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RESUMEN

El ganado bovino se considera pilar fundamental en produccion pecuaria, lo que
hace necesario establecer nuevas biotecnologias asistidas. El objetivo fue
determinar la relacion entre niveles de AMH y dinamica folicular en vaquillas
Brahman de diferentes edades. Se seleccionaron 20 vaquillas de 18-30 meses
de edad en un disefio DCA factorial (2x3) agrupadas en tres rangos sanguineos
de AMH (100-200, 200-300 y de 300-400 pg/ml; picogramos/mililitro). En todas
las vaquillas se contaron y midieron los foliculos antrales, cuerpos luteos y
tamafio de ovarios. Los datos se sometieron a ADEVA, correlaciones de Pearson
y de regresion; las medias y las interacciones diferentes se compararon con
Tukey 5% (InfoStat 2017). Se encontrd relacion lineal entre los niveles de AMH
y el nimero de foliculos totales y de foliculos de 2-4 mm (P<0,05) y R? superior
al 75%. Se obtuvo un ajuste cuadréatico entre las edades de las vaquillas y el
numero total de foliculos, con valor maximo de 49 foliculos al alcanzar las
vaquillas 23,5 meses. Se evidencido que el numero de foliculos totales y de
foliculos de 2-4 mm estuvo asociado a los mayores niveles de AMH y a las
vaquillas de edades comprendidas entre 25-30 meses (P<0,05); mientras que el
mayor numero de foliculos de 4,1-7 mm estuvo asociado a los niveles de AMH
de 100-200 pg/ml en edades entre 25-30 meses, lo que permite concluir que a
mayores niveles de AMH existe una mayor poblacién folicular.

PALABRAS CLAVE

Foliculos ovaricos, reserva ovérica, foliculos antrales, cuerpo lateo, prolificidad,
eficiencia reproductiva.
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ABSTRACT

Cattle are considered a fundamental pillar in livestock production, which requires
establishing new assisted biotechnologies. The objective of this work was to
determine the relationship between AMH levels and follicular dynamics in
Brahman heifers of different ages. 20 heifers of 18-30 months of age were
selected in a DCA factorial design (2x3) grouped into three blood ranges of AMH
(200-200, 200-300 and 300-400 pg/ml; picograms/milliliter). In all the heifers the
antral follicles, corpora lutea and size of ovaries were counted and measured.
The data were submitted to ADEVA, Pearson correlations and regression; the
means and the different interactions were compared with Tukey 5% (InfoStat
2017). A linear relationship was found between AMH levels and the number of
total follicles and follicles of 2-4 mm (P<0,05) and R? greater than 75%. A
guadratic adjustment was obtained between the ages of the heifers and the total
number of follicles, with a maximum value of 49 follicles when the heifers reached
23,5 months. It was evidenced that the number of total follicles and follicles of 2-
4 mm was associated with the highest levels of AMH and heifers aged between
25-30 months (P<0,05); whereas the highest number of follicles of 4,1-7 mm was
associated with AMH levels of 100-200 pg/ml in ages between 25-30 months.
With these findings, it was concluded that at higher levels of AMH there is a larger
follicular population.

KEYWORDS

Ovarian follicles, ovarian reserve, antral follicles, corpus luteum, prolificacy,
reproductive efficiency.



CAPITULO I. ANTECEDENTES

1.1. PLANTEAMIENTO Y FORMULACION DEL PROBLEMA

En la actualidad la produccion de ganado bovino es una de las actividades
pecuarias mas importantes en la mayor parte del mundo. Las dependencias
federales, estatales, instituciones de educacion superior e investigacion,
organizaciones y asociaciones de productores, estan involucradas en el
desarrollo de las actividades que reconocen la importancia de los recursos
genéticos pecuarios, como un componente esencial para mejorar la eficiencia
productiva y la contribucién al desarrollo de biotecnologias reproductivas

eficaces (Conargen, 2012).

El mejoramiento genético ha sido regente del esfuerzo por mejorar la
productividad del ganado de carne y de leche. No obstante, el éxito de la mejoria
genética estd estrechamente relacionado con un desempefio reproductivo
eficiente, que depende del desarrollo folicular del ovario y de la calidad de los
ovocitos. En ganado bovino, Ultimamente se han propuesto varios tratamientos
para manipular el crecimiento de los foliculos ovéricos. Estas manipulaciones
hormonales han sido utilizadas con éxito para optimizar los resultados
reproductivos con la aplicacion de diferentes biotecnologias (Baruselli et al.,
2015).

En investigaciones realizadas por Baruselli et al. (2015), se analiza informacion
reciente sobre la poblacion folicular antral (AFP) y su asociacion con la AMH, y
la posibilidad de utilizar la AMH como marcador en las tecnologias reproductivas

y en dltima instancia para mejorar la fertilidad del ganado bovino.

En consecuencia, Baruselli at al. (2015), han determinado que los niveles
circulantes de AMH se encuentran asociados con la AFP y, de ese modo, se ha
identificado esta hormona como un importante marcador de la respuesta
endocrina principalmente a la superovulacion y la produccién de embriones in
vitro en bovinos. Por otra parte, una serie de publicaciones recientes y los
estudios en curso estan tratando de determinar si los niveles circulantes de AMH
se correlacionan con la fertilidad y con otros aspectos reproductivos.



Diaz et al. (2013) confirman que, la AMH es un miembro de la superfamilia del
TGF-B (Transforming Growth Factor ), especialmente conocida por su accion
en la diferenciacion sexual del feto macho. Este factor local también es producido
por las células de la granulosa de los foliculos ovaricos, principalmente en
preantrales y antrales tempranos, ejerciendo una inhibicion local sobre la
activacion y crecimiento de foliculos en fases tempranas de diferenciacion. Asi
mismo, la AMH reduce la respuesta a FSH de los foliculos preantrales y antrales
pequefios y de este modo, podria ejercer un rol negativo en el reclutamiento
ciclico y en el proceso de seleccion del foliculo dominante.

De esta forma, Souza et al. (2015), reportan que el descubrimiento y
comportamiento de esta hormona puede ser una nueva alternativa en la
eficiencia de la reproduccién animal, debido a su similitud de accion en la especie
estudiada (humano) y determinar aquellos individuos con mayor prolificidad.

Por otro lado, Fair et al. (1997), describe que, en bovinos la unidad funcional del
ovario es el foliculo y se compone de un ovocito en desarrollo rodeado por una
o0 varias capas de células sométicas, que son el sitio de accion y sintesis de gran
nimero de hormonas y factores de crecimiento que promueven y regulan el
desarrollo folicular. Por consiguiente, el estudio de la dindmica folicular y por
ende su poblacion folicular, aportan informacién importante para la comprension
de la relacién entre dinamica folicular y los niveles de AMH. Ireland et al. (2008),
corrobora que, en el ganado bovino, el nimero de foliculos (especificamente

foliculos antrales) en los ovarios refleja el tamafio de la reserva ovérica.

Investigaciones extensivas en vacas muestran una alta relacion significativa
entre la AMH y la poblacion folicular; analisis seriados de AMH en vacas con
poblacion baja, media y elevada de foliculos antrales muestran que la variacion
dia a dia en el AMH periférica no es significativa. Sin embargo, las
concentraciones relativamente estaticas de esta hormona indican que un analisis
simple durante el ciclo estral puede ser usado como un predictor valido de la

poblacion folicular y por lo tanto de la respuesta superovulatoria (Murphy, 2011).

Jimenez-Krassel et al. (2015), probaron la hipétesis de que las vaquillas con las

concentraciones mas bajas de AMH tienen una fertilidad suboOptima y son



descartadas de la manada por un rendimiento reproductivo deficiente a una tasa
mayor, y por lo tanto tienen una vida productiva mas corta en comparacion con
las manadas de la misma edad con AMH mas alta. Pon tanto, concluyeron que
la determinacién de la concentracién de AMH en vaquillas adultas jovenes podria
ser un método de diagndstico simple para predecir la longevidad de la manada
(también la fertilidad, Mossa et al., 2017), y usar la AMH como un marcador

fenotipico para mejorar la longevidad.

Por lo antes expuesto se plantea la siguiente interrogante: ¢ Los niveles de AMH

influiran sobre la dinamica folicular en vaquillas Brahman?



1.2. JUSTIFICACION

De acuerdo con lo reportado por Durlinger et al. (2002), la AMH en hembras
bovinas es producida por células de la granulosa, principalmente de foliculos pre-
antrales y antrales prematuros. En este argumento, se ha correlacionado la AMH
con la poblacién folicular antral en el ganado de diferentes categorias y grupos
genéticos (Batista et al., 2014b; Batista et al., 2015).

Por otra parte, parece que los niveles plasmaticos de AMH varian
significativamente entre razas de ganado siguiendo el patrén en términos de
poblacién folicular antral y dindmica folicular (Ribeiro et al., 2014). Asimismo,
parece que hay un umbral para los niveles de AMH diferente para grupos
genéticos diferentes cuando se trata de clasificar a los animales en clases segun
su poblacion folicular antral (Guerreiro et al., 2014). Por ejemplo, cuando las
vaquillas dentro de un grupo genético se clasificaron como con una baja o alta
poblacion folicular antral, el umbral de la AMH para dividir en clases las vacas
Bos indicus fue mayor en comparacion con ese mismo umbral en vaquillas Bos
taurus (Batista et al., 2014b).

Una ventaja complementaria de esta investigacibn es que, se analiza la
posibilidad de utilizar la AMH en lugar del conteo directo de foliculos con
ultrasonido para predecir la poblacion folicular antral, ya que los niveles de AMH
minimamente varian durante todo el ciclo estral (Rico et al., 2009; Ireland et al.,
2010; Souza et al., 2015a). Por lo tanto, las muestras de sangre se pueden tomar
en cualquier momento de este para evaluar niveles plasméaticos de AMH (Batista
et al., 2014b). De esta forma, se pueden correlacionar la dinamica folicular con
los niveles séricos de AMH, y consecuentemente utilizar esta hormona como

herramienta de biotecnologia reproductiva.

La Unica excepcion seria el periodo después de tratamientos de
superestimulaciéon con FSH, debido que, al parecer los niveles plasmaticos de
AMH son mayores que los niveles fisiolégicos normales. Se considera que este
aumento en los niveles plasméaticos de AMH después del tratamiento con FSH
puede ser debido al crecimiento de foliculos pequefios que no fueron detectados

por ecografia. Por otra parte, no se puede descartar la posibilidad de que el



tratamiento con FSH puede haber aumento de la secrecion de AMH por las
células de la granulosa. Sin embargo, esta hipdtesis requiere mayor

investigacion (Rico et al., 2009; Rico et al., 2012).

En este contexto, a través de la evaluacion de los niveles de AMH sobre la
dinamica folicular y por ende su poblacion folicular en vaquillas Brahman, la
presente tesis pretende analizar y comparar informacion reciente sobre la
poblacion folicular y su asociacion a la AMH; ademas de determinar la posibilidad
de utilizar la AMH como marcador reproductivo en las tecnologias asistidas.
Tedbricamente, también se procura estudiar algunas peculiaridades en la raza de
ganado Brahman, las etapas del ciclo estral, la dinamica folicular y la poblacién

de foliculos antrales, informacion que esta estrechamente asociados con la AMH.



1.3. OBJETIVOS

1.3.1. OBJETIVO GENERAL
Evaluar los niveles de AMH sobre la dindmica folicular en vaquillas Brahman.

1.3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS
Asociar los didmetros de los foliculos de las vaquillas con los niveles de AMH en
rangos (100-200, 200-300 y 300-400 pg/ml).

Determinar la relacion entre la edad de las vaquillas comparados con los niveles
de la AMH.



