores
de 8 afios donde se observa los mayores tamafios de cuerpo Iuteo y segundo
porque eso ocurre en los rangos mas bajos de la hormona. Esta discrepancia
parece indicar que mayores tamafos del cuerpo lateo no implican mayor

cantidad de foliculos, por tanto, esta variable no vincula una actividad con la otra.
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Gréfico 4.5. Desdoblamiento de la interaccidn edad de las vacas*niveles de la AMH de la variable tamafio del cuerpo
luteo (barras de error corresponden al nivel critico de Tukey al 5%).

Por dltimo, a medida que la edad de los animales avanza, la cantidad de ovocitos
disminuye rapidamente durante este envejecimiento y ademés la tasa de
concepcion promedio decae después de procesos reproductivos), en animales
Bos taurus , en las cuales se ha evidenciado que va desde un maximo de 56,0%
a los 15-16 meses de edad a 42,0% a los 26-27 meses de edad (Kuhn et al.
2006) mientras que en los en animales Bos indicus comentar los datss
numericosy porcentuales que secorresponde con los resultados de la presente
tesis. Lo mencionado con aterioridad en este acapite, indicaria que los niveles
de AMH en las vacas y vaquillas estan intimamente en dependencia de la edad

de los animales.



CAPITULO V. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1. CONCLUSIONES
Existe correlacion positiva entre la edad de los animales jévenes y los niveles de

AMH, pero no en vacas mayores de 8 afios.

Existe un efecto positivo entre el nimero de foliculos disponibles o reclutados en
los primeros dias del ciclo estral con niveles altos AMH en vacas Brahman

menores a 5 afos de edad.

Independientemente de la edad, se encontré una relacién directa entre el nimero
total de foliculos y el nimero de foliculos de 2 a 4 mm, lo cual indica que éste es
el diametro predominante en las vacas Brahman en estudio, sin tener en cuenta

los rangos los niveles de la hormona.
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5.1. RECOMENDACIONES

Las concentraciones de AMH se deben considerar como un parametro a tener
en cuenta en el momento de comprar genética de elite para procesos de
biotecnologias reproductivas tales como superovulacion de vacas para
produccion de embriones in vivo o en los procesos de produccion de embriones

in vitro a través de la puncion folicular.
Extraer genética de vacas Brahman jévenes para abaratar costos en la

produccion de embriones.

La AMH puede ser usado como un asistente potencial para mejorar los

parametros reproductivos en vacas Brahman.
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Anexo 1. Resultados del andlisis de varianza para las variables bajo estudio.
ANOVA Numero de foliculos totales (datos no transformados)

Fuente de Variagion Grados de | Sumade | Cuadrados F b.valor
libertad Cuadrados Medios | Calculada
Edad 1 74.81 74.809 0.65 0,4338
Rango AMH 2 123.83 61.913 0.54 0,5958
Edad*Rango_AMH 2 967.22 483.611 4.20 0,0373
Nivel AMH/<5 afios 1 742,339 742,339 6,444
Nivel AMH/>8 afios 1 348,708 348,708 3,027
Error 14 1612,67 115,190
ANAVA Numero de foliculos de 2 a 4 mm (datos no transformados)
Fuente de Variacion Grados de | Sumade | Cuadrados F b-valor
libertad Cuadrados | Medios | Calculada
Edad 1 75.82 75.823 0,65 0,4351
Rango_AMH 2 110.08 55.038 0,47 0,6353
Edad*Rango_AMH 2 1037.81 518.907 5,42 0,0325
Nivel AMH/<5 afios 1 797,104 797,104 6,788
Nivel AMH/>8 afios 1 348,708 348,708 3,027
Error 14 1643,92 117,423
ANAVA Numero de foliculos de 4 a 7 mm (datos no transformados)
Fuente de Variacion Grados de | Sumade | Cuadrados F b_valor
libertad Cuadrados| Medios Calculada
Edad 1 0,1399 0,13989 0,18 0,6790
Rango_AMH 2 0,5583 0,27913 0,36 0,7064
Edad*Rango_AMH 2 0,0723 0,03614 0,05 0,9551
Error 14 10,9667 0,78333




ANAVA Numero de foliculos mayores a 7 mm (datos no transformados)
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Fuente de \Variacion Grados de| Sumade | Cuadrados F b_valor
libertad Cuadrados Medios | Calculada
Edad 1 0,03948 0,03948 0,17 | 0,6848
Rango_AMH 2 0,34875 0,17438 0,76 | 0,4865
Edad*Rango_AMH 2 1.15872 0,57936 2,52 | 0,1161
Error 14 3.21667 0,22976
ANOVA Tamanio del cuerpo luteo (datos no transformados)
Fuente de \Variacion Grados de Sumade | Cuadrados F b.valor
libertad | Cuadrados | Medios | Calculada
Edad 1 1,692 1,692 0,04 0,8516
Rango_AMH 2 73,577 36,789 0,79 0,4733
Edad*Rango_AMH 2 404,890 202,445 4,34 0,0340
Nivel AMH/<5 afios 1 196,619 196,619 4,220
Nivel AMH/>8 afos 1 281,848 281,848 6,049
Error 14 652,323 46,595

ANEXO 2. Seleccidn de vacas completamente al azar
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ANEXO 3. Toma de muestras de sangre por puncidn yugular
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ANEXO 4. Muestras de sangre extraidas por puncién yugular




Anexo 5. Revision de las vacas mediante ecografia
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Anexo 6. Ecografia transrectal