1.4. HIPOTESIS
Existe correlacion positiva entre los niveles de AMH vy la poblacién folicular en
vaquillas Brahman de entre 18-30 meses de edad.



CAPITULO Il. MARCO TEORICO

2.1. OVULACION

La ovulacion como la ruptura de la pared del foliculo y expulsion del ovocito
rodeado por las células de la corona radiada. El foliculo se colapsa y queda
ocupado por células sanguineas procedentes de la ruptura de pequefios vasos.
Las células de la granulosa y las de la teca interna proliferan y llegan a ocupar el
lugar del coagulo. Estas células son capaces de segregar progesterona,
hormona que protegerd al ovocito y actuara sobre la mucosa uterina,
preparandola para la implantacion en el caso de que exista fecundacion, se

denomina entonces cuerpo luteo (Climent et al., 2012).

Las células del trofoblasto producen una hormona, la luteotropina, capaz de
mantener el cuerpo lateo en el caso de que haya ocurrido la fecundacion. Si no
ha sido asi, el cuerpo lateo es transitorio y al cabo de unos dias degenera y se
convierte en una cicatriz fibrosa blanquecina, el corpus albicans (Climent et al.,
2012).

2.2. CICLO ESTRAL BOVINO

Adams (1998), citado por Tribulo (2015), define que, la vaca es un animal
poliéstrico anual (cicla todo el afio), y el ciclo estral se define como el periodo de
tiempo entre la ocurrencia de un estro a otro. El ciclo estral esta formado por
ondas de desarrollo folicular y se han descriptos ciclos estrales con dos, tres y
hasta cuatro ondas de desarrollo folicular. Normalmente, se expresa que el ciclo
estral tiene una duracién de aproximadamente 21 dias con un rango que va de
17 a 24 dias (Ginther et al., 1989; Adams et al., 1994, citados por Tribulo, 2015).

2.3. FASES DEL CICLO ESTRAL BOVINO

Para Rathbone et al. (2001), es esencial comprender a fondo los cambios
endocrinos y funcionales junto con el comportamiento reproductivo de los
animales. Por eso, corrobora que, el ciclo estral en bovinos se divide en cuatro

fases: proestro, estro, metaestro y diestro.

Donde el proestro es el periodo que precede al estro y esta caracterizado por la

regresion del cuerpo Iuteo (CL) del ciclo estral anterior (duracion media, 2 dias);



el estro, se comprende como el periodo en el cual la hembra es receptiva al
apareamiento (duracién de 6 a 18 horas), y la ovulacion tiene lugar 28 horas
después del inicio del estro aproximadamente, seguido por el desarrollo de un

CL en el lugar donde se produjo la ovulacién (Rathbone et al., 2001).

Adams et al. (2008), por su parte ratifican que, el metaestro se inicia de
inmediato, justo después de la interrupcion del celo y se caracteriza por el
desarrollo temprano del CL (con una duracion media, 3 dias). Y finalmente, en el
periodo de diestro el CL estd completamente desarrollado y activo, y puede durar
hasta 15-17 dias en ausencia de prefiez, o el CL se puede mantener hasta el

parto si la hembra queda prefiada.

2.3.1. FASE FOLICULAR

Esta etapa, cuya duracion por lo general es de tres dias, empieza con la lutedlisis
y termina con la manifestacion del celo. Schams (1987), reporta que en la
lutedlisis las concentraciones de progesterona en sangre decaen abruptamente
a niveles menores a 1 ng/ml, siendo de esta manera la PGF2a de origen uterino
el principal agente luteolitico en los animales domésticos. La caida de estas
concentraciones de progesterona elimina el feed back negativo sobre la
secrecion de gonadotrofinas, por lo que aumenta la frecuencia de los pulsos de

LHy, en menor grado, la de FSH.

El desarrollo del foliculo dominante, el cual secreta cantidades crecientes de
estradiol, es estimulado por el aumento de la pulsatilidad de LH. El grado de
desarrollo folicular al momento de la lutedlisis determina el tiempo que transcurre
hasta que un foliculo completa su crecimiento y es capaz de producir cantidades
suficientes de estradiol como para iniciar el celo o estro y la descarga
preovulatoria de LH (Ireland, 1987).

2.3.2. FASE LUTEAL
Luego de la ovulacién, comienza a formarse el cuerpo IUteo gracias a la invasion
por parte de células que proliferan de la capa de la granulosa y de la teca
(Rathbone et al., 2001).
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Las células de la teca se convierten en células luteales pequefias y las células
de la granulosa se convierten en células luteales de mayor tamafo. Las células
luteales pequefias contribuyen con aproximadamente el 15% de la progesterona
secretada por el CL, mientras que el resto es derivado de las células luteales
grandes. Sin embargo, las células grandes poseen casi todos los receptores para
PGE2 y PGF2a (Braden et al., 1988).

A su vez, las concentraciones de progesterona comienzan a elevarse en los dias
3-4, alcanzando un pico entre los dias 8 y 12, y luego disminuyen hasta
concentraciones basales antes del préximo estro, como respuesta a la secrecién
uterina de PGF2a y en ausencia de un embrién viable en el utero (Adams et al.,
2008).

2.4. FOLICULOGENESIS

Gougeon (1996), ratifica que, en el ovario adulto la foliculogénesis comienza
cuando los foliculos dejan el grupo de foliculos en reposo para ingresar a la fase
de crecimiento. Desde alli, el foliculo en crecimiento temprano experimenta un
proceso de desarrollo que incluye un curso dramético de proliferacion y
diferenciacion celular. Por tanto, la foliculogénesis se considera como el proceso
por el cual un foliculo primordial se desarrolla hasta foliculo pre-ovulatorio,
acompafnando el crecimiento y la diferenciacion del ovocito y de las capas de

células de la granulosa.

Por otro lado, Lundy et al. (1999); Rajesh (2007), citados por Tribulo (2015),
coinciden en el concepto de que el proceso de crecimiento y diferenciacion
folicular es continuo, pero a su vez irreversible. Los foliculos pueden ser
clasificados en primarios, secundarios, terciarios o antrales y de Graff o
preovulatorios, de acuerdo con el nimero de capas de células de la granulosa

gue rodean al ovocito, diametro del ovocito, presencia o ausencia del antro.

Lussier et al. (1987), reportan que muy pocos foliculos llegan a la ovulacion,
debido a que cuando un foliculo entra en el grupo de crecimiento la gran mayoria
se degenera por atresia (99% o mas de los foliculos). Singh et al. (2004); Evans
et al. (2010); Ireland et al. (2011), demostraron que el numero de foliculos 23 mm

de diametro reclutado en cada onda se puede contar (cantidad de foliculos
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antrales) en diferentes dias del ciclo estral en vacas y vaquillas para carne y

leche.

En un estudio realizado por Lussier et al. (1987), sobre las tasas de crecimiento
en el ovario de la vaca, se report6 que, el diametro promedio de los 5 foliculos
mas pequefios con un antro discreto por ovario fue de 0,14 mm, todos los
foliculos mayores a 0,29 mm tenian un antro. De los 1236 foliculos observados
(clase 2), el 36% tenia un antro discreto. Los foliculos no antrales y antrales de
la misma clase, tenian un didmetro promedio de 0,17 y 0,21 mm,

respectivamente.

Se requeriria aproximadamente un periodo equivalente a dos ciclos de celo para
gue un foliculo crezca desde la formacion del antro hasta el tamafio
preovulatorio. El crecimiento folicular es lento en los foliculos antrales pequefios,

pero aumenta en los foliculos de 0,68-3,67 mm (Lussier, et al., 1987).

Ireland (1987), corrobora que, durante la foliculogénesis, un grupo de foliculos
pre-antrales en crecimiento responde y depende de las gonadotropinas, para su
crecimiento y diferenciacion continuos. Sin embargo, la mayoria de estos
foliculos sufren atresia. Los mecanismos que dan como resultado la
supervivencia de un numero de foliculos ovulatorios (dominantes) parecen
depender de: la capacidad de respuesta de los foliculos pre-antrales a las
gonadotropinas, los factores inhibitorios y estimulantes de un foliculo dominante,

y la retroalimentacion entre el foliculo dominante y la glandula pituitaria.

Las etapas iniciales de la foliculogénesis ocurren independientemente de las
hormonas gonadotréficas. Los foliculos antrales inicialmente responden y luego
dependen de la FSH. Hay incrementos transitorios continuos en la FSH en el

ganado bovino durante el ciclo estral y el anestro (Roche, 1996).

Durante la fase folicular del ciclo estral en la vaca, hay una rotacion rapida en los
foliculos grandes (tamafio ovulatorio), siendo el foliculo ovulatorio identificable
por tamafio no mas de 3 dias antes del estro. Las caracteristicas del foliculo
ovulatorio se han descrito en términos de produccién de esteroides y, en menor

medida, de receptores de gonadotropina (Staigmiller y England, 1982).
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2.5. DINAMICA FOLICULAR

La dinamica folicular en el ovario, se ha estudiado a través de varias técnicas,
manteniendo la ultrasonografia y la medicion de niveles hormonales como las
mas aplicadas, donde se muestran variaciones que dependen de la genética, el
estado fisiolégico del animal, el clima, la nutricion o el sistema de produccion. La
dinamica folicular, se estudia principalmente para mejorar el conocimiento de los
principios fisiolégicos que rigen la produccion de ovocitos y de hormonas
ovaricas y su relacion con el comportamiento reproductivo del bovino (Henao,
2010).

Henao (2010), reafirma que, el desarrollo folicular bovino durante un ciclo estral
normal, esté caracterizado por un crecimiento en forma de ondas con presencia
de dos a cinco cohortes foliculares por ciclo, de las cuales solo un foliculo se
torna ovulatorio, demostrandose, ademas, que el crecimiento folicular en forma
de ondas también se produce durante el periodo prepuberal, puberal, primer

tercio de la gestacién y periodo de anestro posparto.

Aungue se ha determinado que existe mucha similitud en el patron fundamental
del desarrollo de ondas foliculares entre Bos taurus y Bos indicus, también se
han reportado diferencias en la dindmica folicular que pueden afectar el
comportamiento reproductivo y la aplicacion de biotecnologias reproductivas. La
dinamica folicular puede variar por efectos ambientales y estados fisiol6gicos,
gue impiden establecer un patrén especifico de dinamica folicular para cada raza

y etapa fisiologica (Henao, 2010).

Anteriormente se habian realizado pocos estudios con ovarios seccionados en
serie para caracterizar el desarrollo folicular ovarico durante el ciclo estral bovino,
probablemente debido a las limitaciones presentes en esa época. El primer y
mas extenso estudio fue publicado por Rajakoski (1960), quien, basandose en
ilustraciones anatomicas e histologicas, propuso la teoria de crecimiento folicular
en forma de ondas con la ocurrencia de dos ondas foliculares durante el ciclo

estral bovino.
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Por muchos afios esta teoria fue puesta en duda por investigaciones que
demostraban resultados contradictorios sobre la naturaleza del crecimiento
folicular. Hasta cuando Pearson y Ginther (1984), realizaron el primer estudio
ultrasonografico de ovarios bovinos, donde monitorearon los ovarios de cinco
vaquillas diariamente hasta que todas las vaquillas fueron examinadas por un
periodo de tres dias antes de una ovulacion a tres dias después de la siguiente

ovulacion, determinando la presencia de ondas foliculares durante el ciclo estral.

Esta hipétesis también fue reafirmada por Borges et al. (2001), en un estudio
acerca del crecimiento folicular ovérico que se realiz6 en vaquillas mestizas
Holandés-Cebu por medio de seguimiento ultrasonografico, detectandose
predominancia de ciclos con tres ondas de crecimiento folicular (58,3%) sobre
ciclos con dos ondas (33,3%). Ademas, determinaron que durante cada onda de
crecimiento folicular existe una poblacién de foliculos pequefios, medianos y

grandes en cada ovario, de los cudles uno se torna dominante.

De acuerdo con Forde et al. (2011), el crecimiento, desarrollo y maduracion de
los foliculos ovaricos es un proceso primordial para la alta eficiencia reproductiva
en animales de granja. Durante el ciclo hay generalmente dos (vacas lecheras)
o tres (vaquillas y vacas) ondas de crecimiento de foliculos ovéricos. El
crecimiento del foliculo consiste en un periodo de aparicién de una cohorte de
foliculos (patron que se denomina como ondas de crecimiento folicular),

seleccion de un foliculo dominante y atresia u ovulacion del foliculo dominante.

Webb et al. (2004), reporta que, la regulacion de la actividad ovérica es un
proceso integrado que abarca tanto sefales extraovaricas como factores
intrafoliculares. Demarcando que, el inicio del crecimiento del foliculo primordial
y las etapas tempranas de la foliculogénesis pueden ocurrir sin o con
gonadotropinas. Generalmente, los foliculos reclutados expresan un rango de
ARNmM que codifica enzimas esteroidogénicas, receptores de gonadotropinas y

factores reguladores locales y sus receptores.

Factores de crecimiento producidos localmente, como el IGF y miembros de la
superfamilia del factor de crecimiento transformante-beta, trabajan en conjunto

con gonadotropinas a lo largo del crecimiento folicular. Durante el desarrollo fetal
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se establece un numero fijo de foliculos primordiales, el crecimiento de un foliculo
ovarico toma un periodo de 3-4 meses y se categoriza como estadio
gonadotrofina independiente y gonadotrofina dependiente. Por lo tanto, los roles
de los factores de crecimiento en el desarrollo folicular y la supervivencia
dependen del estado de gonadotropina y del estado de diferenciacion del foliculo
(Webb et al., 2004).

Gigli et al. (2006), revalidan que la onda folicular se considera como la activacién
y crecimiento simultaneo de un grupo de foliculos terciarios que emergen,
continuando uno de ellos su crecimiento y diferenciacion (foliculo dominante)

mientras que los otros (foliculos subordinados), se atresian.

Fricke (2001), propone que, la emergencia del grupo o cohorte de pequefios
foliculos antrales inicia justo antes del dia de la ovulacion y durante los proximos
dias, donde el foliculo que se hace dominante suprime el crecimiento de una
nueva onda folicular. Mientras que el foliculo dominante continlla aumentando
de tamafnio, el crecimiento de los restantes foliculos de la cohorte cesa o se hace

lento y estos foliculos subordinados finalmente sufren atresia.

Por otro lado, Figueiredo et al. (1997); Pinheiro et al. (1998) y Baruselli et al.
(2007), citados por Motta (2011), reportaron que existen diferencias en la
dinamica folicular entre Bos taurus taurus (taurino) y Bos taurus indicus
(cebuino), particularidad observada en el niamero de ondas de crecimiento
folicular por ciclo estral, capacidad de secretar LH, area del tejido luteal, diametro

folicular en el momento de la divergencia y en la ovulacion.

Es asi como, Figueiredo et al. (1997), reportaron en un estudio realizado en
vacas Yy vaquillas Bos taurus indicus, que la dinamica folicular es caracterizada
por la presencia de dos ondas en vacas (83,3%) y tres ondas en vaquillas
(64,7%), reportando de manera general, hasta cuatro ondas por ciclo en ganado

Brahman, Neloré y Gyr.

Por otra parte, Sirois y Fortune (1988), reportaron la presencia de dos, tres o
cuatro ondas de crecimiento folicular por ciclo. Cada onda se caracteriz6 por el

desarrollo de un foliculo grande (dominante) y un nimero variable de foliculos
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mas pequefios (no dominantes). Ginther et al. (1989) y Wolfenson et al. (2004),
refieren que en animales Bos taurus taurus predominan de dos a tres ondas por

ciclo estral.

Figueiredo et al. (1997), demostraron ademas que, aunque el foliculo dominante
y el cuerpo liteo son mas pequefios que en las razas europeas, la dindmica
folicular en el ganado Neloré fue similar a la observada en las razas europeas y
se caracteriz6 por 2 o 3 ondas foliculares para vacas y vaquillas,

respectivamente.

Gigli et al. (2006), en su trabajo de revisiones bibliogréficas corrobora que, por
ultrasonografia transrectal, se demostré que las ondas se desarrollan al azar en
los dos ovarios, salvo en la prefiez y el posparto temprano en donde la presencia
del cuerpo lateo de prefiez determina el reclutamiento solamente en el ovario

contralateral.

El numero de ondas de crecimiento folicular durante el ciclo estral es
determinado por la amplitud de la fase luteal; si la progesterona declina mientras
el foliculo dominante de la segunda onda esta en la fase de crecimiento
posdesviacion o en su fase estética temprana (3—4 dias después de su desarrollo
maximo) este foliculo ovulara; sino sufrird atresia y se originara una nueva onda
(Gigli et al., 2006).

Para Gigli et al. (2006), cada onda folicular recluta entre 5 a 20 foliculos, los
cuales han adquirido competencia meiética a través de un pico secundario de
FSH que necesita un umbral de concentracién que varia entre animales y
foliculos. En los ciclos estrales donde se desarrollan dos o tres ondas, la
emergencia de la primera onda folicular, ocurre generalmente alrededor del dia

de la ovulacion.

Asi mismo, Gigli et al. (2006), corrobora que la emergencia de la segunda onda
ocurre en el dia 9 a 10 para los ciclos de dos ondas y el dia 8 a 9 para los de tres
ondas. En los ciclos de tres ondas, la tercera onda emerge entre los dias 15 a
16.
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2.5.1 DINAMICA FOLICULAR DURANTE EL CICLO ESTRAL

En un estudio realizado por Roa et al. (2006), sobre la dinamica ovarica en vacas
Brahman y Mestizas (Bos indicus x Bos taurus), se demostré que, durante un
ciclo estral las vacas de la raza Brahman pueden desarrollar una (6,7%), dos
(90,0%) o tres (3,3%) ondas foliculares (OFs), asi mismo, se demostrd que, la
dinamica folicular en ambas razas se caracterizé por una mayor frecuencia de

ciclos con dos ondas.

En un estudio realizado en ganado de la raza Gyr por Moreira et al. (2000), se
observaron ciclos con dos (6,67%), tres (60,00%), cuatro (26,67%) y cinco
(6,67%) ondas foliculares, demostrando de esta manera la variacion en el
namero de ondas foliculares. Perea et al. (1998), reportaron en vacas Cebu
mestizas que durante su primer ciclo estral posparto, el 16,5% experimentd una
onda de crecimiento folicular, el 67% dos ondas y otro 16,5% tres OFs por ciclo,

observandose en cada caso las tres fases de crecimiento folicular.

De acuerdo con Moreira et al. (2000), la primera onda folicular de vacas Gyr
emergio el dia 1,2+0,5 del ciclo, la segunda el dia 7,2+0,9; la tercera el dia
11,2+0,9 y la cuarta el dia 15+1,4. Figueiredo et al. (1997), reportan que, en
vacas Nelore que presentaron tres OFs, la emergencia de la primera, segunda y
tercera ondas ocurri6 los dias 1,5+0,2, 9,1+0,4 y 15,1+0,4 del ciclo. En la raza
Gyr la divergencia entre el FD y el FS de la primera, segunda, tercera y cuarta
ondas, fue observada los dias 5,7+1,7; 10,2+0,9; 14,7+0,9 y 18,7+1,2 del ciclo,

respectivamente.

Roa et al. (2006), reportan que la duracion del ciclo estral para vacas Brahman
y Mestizas, fue de 20,6+0,5; 22,3+2,2 y 27,0+1,5 dias, respectivamente; mientras
gue Figueiredo et al., 1997) ratifican que en vacas Nelore que desarrollaron dos
y tres ondas por ciclo estral, su duracién fue de 20,6+0,4 y 22,0+0,4 dias,

respectivamente.

En vacas de la raza Guzerat con tres OFs, de 19,8124 dias. El seguimiento
ultrasonografico ovarico durante el primer ciclo estral posparto de vacas Cebl
mestizas determind la duracion del ciclo estral en 14, 20 y 23 dias para hembras
gue desarrollaron una, dos o tres OFs por ciclo, respectivamente (Perea et al.,
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1998). Algunas vacas con dos o tres ondas de crecimiento folicular por ciclo
presentan similar duracién del ciclo estral, lo que indica que otros factores
diferentes a la vida media del cuerpo luteo pueden determinar la duracién del
ciclo estral en ganado Bos indicus.

2.5.2 TASA DE CRECIMIENTO FOLICULAR

La tasa de crecimiento de los foliculos dominantes (FDs), en vacas Brahman en
clima tropical seco fue de 0,9+0,2 mm/dia (Henao, Olivera y Maldonado, 2000);
mientras que en vacas Guzerat la tasa de crecimiento para los FDs de la primera,
segunda y tercera OFs fue de 1,3+0,09; 0,8+0,08 y 1,0+0,1 mm/dia,
respectivamente, con una diferencia entre la tasa de crecimiento de las ondas
ovulatorias de los ciclos de dos y tres ondas (Coutinho et al., 2007), similar a la
de vacas Nelore, 0,8+0,1; 0,7+0,08 y 1,0+0,07 mm/dia (Figueiredo et al., 1997)
y Gyr 1,0+0,2; 1,0+0,2 y 1,0+0,2 (Moreira et al., 2000).

2.5.3 DIAMETRO MAXIMO DE FOLICULOS

El diametro maximo de los foliculos dominantes en el ganado B. indicus es menor
que el que se presenta en Bos taurus y esto parece obedecer a una respuesta
genética. En un estudio realizado por Rhodes et al. (1995), sobre la dinAmica
folicular de vacas Brahman, se desarrollaron foliculos dominantes con un
diametro maximo de 10,2+0,1 mm, en promedio 2,2+0,09 dias después de la
ovulacion previa, sin que se detecten diferencias entre los ciclos de celo con

diferentes nimeros de foliculos dominantes.

En otro estudio realizado por Figueiredo et al. (1997), se reporta que la dinamica
folicular en las vacas y vaquillas Nelore se caracterizaron por 2 o 3 ondas
foliculares; y el didmetro méximo del foliculo ovulatorio (11,6+0,2 mm) fue mayor
que el de la primera y segunda onda (10,4+0,2 y 9,3£0,3 mm, respectivamente);
en las que desarrollan dos ondas el FD de la segunda alcanzé mayor diametro
(12,0+0,2 mm) que el de la primera (11,3+0,3 mm); una talla similar, alcanzaron

los FDs de vacas Gyr (Moreira et al., 2000) y Nelore (Carvalho et al., 2008).

De Ondiz et al. (2002), en un articulo detallado sobre la evaluacion
ultrasonografica del crecimiento del foliculo ovulatorio en vacas anéstricas

mestizas Cebd, reporta que el diametro maximo del FD fue de 11,7+2,4 mm.
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Finalmente, Moreira et al. (2000) reportaron el diametro maximo alcanzado en
vacas Gyr (7,2+0,7 mm), similar a los de vacas Nelore (Figueiredo et al., 1997)
y Brahman (Henao et al., 2000; Henao et al., 2002).

2.6. RESERVA FOLICULAR

Se comprende como reserva folicular a la cantidad de foliculos primordiales que
contienen los ovarios de un mamifero al nacer. Entre hembras mamiferas de la
misma especie, el numero de foliculos en la reserva puede variar ampliamente.
El nimero total de ovocitos identificables varia desde cerca de 10.000 hasta
350.000 en terneras recién nacidas. Esta reduccion dramatica de ovogonias
resulta principalmente de la degeneracion de los gametos que no pasan a ser
foliculos primordiales. La reserva también es reducida por la perdida por
apoptosis de los foliculos primordiales durante la vida embrionaria (Murphy,
2011).

Murphy (2011), reafirma que la reserva folicular es dinamica, ya que su poblacion
de foliculos primordiales sufre un agotamiento no solo en la vida fetal, sino
también a través de la vida reproductiva de un individuo mamifero. Dos procesos
complementarios son responsables por la pérdida de foliculos primordiales.

El primero de estos, es la continua degeneracién apoptética de los ovocitos,
seguido por la muerte de las células de la granulosa que los recubren. La
segunda fuente de la reduccion en la reserva folicular es la activacion del foliculo
primordial, un proceso que les provoca la entrada irreversible dentro del pool de

crecimiento de foliculos en el ovario (Murphy, 2011).

2.7. HORMONA ANTIMULLERIANA

Mossa e Ireland (2018), consideran que la AMH es una glicoproteina producida
por las células de la granulosa de los foliculos ovaricos en crecimiento y sanos
en las hembras y sus receptores se expresan en las células de los ovocitos, la
granulosa y la teca. Sus funciones conocidas son: la inhibicién del crecimiento
folicular primordial de la reserva ovérica, evitando su agotamiento prematuro y la

modulacion del desarrollo folicular.
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Las concentraciones circulantes de AMH son relativamente constantes durante
el ciclo estral y son repetibles en multiples ciclos en mujeres y ganado, por lo que
las concentraciones de AMH se pueden medir de manera confiable con una sola
muestra de sangre. Debido a que la AMH se correlaciona con el tamafio de la
reserva ovarica, puede usarse para predecir la fertilidad, la longevidad
reproductiva y la respuesta a tratamientos antirretrovirales (Mossa e Ireland,
2018).

2.7.1 AMH EN HEMBRAS BOVINAS

Durlinger et al. (2002), ha reportado que la AMH, en hembras es producida a
nivel ovarico por las células de la granulosa, principalmente de foliculos pre-
antrales y antrales tempranos. En este argumento, la AMH se han correlacionado
con la poblacién folicular antral en el ganado de diferentes categorias y grupos
genéticos (Batista et al., 2014b; Batista et al., 2015).

De acuerdo con Batista et al. (2014b) y Ribeiro et al. (2014), los niveles
plasméaticos de AMH, varian significativamente entre razas de ganado siguiendo
el patron en términos de AFP; y de acuerdo a lo reportado por Guerreiro et al.
(2014), parece que hay un umbral para AMH diferente para grupos genéticos

diferentes cuando se trata de clasificar a los animales en clases segun su AFP.

Por ejemplo, cuando las vaquillas dentro de un grupo genético se clasificaron
como con una baja o alta poblacién folicular antral, el umbral de la AMH para
dividir en clases las vacas Bos indicus fue mayor en comparacion con ese mismo

umbral en vaquillas Bos taurus (Batista et al., 2014Db).

2.8. RELACION ENTRE LA POBLACION DE FOLICULOS
ANTRALES (AFP) Y LOS NIVELES DE AMH

La evaluacion de la poblacion folicular ovéarica (AFP) por conteo o por medio de
marcadores enddcrinos, puede ser herramientas Utiles para predecir el éxito de
biotecnologias reproductivas en el ganado. No obstante, la poblacion folicular
antral parece ser en gran medida variable de distintos individuos. Por lo tanto,
los métodos de laboratorio que puedan predecir de manera confiable la AFP
podrian tener un valor significativo para seleccionar vacas donantes para la

biotecnologia reproductiva, y también, para aplicar la seleccion genémica para
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identificar a los animales con mayor potencial reproductivo (Baruselli et al.,
2015).

En consecuencia, Baruselli at al. (2015), han determinado que los niveles
circulantes de AMH se encuentran asociados con la AFP y, de ese modo, se ha
identificado esta hormona como un importante marcador de la respuesta
endocrina a la superovulacion y la produccion de embriones in vitro en bovinos.
Por otra parte, una serie de publicaciones recientes y los estudios en curso estan
tratando de determinar si los niveles circulantes de AMH se correlacionan con la
fertilidad.

Rico et al. (2009); Ireland et al. (2010); Batista et al. (2014b) y Souza et al.
(2015a), refieren que una de las ventajas practicas de la utilizacion de AMH sobre
el conteo directo de foliculos con ultrasonido para predecir la AFP, es que los
niveles de AMH varian minimamente durante el ciclo estral; por lo tanto, en
cualquier momento del ciclo se pueden tomar las muestras de sangre para

evaluar niveles plasméaticos de AMH.

La participacion de la AMH en los mecanismos que inhiben la activacion de
foliculos primordiales, por lo cual estos no entran en el grupo que participa en la
emergencia de la onda folicular, es otro aspecto bioldgico intrigante de la AMH
en el ciclo reproductivo de las hembras (Durlinger et al., 2002, Fortune et al.,
2010).

Consecuentemente, parece que la AMH evita el agotamiento prematuro de la
poblacion folicular en el ovario. Pero, paraddjicamente, porque la AMH es
secretada principalmente por los foliculos antrales tempranos, los niveles
plasméaticos de AMH disminuyen en paralelo con el nimero de foliculos ovaricos
a medida que los roedores (Kevenaar et al., 2006) y mujeres (Piltonen et al.,
2005), envejecen. Siguiendo en esta linea, en un estudio reciente realizado por
Batista et al. (2015), se ha encontrado mayores niveles plasmaticos de AMH en
terneras en comparacion con vaquillas que ya estan ciclando en ganado Bos

indicus y Bos taurus.
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29. AMH COMO MARCADOR DE RESERVA OVARICA EN
MUJERES

Para Avila et al. (2018), la infertilidad es una condicién médica que afecta del 3%
al 15% de las parejas, condicionandolas a requerir un tratamiento de
reproduccidn asistida. La AMH es el principal marcador sérico de reserva ovarica

y se encuentra directamente relacionada con la cantidad y calidad de ovocitos.

En una investigacion realizada por Avila et al. (2018), donde se tuvo como
objetivo establecer la relacidén entre las concentraciones séricas de AMH con el
namero de ovocitos capturados en procedimientos de reproduccién asistida, se
observo una correlacion lineal positiva entre los niveles de AMH y la cantidad de
ovocitos en todas las pacientes (rho 0.61, p= <0.001), asi como con el recuento
folicular antral (rho 0.70, p= <0.001) y la cantidad de ovocitos maduros (rho 0.45,
p=<0.0001).

La correlacion entre los niveles de AMH y la cantidad de ovocitos fue positiva en
las pacientes sin SOP Y FOP (rho 0.59, p= <0.001). La correlacion entre los
niveles de AMH y la edad de las pacientes fue baja (rho 0.08, p=0.39), pero
moderada en pacientes mayores de 40 afios. No se encontré una asociacion
entre las pacientes menores de 40 afios y los niveles de AMH (1.9 RIQ 1.07-3.32
versus 1.72 RIQ 1.03 — 3.01, p=0.64).

En pacientes menores de 40 afos, la mediana de ovocitos fue menor en aquellas
mujeres con niveles de AMH de 1.2 o menor (Mediana 3 RIQ 2 — 4 versus
Mediana 6 RIQ 4 — 9, p=<0.001). En las pacientes mayores de 40 afios no se
encontraron diferencias (Mediana 3 RIQ 2 — 3 versus Mediana 4 RIQ 2 — 9,
p=0.15).

Lo que llevo a concluir que, la AMH es el marcador sérico con mas evidencia
clinica de correlacién con la respuesta ovarica en un tratamiento de fertilidad, sin
embargo, el valor de la AMH tiene que ser evaluado en el contexto de la edad de
la mujer, ya que se demostro que en pacientes mayores de 40 afios la correlacion
entre AMH y cantidad de ovocitos es baja (Avila et al., 2018).

2.10. RESERVA FOLICULAR Y AMH
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La AMH es la candidata mas promisoria para proveer una correlacion predictiva
con las poblaciones de foliculos primordiales y en crecimiento. Esta hormona es
conocida por estar presente en el ovario fetal y en el adulto, y recientemente
identificado como un factor de crecimiento intra-ovarico en las células de la

granulosa de los foliculos pre antrales (Murphy, 2011).

Las concentraciones circulantes de AMH en el raton, se correlacionan
positivamente con el numero de foliculos y ovocitos, y disminuye con la reduccion
de la reserva de foliculos primordiales. En humanos, hay una fuerte correlacion
entre AMH circulante y los foliculos primordiales, asi como con los foliculos

antrales en el ovario.

Amplias investigaciones en vacas muestran una alta relacion significativa entre
la AMH vy la poblacion folicular; andlisis seriados de AMH en vacas con poblacion
baja, media y elevada de foliculos antrales muestran que la variacion dia a dia
en el AMH periférico no es grande. Las concentraciones relativamente estaticas
de esta hormona indican que un andlisis simple durante el ciclo estral puede ser
usado como un predictor valido de la poblacion folicular y por lo tanto de la
respuesta superovulatoria (Murphy, 2011).

2.11. AMH Y FERTILIDAD EN BOVINOS

Ribeiro et al. (2014); Jimenez-Krassel et al. (2015), en recientes informes
observaron una asociacion positiva entre la AMH y la fertilidad en vacas lecheras.
Por ejemplo, en un estudio a gran escala realizado en Florida, Estados Unidos,
informd que las vacas con bajos niveles plasmaticos de AMH tuvieron tasas de
prefiez mas bajas al primer servicio y una mejor incidencia de pérdidas de prefiez

entre los dias 30 y 65 de la gestacion.

Por otra parte, vacas lecheras con niveles plasméaticos de AMH relativamente
bajos cuando eran vaquillas también tuvieron tasas de supervivencia pos-parto
mas bajas en comparacion con comparieras de rodeo de la misma edad que

tenian mayores niveles circulantes de AMH (Jimenez-Krassel et al., 2015).

Sin embargo, curiosamente parece que el tipo de inseminacion artificial puede

determinar el valor de utilizar o no AMH en un programa de cria. Por ejemplo, en
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un ilustrado estudio hecho por Ribeiro et al. (2014), mostraron que no habia
relacion alguna entre niveles plasmaticos de AMH y P/IA cuando se sincronizo

la ovulacion de las vacas para inseminacion artificial a tiempo fijo (IATF).

Asi pues, parece que el uso de protocolos para IATF pueden superar las posibles
asociaciones de AMH con la fertilidad en el campo y esto puede llegar a explicar
algunos de los resultados contrastantes que se han observado recientemente al
trabajar con vacas Nelore. Por ejemplo, no se han encontrado correlacién alguna
entre una mayor poblacion folicular antral (animales que probablemente tengan
mayores niveles de AMH) y los resultados de concepcién siguiendo los
protocolos de IA en vacas sincronizadas Nelore adultas (n = 758) o vaquillas (n
=1.113); (Baruselli et al., 2015).

Finalmente, debido a que parece haber una correlacion madre-hija en el nUmero
de foliculos antrales ovaricos (Walsh et al., 2014), lo que puede permitir la
seleccién de animales con mayor AFP; recientemente se han analizado las
posibles asociaciones entre niveles circulantes de AMH en pares madre-hija en

las razas Holstein y Jersey (Batista et al., 2015).

Aunque, Walsh et al. (2014), corrobora que, la AFP en el ganado es
moderadamente heredable, Evans et al. (2012), reporta que factores
epigenéticos tales como los niveles de balance energético negativo durante la
vida fetal temprana, asi como la edad de la madre y su estado de lactancia,

probablemente puedan influir sobre el recuento de foliculos antrales en las hijas.

De manera que estos factores epigenéticos podrian entonces explicar la baja
correlacion madre-hija en relacién a los niveles plasmaticos AMH. En general, el
valor de utilizar la medicion de niveles plasmaticos de AMH para predecir la
fertilidad en el campo sigue siendo controvertido, seran necesarios mas estudios
con un gran numero de animales para sacar conclusiones definitivas (Baruselli
et al., 2015).
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2.12. TECNICA DE DIAGNOSTICO PARA DETERMINACION DE
AMH (ELISA)

Abbas et al. (2012) en investigaciones reafirman que una de las técnicas mas
utilizadas para determinar concentraciones de hormonas es la técnica de Elisa.
Existen diversas variaciones de la técnica de Elisa, pero la mas utilizada es la
denominada Elisa en sandwich, la cual utiliza dos anticuerpos reactivos con

diferentes epitopes del antigeno cuya concentracion se desea determinar.

La técnica de Elisa en sandwich se utiliza para identificar un antigeno especifico
de la muestra. La superficie de los pocillos se prepara con una cantidad limite de
anticuerpos conocida, para capturar el antigeno. Después de la union no
especifica se bloquean los sitios libres de la placa utilizando albimina de suero
bovino. Se agrega la muestra a la placa y a continuacion se afiade un anticuerpo
primario especifico para el antigeno. Después se agrega un anticuerpo
secundario ligado a enzimas, que se unen al anticuerpo primario, conjugados
anticuerpoenzima. Se afiade el sustrato que es enzimaticamente convertido y

genera un color que puede ser cuantificado (Gan y Patel, 2013).

2.13. RAZA DE GANADO BRAHMAN

2.13.1. ORIGEN DE LA RAZA DE GANADO BRAHMAN

La raza Brahman es considerada ideal para la produccion de carne en paises de
excelentes condiciones tropicales y es utilizado como una opcion valida para la
produccion de leche, en especial en sistemas de doble propdsito al cruzarlo con
ciertas razas especializadas. En cuanto a su expansion genética, ha sido
totalmente exitosa, no solo ha beneficiado a los criadores ganado de puro, Sino
gue ademas, los ganaderos han recibido el beneficio directo al implementar
programas de cruzamiento con la raza, con lo cual se han logrado nuevos

estandares de calidad y rentabilidad (Gonzalez, 2017).

De acuerdo con Gonzélez (2017), el arbol genealégico del actual ganado
Brahman, se remonta al siglo XIX en los Estados Unidos. En varias
investigaciones, autores relatan como se formo la raza en ese pais a partir de
1860 y con multiples cruces entre diversos ganados Bos indicus, importados

directamente de la India. Se expone, que la mezcla efectuada durante décadas
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incluyé el aporte de las razas Guzerat, Nelore, Krishna Valley, ademas del Gyr.
Posteriormente se afiadié6 un componente Red Polled y Red sindhi, razas que

fueron introducidas en diferentes épocas a Norteamérica.



CAPITULO Ill. DESARROLLO METODOLOGICO

3.1. UBICACION

El desarrollo de esta tesis se realizé en la hacienda El Sombrero, ubicada en la
parroquia Cascol, cantén Pajan, Provincia de Manabi, Ecuador. La ciudad de
Pajan se encuentra a la altitud de 149 msnm, situada en el extremo sur de la
Provincia de Manabi, Republica del Ecuador, entre las coordenadas sur: 1° 33’

0” y oeste: 80° 25’ 60”.

Cuadro 3.1. Condiciones climaticas del Canton Pajan

Variable climatica Valor
Precipitacion media anual (mm) 1800
Temperatura media anual (°C) 24°C
Humedad relativa anual (%) 75,0 %
Evaporacién media anual (mm) 1428,5

FUENTE: Gobierno Auténomo Descentralizado Municipal del Cantén Pajéan

3.2. DURACION DEL TRABAJO

La investigacion tuvo una duracién de 2 meses.

3.3. FACTORES EN ESTUDIO
Edad de las vaquillas y niveles séricos de la AMH.

3.4. TRATAMIENTOS

Se partié de una muestra de 20 vaquillas, las cuales fueron clasificadas en dos
rangos de edad (entre 18 y 24 meses y de 25 a 30 meses de edad,
respectivamente) y se procedio a determinar los niveles sanguineos de la AMH
de las vacas a fin de conformar tres rangos (de 100 a 200 pg/ml, de 200 a 300
pg/ml y de 300 a 400 pg/ml). Se utilizé un arreglo factorial de los tratamientos
con dos niveles para los rangos de edad (Factor A) y tres rangos de AMH (Factor
B), para un total de seis (6) tratamientos, tal como se sefiala a continuacion:

Tratamiento Rango de Edad Rango AMH
T 18 — 24 meses 100 - 200 pg/ml
T2 18 — 24 meses 200 - 300 pg/ml
T3 18 — 24 meses 300 — 400 pg/ml
T4 25 - 30 meses 100 - 200 pg/ml
T5 25 - 30 meses 200 - 300 pg/ml

T6 25 - 30 meses 300 — 400 pg/ml
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3.5. DISENO EXPERIMENTAL
Se empled un disefio completamente al azar con los tratamientos organizados

en el arreglo factorial (2 x 3).

Se detalla a continuacion el modelo lineal aditivo:
Yiik =+ a; + B ap;; +€;ji
Dénde:

Y;j = Observaciones del i — ésimo factor Ay j — ésimo factor B

u = Media general
a; = Efecto deli — ésimo factor A (edad) i:18 — 24 meses; 25 — 30 meses

B; = Efecto del j — ésimo factor B (rangos HAM) j: 100 — 200; 200
— 300 y mas de 300 pg/ml

ap;j= Efecto de la interaccion entre el factor Ay B

€ijx= Error experimental del i — ésimo factor Ay j

— esimo factor B con media 0 y varianza comun

3.6. VARIABLES MEDIDAS
3.6.1. VARIABLES INDEPENDIENTES

e Edad de las vaquillas

e Niveles séricos de AMH.

3.6.2. VARIABLES DEPENDIENTES
e Cantidad de foliculos ovéricos (N°)
e Tamario de foliculos ovéaricos (mm)
e Tamarfo de cuerpos luteos (mm)

e Tamario de ovario (cm)
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3.7. ANALISIS ESTADISTICO

Se realizo el analisis exploratorio de las variables bajo estudio (numero de
foliculos ovaricos, tamafo de foliculos ovaricos, tamafio de cuerpos lateos y
tamafio de ovarios) asi como también el estudio de relaciones funcionales a
través del analisis de correlacion de Pearson y Analisis de regresion.
Posteriormente, las variables en estudio fueron analizadas por medio de analisis
de varianza (ADEVA), para conocer la significancia probabilistica de los distintos

factores en estudio también se incluyé las respectivas interacciones.

Previo al ADEVA, 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 (2016), se
encontro la necesidad de transformar los valores del nUmero de foliculos entre
4,1-7 y los mayores de 7 mm, en raiz cuadrada de (X+1); asi como también, los
valores de las mediciones del cuerpo liteo en log!°(X+10) para satisfacer
supuestos para el andlisis de varianza. Los analisis de varianza se realizaron
con el software InfoStat (2016). El desdoblamiento de las interacciones
significativas para las variables objeto de analisis se realizd de acuerdo con el
valor critico de la prueba de Tukey al 5% de error. Los resultados se presentan

en cuadros y graficos.

3.8. MANEJO DEL ENSAYO

Fueron seleccionadas 20 vaquillas Brahman de forma al azar, de las cuales 10
de ellas entre 18 y 24 meses y 10 entre 25 y 30 meses, los cuales eran animales
puros de pedigri. Todas fueron chequeadas por ultrasonografia (ecografo portatil
digital Mindray, modelo DP-50VET, de 7.5 MHz, con transductor endorectal lineal
de ultrasonido, fabricado en USA), con el objetivo de verificar patologias
reproductivas, actividad ovarica y ciclicidad. De manera similar, se realiz6 un
protocolo de sincronizacién de la ovulacion, para igualar el dia cero del ciclo

estral de todos los animales.

Luego del procedimiento antes sefialado, se tomaron las muestras de sangre
(4ml) obtenidas por puncién de la yugular, para ello se empleé tubos al vacio con

heparina de sodio (BD Vacutainer® NH; Becton Dickinson and Co.).
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Las muestras se mantuvieron en refrigeracion hasta su posterior envio al
laboratorio. Luego fueron procesadas en el laboratorio de UNIMEVET, en donde
se las sometio a centrifugacion refrigerada (3200 revoluciones/minutos a 4°C) y
almacenadas inmediatamente a -20° C hasta su posterior analisis por ELISA
para determinar los niveles séricos de AMH.

Se efectué una prueba de ELISA para determinacion de AMH en suero
sanguineo de las vaquillas experimentales se efectué con el uso de 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 fueron medidas en muestras de 50 uL de

Suero.

Las muestras de suero fueron descongeladas en bafio de maria justo antes de
la prueba de ELISA, sometidas a sacudido en vortex (MRC, Modelo: SI-100) y
centrifugadas (C2203, Liston) a 3,200 revoluciones/minuto a 4°C. Seguidamente,
las muestras se incubaron 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 inmediatamente hacer las lecturas.

Concomitantemente, se realizo la ultrasonografia endorectal del seguimiento de
la dinamica folicular a través del conteo y medicion del tamafio de los foliculos
ovaricos, tamafio de ovario, hasta llegar a la ovulacion; similarmente se midio el

cuerpo lateo.

3.9. METODOS EXPERIMENTALES
3.9.1. NUMERO Y TAMANO DE FOLICULOS OVARICOS.

Mediante conteo y medicion (mm) se determind el nimero y tamafio de los
foliculos con el uso de ultrasonografia endorrectal, a intervalos de 24 horas de
acuerdo con el seguimiento de la onda folicular, durante todo el ciclo estral.
Posteriormente fueron agrupados dentro de los rangos: 2 —4 mm; 4,1 — 7 mmy

mayores de 7 mm.
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3.9.2. TAMANO DE CUERPOS LUTEOS
Por ultrasonografia endorectal se determind la presencia de cuerpo luteo 48

horas después de los signos de celo.

3.9.3. TAMANO DE OVARIOS

El tamafo del ovario (cm) se midié mediante ultrasonografia endorectal al inicio
del experimento.



CAPITULO IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. ANALISIS EXPLORATORIO DE LOS DATOS
El Cuadro 4.1 muestra los valores de las medidas de tendencia central (media 'y
mediana) y las de dispersiéon (desviacion estandar y coeficiente de variacion) y

el intervalo de confianza de las variables evaluadas durante la investigacion.

La variable numero de foliculos totales en sus medidas de tendencia central
(media y mediana) present6 valores de 37,15 y 35,00 respectivamente; para las
medidas de dispersion (desviacion estandar y coeficiente de variaciéon) valores
de 13,59 y 36,60%, respectivamente, con intervalo de confianza de < 30,79 u <
43,41. Para el numero de foliculos entre 2-4 mm, el valor promedio fue del orden
de 35,45 y mediana de 35,00; la desviacion estandar de 14,01 y el coeficiente de

variacion de 39,50%, con intervalo de confianza 28,89 < u < 42,01.

En cuanto al niumero de foliculos con didmetros comprendidos entre 4,1-7 mm
sus valores promedios fueron del orden de 0,45 mm, con mediana de 0,00 mm;
desviacion estandar de 0,83 y coeficiente de variacion de 183,5; el intervalo de
confianza de confianza fue de 0,06 < u < 0,84.

Para los foliculos mayores de 7 mm se encontraron valores promedios de 0,90
mm, mediana de 1,00 mm; deviacion estandar de 0,85 y coeficiente de variacion
94,7 %; el intervalo de confianza correspondié a 0,50 < p < 1,30. La variable
tamafio del cuerpo liteo, presento valor promedio del orden de 2,08 mm,
mediana de 1,18; siendo la desviacion estandar de 3,94 y el coeficiente de
variacion de 189,7%, con intervalo de confianza de 0,23 < p < 3,92 y finalmente
la variable tamafio de los ovarios, que presenté promedio de 2,73 y mediana de
2,62; desviacion estandar de 0,47 y coeficiente de variacion de 17,0%, su

intervalo de confianza fue < 2,52 p < 2,95.

Por los valores observados de los coeficientes de variacion en las variables
estudiadas se puede constatar que la mayor dispersion la presentaron las
variables numero de foliculos entre 4-7 y los mayores de 7 mm, asi como también

el tamafio del cuerpo lateo. Probablemente dentro de los foliculos formados por
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las vaquillas sean estos los mas dispersos en tamafio y cantidad en

consecuencia su alta variabilidad.

Caso similar se observo para el tamafio del cuerpo Iuteo donde la variabilidad
en magnitud expresada por el coeficiente de variacién fue practicamente similar
a la observada para los foliculos comprendidos entre 4,1-7 mm; este
comportamiento, se ratifica en sus respectivos intervalos de confianza donde las
amplitudes son mayores en relacion al valor promedio y discrepan en relacion a
la variabilidad del tamafio de los ovarios que presentaron un intervalo de
confianza muy estrecho, tal particularidad demuestra la confiabilidad de la

variable desde el punto de vista biolégico.

Esta gama de diferenciacion observada en las distintas variables cuantificadas
parece obedecer a una dinamica folicular que podria estar vinculada a la
maduracién de un foliculo Unico y posterior conformacion del cuerpo lateo en
momentos distintos del ciclo estral.

Cuadro 4.1. Resumen descriptivo de las variables nimero total de foliculos, foliculos de 2-4 mm, foliculos de 4,1-7

mm, foliculos >7 mm, tamafio de ovarios (cm) y tamafio del cuerpo liteo (mm) en vaquillas Brahman con diferentes
rangos de la AMH.

e , . Tamaiio
Estadistico Foliculos 3 Tar\ma:\’c; ovarios
Total 24 447  >7 uerpo luteo

Media 37,15 35,45 0,45 0,90 2,08 2,73
Mediana 35,00 33,50 0,00 1,00 1,18 2,62
Desviacion estandar 13,59 14,01 0,83 0,85 3,94 0,47
Coef. de variacion 36,60 39,50 183,5 94,7 189,7 17,0
Intervalo de Min 30,79 28,89 0,06 0,50 0,23 2,52
confianza (95%)  \ox 4351 4201 084 130 3,92 2,95

Coef.= Coeficiente

Erickson (1996), demostrd que existe una variabilidad inherente en el nimero de
foliculos presentes en los ovarios de las vaquillas, destacando que el grupo de
foliculos primordiales dentro de los ovarios recolectados de vaquillas menores
de 1 afio oscil6 entre 60000 y 240000, mientras que, en ovarios recolectados de

vacas fértiles versus infértiles de 5 afios reportd una diferencia de 6 veces



33

(119000 versus 18000, respectivamente). Por otra parte, Ireland et al. (2007)
encontraron una diferencia de siete veces en el nimero de foliculos antrales de
los bovinos adultos jovenes, 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 y la mayor parte de ellos sufre atresia en diferentes etapas de
desarrollo. La dinamica folicular genera dos o tres ondas durante el ciclo estral y
comienza con el reclutamiento de foliculos antrales pequefios con tamafios de 2

a 4 mm (Borges et al., 2001).

Aerts y Bols (2010), corroboran que el reclutamiento comienza con un grupo de
5 a 10 foliculos que pasan por un proceso de seleccion que resulta en un Unico
foliculo dominante y se produce la regresion de los foliculos restantes. La
evolucion del foliculo ovulatorio desencadena la ovulacién cuando se produce la
ruptura del foliculo y el ovocito es liberado. En el ovario, el espacio vacio del
foliculo ovulado es llenado rapidamente de sangre, y posteriormente se origina
una estructura transitoria denominada cuerpo hemorragico, como preambulo a

la formacion y consolidacion del cuerpo luteo (Hunter et al., 2004).

Esta descripcion desde la perspectiva fisioldgica justifica los bajos porcentajes
de foliculos de diametros mayores (de 4 a 7 mm y mayores de 7 mm) y el bajo
namero de cuerpos lateos, y a la vez, podria incidir en la gran variabilidad
encontrada en esta investigacion, ya que se parte de un numero elevado de
foliculos y sélo uno de ellos alcanza la maduracion vy, por tanto, se formara un

solo cuerpo lateo.

4.2. RELACIONES ENTRE VARIABLES

4.2.1. ANALISIS DE CORRELACION

Se observa en el Cuadro 4.2 correspondiente al analisis de correlacion de
Pearson entre las variables estudiadas, la presencia de relaciones positivas y
significativas por la prueba de t a 1% de probabilidad entre los niveles de la AMH

con el numero total de foliculos y con el nimero de foliculos entre 2-4 mm. Otra
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correlacion altamente significativa y positiva fue observada entre el nimero total
de foliculos y los foliculos entre 2-4 mm.
Cuadro 4.2. Coeficientes de correlacion de Pearson para las variables nimero total de foliculos, foliculos de 2-4 mm,

foliculos de 4,1-7 mm, foliculos >7 mm y tamafio de los ovarios (cm) y del cuerpo lUteo (mm) en vaquillas Brahman
con diferentes niveles de la AMH.

, Tamafio
Foliculos (mm) .
Variable AMH Tamaiio ovarios
(pg/ml) Total 94 417 57 C.Luteo  Dere lzqui
cho erdo
AMH (pg/ml) 1 0,001 0,001 0,12 0,42 0,99 0,25 0,38

Numero foliculos
total

Foliculos 2-4mm  0,698* 0,993* 1 0,34 0,29 0,72 0,72 096

0,697* 1 0,001 0,36 0,28 0,99 064 098

Foliculos 4-7 mm 0,370  -0,223 -0,231 1 0,06 0,42 0,08 055

Foliculos > mm 0195 -0262 -0254 -0442 1 088 026 084
Lat'::m cuerpo 0005 -0004 -0,08 -0195 0036 1 089 065
Tamafio ovario 0279 0113 -0088 -0413 0275 0,034 1 0002
derecho

Tamafio ovario 0213 0005 0012 -0145 0051 o110 061 4
izquierdo

**Diferencia altamente significativa (p=0,01)

Esta respuesta de relacion estructural entre las variables correlacionadas explica
la influencia que la AMH posee sobre la produccion de foliculos, entre ellos, el
ndmero total y los de 2-4 mm que predominan entre los cuantificados en vaquillas

Brahman, independientemente de la edad y del nivel de la hormona.

Estos resultados concuerdan con los hallazgos de 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 nimero de
ovocitos sanos. Similarmente, Center et al. (2018) también encontraron
correlaciones positivas entre la AMH en circulacién y el nimero de foliculos, y
con el nimero de cuerpos luteos. Por su parte, Ireland et al. (2008) determinaron
una correlaciéon altamente positiva con las concentraciones de AMH, el tamafio

del ovario y el numero total de ovocitos morfolégicamente sanos en los ovarios.
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Burns et al. (2005), informaron que el nimero maximo de foliculos antrales
determinado al inicio de la onda folicular, dentro del mismo ciclo estral o durante
ciclos estrales consecutivos, tuvo una alta repetibilidad en una poblacién mixta
de vaquillas lecheras nuliparas. En funcion de estos resultados, Ireland et al.,
(2011), afirman la recoleccion de una sola muestra de sangre durante el ciclo
estral y la medicién de la concentracion sérica de la AMH como un biomarcador
fiable que refleja el nUmero de foliculos antrales, el tamafio de ovario y la

cantidad total de foliculos y ovocitos en ovarios de ganado adulto joven.

Pefia y Correa (2018), resaltan la utilidad de estos resultados en tratamientos de
reproduccidn asistida, ya que mientras mas elevados sean los niveles séricos de
AMH, mayor sera la respuesta folicular obtenida en vacas donantes. En este
sentido, Hirayama et al. (2012), encontraron que la concentracion plasmatica de
AMH se correlacion6 de manera significativa con el numero de foliculos, el
namero de ovulos, el nimero de embriones fertilizados y el nUmero embriones

transferibles.

Particularmente, llama la atencién en la matriz de correlaciones la presencia de
relaciones negativas entre los niveles de la AMH y las variables nimeros de
foliculos entre 4,1-7 mm y los foliculos mayores de 7 mm, inclusive el cuerpo
lGteo, aungque no presentaron efectos significativos. Esta situacién podria estar
asociada a lo sefalado por Lussier et al. (1987), quienes determinaron que el
crecimiento inicial de los foliculos es lento, pero una vez que se diferencia el
foliculo dominante y ocurre la atresia de los restantes, el desarrollo posterior es
rapido, con tasas de crecimiento de hasta 2 mm/dia en foliculos antrales, y se

pierde el efecto de la AMH como sustancia controladora de la actividad folicular.

Contrariamente, Rico et al. (2012) reportaron correlaciones positivas entre AMH
y foliculos grandes y el nimero de cuerpos liteos en vacas superovuladas, lo
cual fue corroborado por Souza et al. (2015) al encontrar correlaciones positivas
similares entre la AMH y el nUmero de cuerpos luteos y los 6vulos o embriones
recuperados después de la superovulacion. Por su parte, Center et al. (2018)
sefialan que la AMH circulante tiene correlaciones positivas significativas con el

nuamero de foliculos, la tasa de ovulacion y el nUmero de embriones recuperados.
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Otra correlacion positiva y altamente significativa se observo entre el tamafio del
ovario derecho y el izquierdo, posiblemente esta relacion matematica involucre
aspectos de la naturaleza anatomo-fisiolégica de las vaquillas Brahman. Las
otras correlaciones estudiadas no muestran efectos significativos, positivos y/o
negativos que pudieran establecer una posible relacion entre las variables

evaluadas en esta investigacion.

4.2.2. ANALISIS DE REGRESION

El andlisis de regresion entre los niveles de la AMH y el nimero total de foliculos
(Gréfico 4.1) mostré diferencias significativas (p<0,05); con un coeficiente de
determinacion de 0,75; significativo a 5% de probabilidad, por la prueba de t, lo
cual indica una relacién causa-efecto entre la variable independiente (niveles de

la AMH) y la variable dependiente (namero total de foliculos).
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Grafico 4.1. Comportamiento del nimero total de foliculos en funcién de los niveles de la AMH en vaquillas Brahman.



Este comportamiento indica que ocurrié un incremento lineal de la produccién de
foliculos en la medida que aumentaron los niveles de la AMH, siendo el valor
maximo del numero de foliculos se detecta cuando los tenores de la hormona
alcanzan los 700 pg/ml. Este nivel corresponde al més elevado de la hormona
cuantificado en esta investigacion. Ribeiro et al. (2014), informaron que las
concentraciones plasmaticas de AMH en el ganado lechero lactante variaron de
10 a 3198 pg/ml, pero solo reportaron que menos de 3% de las vacas tenian

concentraciones superiores a 700 pg/ml.

De manera similar, cuando se realizd el analisis de regresion para establecer
relaciones entre los niveles de la AMH y el numero de foliculos de 2-4 mm
(Gréfico 4.2), se encontrd un ajuste lineal, con un coeficiente de determinacion
de 0,76; significativo al 5% de probabilidad, lo que consolida una relacién causa-
efecto entre los niveles de la AMH y el numero de foliculos comprendidos entre

2-4 mm.
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Grafico 4.2. Comportamiento del niumero de foliculos de 2 — 4 mm en funcién de los niveles de la AMH en vaquillas
Brahman.

De acuerdo a los valores de correlaciéon observados en el Grafico 4.2, los cuales
fueron altamente significativos y positivos entre los niveles de la AMH vy las

variables numero de foliculos totales y nimero de foliculos entre 2-4 mm, era de
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esperarse que el ajuste de ambas regresiones fuese similar dada la alta
correlacion que existe entre dichas variables, este resultado se ratifico en las

ecuaciones con ajustes lineales de ambas variables respuesta.

Para ambas ecuaciones de regresion, las variables respuesta niumero total de
foliculos y niumero de foliculos entre 2-4 mm se observé que la mayor actividad
de ambas variables se detect6 en el mayor rango de la AMH que correspondié a
700 pg/ml.

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 nimero relativo de los foliculos morfolégicamente sanos y
ovocitos en los ovarios, y tal vez predecir la longevidad potencial reproductiva en
el ganado. De forma similar, reportaron que la variacion en el nimero de foliculos
antrales durante las olas foliculares estd asociada a las alteraciones en las
concentraciones circulantes de AMH. Hallazgos similares han sido reportados
por Melado (2014) y Jimenez et al., (2015).

Por otro lado, Del Rio et al. (2017) determinaron que la AMH es un marcador
fisiolégico predictivo de la fertiidad postparto en vacas de raza Holstein
sometidas a un protocolo de sincronizaciéon de la ovulacion, puesto que vacas
con niveles altos de AMH (>300 pg/ml) tuvieron una mayor tasa de prefez
después de la inseminacion artificial, requirieron menos servicios por concepcion
y tuvieron menos dias abiertos en comparacion con vacas con niveles normales
(<300 pg/ml).

Varios estudios han demostrado que las concentraciones de AMH son variables
entre los grupos genéticos y estan fuertemente asociadas el numero de foliculos
antrales. Guerreiro et al. (2014) reportaron que en el ciclo estral de vaquillas
Nelore (24-26 meses de edad) las concentraciones promedio de AMH en suero
alcanzaron un valor de 1,4 ng/ml. Pfeiffer et al. (2014), obtuvieron
concentraciones de AMH entre 0,042 y 0,054 ng/ml en Angus, Charolais y
vaquillas cruzadas nuliparas, respectivamente. Las concentraciones de AMH y

el nimero de foliculos fueron mayores en Gyr (0,6 ng/ml y 60,0 respectivamente)
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en comparacion con Holsteins (0,24 ng/ml y 35,9, respectivamente) y bufalos

(0,18 y 25,6 respectivamente) de la raza Murrah (Baldrighi et al., 2014).

El andlisis de regreson entre las edades de las vaquillas y el niumero total de
foliculos presenté un ajuste del tipo cuadratico positivo (Gréfico 4.3), con un
coeficiente de determinacién de 0,73; significativo al 5% de probabilidad. Tal
resultado indica una relacién causa-efecto entre la edad de las vaquillas y la
variable respuesta numero total de foliculos, o en otras palabras estan
perfectamente vinculadas desde el punto de vista bioldgico de acuerdo a los
resultados obtenidos en esta investigacion.
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Gréfico 4.3. Comportamiento del numero de foliculos totales en funcién de la edad en vaquillas Brahman.

El recuento de foliculos antrales refleja la reserva de foliculos ovaricos y se ha
relacionado con la fertilidad en las vacas (Mossa et al., 2012; Martinez et al.,
2015). Cushman et al. (2009) sefnalan que la edad tiene un impacto negativo en
el numero de foliculos antrales. En este sentido, Morotti et al. (2017), encontraron
gue en las vaquillas, el numero de foliculos antrales en el destete y la edad de
un afio es muy variable entre los individuos, pero solo experimenta una ligera
variacion mostrando una alta repetibilidad dentro de la misma hembra. La
estabilidad de la concentracion de AMH permite su determinacion mediante una

Unica medicion en etapas aleatorias del ciclo estral.
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La evaluacién de la concentracion de AMH en circulacién durante una etapa
temprana, como en becerros y vaquillas recién nacidos, es conveniente para la
seleccion de vaquillas para la reproduccion y la produccién de embriones. Sin
embargo, se ha demostrado que la concentracion de AMH circulante en el
ganado de carne varia mucho con el crecimiento (Monniaux et al., 2012; Mossa
et al., 2013).

El punto de maxima actividad para el numero de foliculos de acuerdo a la
segunda derivada correponde a los 23,5 meses de edad de las vaquillas y a partir
de alli comienza un descenso pronunciado del niumero total de foliculos que
alcanzan los mas bajos niveles en vaquillas de edades comprendidas entre los

28 y 30 meses, respectivamente.

Koizumi y Kadokawa (2017), observaron una correlacién positiva entre la
concentracion plasmatica de AMH y la edad (en meses), destacando que las
vacas multiparas tenian concentraciones de AMH mas altas que las vacas
primiparas. Por otro lado, Hirayama et al. (2012), en investigaciones con vacas
negras japonesas, no encontraron ningun efecto de la edad sobre las
concentraciones plasmaticas de AMH, a diferencia de los reportes en vacas
Holstein (Rico et al., 2012, Souza et al., 2015); sin embargo, indican que la edad
y el nimero de partos influyen significativamente en las concentraciones
plasmaticas de AMH en vacas negras japonesas, y por asociacion, afecta

directamente el niumero de foliculos.

Debido a que el numero de foliculos refleja la reserva de los foliculos ovaricos,
se espera que los animales mas viejos tengan reservas foliculares mas
pequefias y, en consecuencia, menor nimero de foliculos. Esta relacion fue
observada por Burns et al. (2005) en vacas Holstein y Cushman et al. (2009) en
hembras mestizas. En las hembras de Tabapud, la reduccion de la reserva
folicular ocurre en un periodo mas tardio, ya que las vaquillas nuliparas tenian
recuentos de foliculos menores, que aumentaron de manera constante hasta los

14 aflos, momento a partir del cual comenzé a disminuir (Maculan et al. 2018).
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4.3. ANALISIS DE LA VARIANZA

De acuerdo al analisis de varianza expresados en el Cuadro 4.3, se puede
observar que para la variables numero total de foliculos, nimero de foliculos
comprendidos entre 2-4 mm, solo se detecto diferencias significativas a nivel de
la interaccién edad de las vaquillas por rangos de AMH; mientras que, para el
caso de las variables namero de foliculos de diametro entre 4,1-7 mm
(transformada en raiz (X+1) y nimero de foliculos de didmetros mayores de 7 mm,
no se detectaron diferencias significativas tanto en los factores individuales como
en su interaccion, similar comportamiento presenté la variable cuerpo IUteo,
transformada para efectos de analisis en Log'°X+10).

Cuadro 4.3. Resumen del analisis de varianza para las variables niumero de foliculos, foliculos de 2-4 mm, foliculos

de 4,1-7 mm, foliculos >7 mm, tamario de ovarios (cm) y tamafio del cuerpo liteo (mm), en vaquillas Brahman con
diferentes rangos de la AMH.

Cuadrados Medios

Fuente de variacion Gl Foliculos (mm) Tamaino Cuerpo
Totales 24 41-Tt >Tt ovarios luteo tf
Rango Edad 1 47,09 30,0 0,09 0,12ns 1,03*  0,0014ns

Rangos AMH 2 4398 4491ns 0,120 0,07ns 0,36"  0,0114ns
Edad x Rangos AMH 2 519,3* 603,1* 0,23ns 0,28ns 0,277 0,0073ns

Error 14 1185 1251 0,05 0,08 0,16 0,0140

Coeficiente de

variacion (%)
tDatos transformados en raiz (X+1)
ttDatos transformados Log1o (X+10)

29,3 31,6 19,7 21,3 14,7 10,9

Para la variable tamafio de los ovarios (cm) se detecto diferencia Unicamente

para el factor individual rango de edad de las vaquillas.

En el Cuadro 4.4 se puede observar el desdoblamiento de la interacciéon edad de
las vaquillas*rangos de la AMH (Edad*Rangos AMH) donde se constato6 efectos
significativos en la interaccion para las dos variables, se observa que las

diferencias observadas favorecen a las vaquillas de edades entre 25 y 30 meses.
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Cuadro 4.4. Resumen del analisis de varianza para el desdoblamiento de las interacciones significativas entre los
rangos de edad y los rangos de la hormona para las variables nimero total de foliculos, foliculos de 2-4 mm en
vaquillas Brahman con diferentes niveles de la AMH.

Cuadrados Medios

Fuente de variacion Gl Foliculos (mm)

Totales 24
Rangos AMH/18-24 meses 1 11,8 130,2
Rangos AMH/25-30 meses 1 454 ,5* 502,9*
Error 14 118,5 125,14

*Diferencia Significativa

4.3.1. NUMERO TOTAL DE FOLICULOS

En Gréfico 4.4 se presenta de forma gréafica la particion de la interaccion para la
variable namero total de foliculos, en la que se destaca que no hubo diferencias
significativas (P=0,05) entre las vaquillas de edades comprendidas entre 18 y 24
meses en los diferentes rangos de la AMH; mientras que para las vaquillas de
edades comprendidas entre 25 y 30 meses de edad, el rango de mas de 300
pg/ml de AMH result6é con diferencias significativas a los rangos de 100 — 200 y

200 — 300 pg/ml, estos dos ultimos resultaron similares entre si.

70 m18 - 24 meses

65 m25-30 meses
60
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Grafico 4.4. Desdoblamiento de la interaccion rangos de edad de las vaquillas*rangos de la AMH en relacién a la
variable numero total de foliculos (barras de error corresponden al nivel critico de Tukey al 5%).

Estudios seriados han reportado que los niveles elevados de la AMH se veran

reflejados en una Optima repuesta folicular, es decir en un elevado numero de



43

foliculos; en este contexto, Batista et al. (2014); Batista et al. (2015), reportan
gue los niveles AMH se correlacionan con la poblacion folicular antral (AFP) en
el ganado bovino de diferentes edades, categorias y grupos geneticos. Por otro
lado, en un estudio realizado por Ireland et al. (2007), se determina que las
concentraciones de AMH fueron aproximadamente seis y dos veces mayores en
animales con un recuento de foliculos antrales altos o intermedios,

respectivamente, en comparacion con los de baja concentracion.

Gobikrushanth et al. (2018), en un estudio realizado en vacas Holstein, reportan
las concentraciones de AMH se ven aumentadas cuando existe un mayor
reclutamiento y desarrollo folicular ovérico hasta los cinco afios de edad. Lo que
permite inferir que en relacion a los niveles 6ptimos de AMH, el mayor niumero
de foliculos esta asociado al mayor rango de AMH y a las vaquillas de edades
comprendidas entre 25-30 meses de edad.

4.3.2. NUMERO DE FOLICULOS DE DIAMETRO DE 2 A 4 MM

En el Grafico 4.5 se presenta de forma grafica los resultados de la interaccion
entre edad de los animales y los niveles de AMH sérica, en la que se observa
diferencia (P=0,05) del numero de foliculos con diametros de entre 2-4 mm de
las vaquillas de las edades de 25-30 meses, con rangos de AMH de mas de 300

pg/ml con respecto a las otras interacciones.
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Grafico 4.5. Desdoblamiento de la interaccion rangos de edad de las vaquillas*rangos de la AMH en relacién a la
variable nimero de foliculos de 2 a 4 mm (barras de error corresponden al nivel critico de Tukey al 5%).

Este comportamiento es similar al verificado para la variable niamero de foliculos
totales, con el cual guarda una alta correlacion, la tendencia es a obtener la
mayor cantidad de foliculos en el rango mas elevados de la hormona, esto indica

la prevalencia de los foliculos de menor diametro durante el conteo folicular.

Bajo este contexto, Garcia Guerra et al. (2017) coinciden que la produccion de
AMH se limita a las células granulosas de los foliculos en crecimiento, siendo
gue el mayor aporte lo realizan los foliculos preantrales grandes y foliculos

antrales pequefios.

Estos resultados son similares a los reportados por Gobikrushanth et al. (2018)
en la evaluacion de vacas Holstein, quienes reportaron que las concentraciones
circulantes de AMH aumentan con un mayor reclutamiento folicular ovarico hasta
los 5 aflos de edad y luego disminuyen como consecuencia del agotamiento
gradual de la reserva ovarica. Por su parte, Ribeiro et al. (2014), reportan que
vacas de 2 y 3 partos mostraron concentraciones de AMH mas altas que las de

un solo parto, y que las vacas con baja concentracion de AMH tenian menores
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tasas de prefiez después del primer servicio, mayor incidencia de pérdida de la

gestacion y menor tasa de gestacion en el siguiente parto.

En relacion a los niveles optimos de la AMH, los mejores resultados obtenidos
en este estudio que 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), quienes afirman que la fertilidad postparto en vacas de raza Holstein
sometidas a protocolo de sincronizacion de la ovulacién con niveles de AMH
superiores a 300 pg/ml tuvieron mayor tasa de prefiez después de la
inseminacion artificial y requirieron menos servicios por concepcion en

comparacion con vacas con niveles hormonales inferiores a 300 pg/ml.

4.3.3. NUMERO DE FOLICULOS DE DIAMETROS COMPRENDIDOS
ENTRE 4,1-7 MM

En la descomposicion de la interaccion (Figura 4.6) provenientes de los analisis
de varianza, se observa que las medias no presentaron diferencias, aunque el
mayor numero de foliculos con didmetro de entre 4,1 a 7 mm correspondieron a
la interaccion vaquillas entre 25 y 30 meses con los niveles séricos de AMH de
100-200 pg/ml.

2,00 r
| m 18 - 24 meses

180 m 25 - 30 meses
1,60

1,40
1,20
1,00
0,80
0,60
0,40
0,20
0,00

Numero foliculosde4 a7
(Datos transformados)

100 a 200 200 a 300 Mas de 300
Niveles de Hormona Antimilleriana (pg/ml)
Grafico 4.6. Desdoblamiento de la interaccién los rangos de edad de las vaquillas*rangos de la AMH en relacion con

la variable nimero de foliculos de 4,1 a 7 mm (barras de error corresponden al nivel critico de Tukey al
5%).
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Para esta variable, se constata la situacion contraria a la observada en las
variables namero total de foliculos y niumero de foliculos entre 2-4 mm, en las
cuales se obtuvieron los mayores valores dentro de los mayores rangos de AMH;
aungue, se ratifica que es en las vaquillas de 25 y 30 meses donde ocurre la
mayor actividad. Tal respuesta estaria vinculada a lo sefialado por Rojas et al.
(2014), en relacion con la reduccion del namero final de foliculos preovulatorios
durante el proceso de maduracion folicular que conduce a la monoovulacion en

el ganado bovino.

Rico et al. (2009), encontraron que las concentraciones de AMH fueron mayores
en vacas con foliculos antrales de 3-7 mm de diametro, en comparaciéon con
aguellas con foliculos grandes (> 7 mm de didmetro), e infieren que los mayores
niveles de AMH estan asociados a la mayor proporcion de foliculos antrales
pequeios y medianos que estaban activos en el momento de iniciarse la onda

folicular.

En contraste Koizumi y Kadokawa (2017) no detectaron ninguna relacion entre
la concentracion plasmatica de AMH y el nimero de foliculos mayores de 5 mm,
los tamafios de los foliculos mas grandes en los ovarios, el tamafio del cuerpo
liteo o la concentracion plasmatica de progesterona, lo cual se atribuy6 a que
casi toda la AMH plasmatica se originé a partir de células de la granulosa de los
foliculos antrales pequefios y preantrales y no de los foliculos antrales mas

grandes o el cuerpo lateo (Bhide et al., 2016).

4.3.4. TAMANO DE OVARIOS

Para la variable tamafioo de los ovarios s6lo se detectaron diferencias
estadisticas (P<0,05) para el efecto simple del rango de edad de las vaquillas.
En el Cuadro 4.5, se destaca queel mayor tamafio de los ovarios le correspondio
a las vaquillas entre los 25 y 30 meses de edad, que fueron significativamente
superiores a los ovarios de las vaquillas de edades comprendidas entre los 18 y

24 meses.
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Cuadro 4.5. Comparacion entre el tamafio de los ovarios (¢cm) en vaquillas de edades comprendidas entre los 18-24
y 25-30 meses, por la prueba de Tukey a 5% de probabilidad.

Rango de edad 01\-/12}?):?;:5) Ambito estadistico
18-24 2,5340,43 B
25-30 3,00+0,44 A

Estos resultados podrian deberse a la falta de madurez sexual en las vaquillas
de 18-24 meses, que se manifiesta en el escaso desarrollo de sus estructuras
reproductivas. Bastidas (1999), ha reportado que la edad al primer cuerpo luteo
en vaquillas Brahman oscila en un rango de 14 a 27 meses, que representa un
periodo bastante amplio en el proceso de maduracién sexual. Por otra parte,
Mora (2005), plantea que el primer parto de vaquillas Brahman suceda cuando
la hembra se encuentre entre 35-40 meses, ya que a esta edad el animal ha

completado su desarrollo fisico y fisiologico.

Una consideracion importante es que el tamafio de cualquier estructura
anatomica puede estar relacionado con el tamafio del animal, y las medidas
generales del cuerpo, por lo tanto, deben tenerse en cuenta para clasificar con
precision los tamafios de estas estructuras. Comprender las relaciones entre los
marcadores de fertilidad y las caracteristicas fenotipicas externas puede llevar al
desarrollo de técnicas para una facil aplicacion y bajo costo en el proceso de

seleccion para la eficiencia reproductiva.

En bovinos, los ovarios mas grandes estan asociados con contaje de foliculos
antrales mas grandes (Cushman et al., 2009; Ireland et al., 2011; Modina et al.,
2014). Ireland et al. (2008) reportaron que el mayor volumen de ovarios se asocio
a mayor numero de foliculos en vacas Holstein. Un resultado similar fue

informado por Eborn et al. (2013) en vaquillas Angus.



CAPITULO V. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
5.1. CONCLUSIONES

Ocurrio un incremento lineal de la produccion de foliculos, que estuvo asociado
en la medida que aumentaron los niveles séricos de la AMH en las vaquillas
Brahman con edad préxima a los 24 meses de edad. Ademas, se evidencio
regresion que indica que a mayor niveles de la AMH aument6 el nimero de

foliculos totales y numero de foliculos entre 2 a 4 mm de diametro.

Las vaquillas con niveles séricos de AMH superior a 300 pg/ml, con edades
comprendidas entre 25 a 30 meses de edad reportaron el mayor nimero de

foliculos totales.

En vaquillas de edades comprendidas entre 25 a 30 meses de edad con niveles
séricos superiores a 300 pg/ml de hormona antimilleriana se presenté la mayor

cantidad de foliculos con diametros comprendidos entre de 2 a 4 mm.

La mayor cantidad de foliculos con diametros comprendidos entre 4,1 a 7 mm se
presentaron en vaquillas de edades comprendidas entre 25 a 30 meses de edad
con niveles séricos de 100 a 200 pg/ml de hormona antimulleriana.

Las vaquillas con edades comprendidas de entre 25 a 30 meses de edad

presentaron el mayor valor de tamafio de ovarios.

5.2. RECOMENDACIONES
Utilizar la medicion de los niveles AMH conjuntamente con la edad de la
donadora, y la poblacion folicular como referencia para seleccionar animales de

elite genética para produccion de embriones o de biotecnologias reproductivas.

Investigar en futuros trabajos la relacion que pudiese existir entre los niveles de

AMH vy la época estacional del afio en Ecuador.

Realizar investigaciones futuras para analizar la relacion que pudiese existir

entre los niveles de AMH vy el status nutricional del animal.
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ANEXO 1. Seleccion de animales ANEXO 2. Separacion de animales
por rango de edad

ANEXO 3. Chequeo por ANEXO 4. Observacion  del
Ultrasonografia rectal procedimiento
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ANEXO 6. Obtencion de la muestra ANEXO 7. Ecografia del ovario
de sangre por puncion de la derecho.
yugular.

ANEXO 8. Conteo folicular en el ANEXO 9. Ecografia del ovario
ovario derecho izquierdo
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ANEXO 10-A. Resultados de la prueba de ELISA para determinacion de niveles
de AMH por cada vaquilla.

ANEXO 10-B. Resultados de la prueba de ELISA para determinacién de niveles
de AMH por cada vaquilla.
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ANEXO 11. Resultados del analisis de varianza para Numero total de foliculos

Grados de Suma de Cuadrados F

Fuente de Variacion libertad Cuadrados Medios Calculada P-valor
Edad 1 61,65 61,65 0,49 0,4966
Rango HAM 2 693,46 346,73 2,75 0,1009
Edad*Rango HAM 2 1049,26 524,63 4,16 0,0401
Error 14 1638,67 126,05

ANEXO 12. Resultados del andlisis de varianza para numero de foliculos de 2 a
4 mm (datos transformados raiz X+1)

Grados de Suma de Cuadrados F

Fuente de Variacion libertad Cuadrados Medios Calculada P-valor
Edad 1 39,6 39,6 0,3 0,5955
Rango HAM 2 716,57 358,28 2,68 0,1061
Edad*Rango HAM 2 1216,51 608,25 4,55 0,0318
Error 14 1738,42 133,72

ANEXO 13. Resultados del andlisis de varianza para numero de foliculos de 4,1
a 7 mm (datos transformados raiz X+1)

Grados de Suma de Cuadrados

Fuente de Variacion F Calculada P-valor

libertad Cuadrados Medios
Edad 1 0,08 0,08 1,48 0,2451
Rango_HAM 2 0,21 0,11 1,87 0,1927
Edad*Rango_ HAM 2 0,39 0,2 3,45 0,0629
Error 14 0,74 0,06

ANEXO 14. Resultados del analisis de varianza para numero de foliculos
mayores a 7 mm (datos transformados raiz X+1)

Grados de Suma de Cuadrados F

Fuente de Variacion libertad Cuadrados Medios Calculada P-valor
Edad 1 0,11 0,11 1,26 0,2823
Rango_HAM 2 0,12 0,06 0,69 0,5183
Edad*Rango_HAM 2 0,49 0,24 2,78 0,0991
Error 14 1,14 0,09

ANEXO 15. Resultados del analisis de varianza para tamafio del cuerpo lateo
[datos transformados Log 10 (X+10)]

Grados de Suma de Cuadrados F

Fuente de Variacion P-valor

libertad Cuadrados Medios Calculada
Edad 1 0,01 0,01 0,51 0,487
Rango_HAM 2 0,03 0,02 1,25 0,3178
Edad*Rango_HAM 2 0,03 0,01 1,12 0,357

Error 14 0,16 0,01




