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RESUMEN

El objetivo de esta investigacion fue valorar el efecto de los niveles de AMH sobre
la respuesta superovulatoria y produccion de embriones in vivo. Se usaron 10
donadoras Brahman sometidas a un protocolo de superovulacion tradicional con
1 o 0,5 g de progesterona (vacas y vaquillas respectivamente), 2,5 mg de
benzoato de estradiol y dosis decreciente de FSH (350 Ul vacas y 250 Ul
vaquillas). Todos los datos fueron analizados con el software estadistico Statistix
8.0 donde se efectuaron correlaciones de Pearson y pruebas de T-Student
(0,05%). Los niveles de AMH fueron divididos en rangos de 100 a 255 y 256 a
700 picogramos/mililitro (pg/mL). No existio correlacion entre los niveles de AMH
y el total de embriones transferibles (P=0.70). Se encontré correlacion entre los
niveles de AMH y el total de foliculos presentes en el recuento folicular en el Dia
0 (P=0.06). Existieron diferencias significativas (P=0,0031) en la cantidad de
foliculos entre las vacas con niveles de AMH alto (256 a 700 pg/mL) con respecto
a las de nivel bajo (100 a 255 pg/mL). No se encontraron diferencias
significativas entre los rangos de AMH vy el total de cuerpos lateos (P=0.60). Asi
mismo al comparar el total de embriones en vacas y vaquillas no se encontraron
diferencias significativas (P=0.60). En conclusién, los niveles de AMH se
correlacionan positivamente con la poblacion folicular previo al inicio de los
protocolos de superovulacién. Los resultados mostraron que a mayor nivel de
AMH existe una mayor poblacion folicular en donadoras Brahman.

PALABRAS CLAVE

In vivo, foliculos, cuerpos luteos, ovocitos infertilizados.
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ABSTRACT

The objective of this research was to assess the effect of AMH levels on the
superovulatory response and embryo production in vivo. Ten Brahman donors
subjected to a traditional superovulation protocol with 1 or 0.5 g of progesterone
(cows and heifers respectively), 2.5 mg of estradiol benzoate and decreasing
dose of FSH (350 IU cows and 250 IU heifers) were used. All the data were
analyzed with statistical software Statistix 8.0 where Pearson correlations and T
- Student tests (0.05%) were performed. AMH levels were divided into ranges
from 100 to 255 and 256 to 700 picograms/milliliter (pg/mL). There was no
correlation between AMH levels and total transferable embryos (P=0.70). A
correlation was found between the levels of AMH and the total number of follicles
present in the follicular count on Day 0 (P=0.06). There were significant
differences (P=0.0031) in the number of follicles between cows with high AMH
levels (256 to 700 pg/mL) with respect to those of low level (100 to 255 pg/mL).
No significant differences were found between the ranges of AMH and the total
of corpora lutea (P=0.60). Likewise, when comparing the total embryos in cows
and heifers, no significant differences were found (P=0.60). In conclusion, the
levels of AMH correlate positively with the follicular population prior to the start of
the superovulation protocols. The results showed that at a higher level of AMH
there is a greater follicular population in Brahman donors.

KEYWORDS

In vivo, follicles, corpora lutea, infertilized oocytes.



CAPITULO I. ANTECEDENTES

1.1. PLANTEAMIENTO Y FORMULACION DEL PROBLEMA

En los dltimos afios las biotecnologias han progresado considerablemente, sobre
todo en el area de la reproduccién y la genética molecular. Entre las tecnologias
reproductivas, la inseminaciéon artificial, la superovulaciéon y el trasplante
embrionario han tenido un impacto notable en los programas de mejoramiento

del ganado bovino (B6 y Mapletoft, 2003).

En la actualidad las explotaciones ganaderas se han enfocado en un objetivo
principal; ser eficientes tanto productiva como reproductivamente, esta intima
relacion asegura una alta rentabilidad y eficiencia productiva. Sin embargo,
independientemente de los sistemas de manejo y produccion, existen problemas
en comun gque no permiten esta eficiencia (Hernandez, 2012).

Uno de los principales inconvenientes es la disminucion de la fertilidad en las
ganaderias, lo cual muchas veces es asociado a una mala nutricion y al estrés

ambiental en el que se desarrollan las actuales explotaciones (Ortiz et al., 2005).

En la ganaderia bovina la meta a alcanzar, es obtener la méxima eficiencia
reproductiva, utilizando diferentes métodos para lograr el éxito en parametros
reproductivos, y aunque existen muchas técnicas y protocolos para el éxito de la
eficiencia reproductiva, la innovacién y aplicacion de nuevas técnicas esta
tomando un papel determinante en la mayoria de explotaciones (Monniaux et al.,
2010).

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

La hormona antimulleriana (AMH), pertenece al factor de crecimiento
transformante beta (TGF-B) un miembro de la super familia de factores de
crecimiento y diferenciacion celular; se dio a conocer en medicina humana, por

su relacion positiva en la fertilidad de las mujeres, asi se despert6 el impetu de



llevar a cabo estudios en la especie bovina para comprobar su similitud
(Ricardez, 2015).

Larson (2014), comprobd que la produccion de AMH esta dado por las células
de Sertoli en bovinos machos y en hembras bovinas por las células de la
granulosa, por su amplia implicacion que tiene sobre estas gonadas promete ser
uno de los marcadores mas Uutiles si no el mas util sobre la fertilidad de los
bovinos y de otras especies, ya que se ha demostrado en diferentes estudios
gue esta glicoproteina carece muy poco de variaciones en lo que va del ciclo en

comparacion con las demas hormonas implicadas.

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).

Se ha determinado que los niveles circulantes de AMH se encuentran asociados
con la poblacion folicular antral (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. (Baruselli et al.,
2015).

Anduaga et al. (2015) han descrito que la AMH podria ser utilizada como
herramienta diagndstica para estimar el potencial reproductivo y dar indicios
sobre el estado de fertilidad de las vacas ya que su valor correlaciona
positivamente con el nimero de ovocitos obtenidos en una aspiracion folicular.
De acuerdo a los antecedentes mencionados se plantea la siguiente

interrogante:

¢Los niveles altos de AMH influirdan positivamente sobre la respuesta
superovulatoria y la produccion de embriones en donadoras Brahman sometidas

a protocolo de superovulacién?



1.2. JUSTIFICACION

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

mejorar la fertilidad del ganado bovino.

Como argumenta Souza et al. (2015), que el descubrimiento y comportamiento
de la AMH puede ser alternativa en la reproduccion bovina, debido a su similitud
de accion en la especie estudiada (humano) y determinar aquellos individuos con
mayor prolificidad. Por esta razén se han motivado estudios en el campo de la

medicina veterinaria sobre el uso de la AMH como marcador de la fertilidad.

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. La raza y estado nutricional del
animal se han descrito como un factor relacionado con la concentracion de AMH,

en este trabajo se utilizaron donadoras de raza Brahman (Mossa et al ., 2013).

Un estudio elaborado por Ribeiro et al. (2013) en vacas de leche intensivo sefialo
gue la determinacion de la AMH durante el ciclo estral de la hembra no se vio
influenciada por la sincronizacion hormonal exégena. Estos datos sefialan la
posibilidad de utilizar la AMH como indicador en explotaciones comerciales

durante cualquier momento del ciclo productivo.

Ribeiro et al. (2014); Jimenez-Krassel et al. (2015), en reportes recientes
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,
informo 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.

El presente trabajo de investigacibn contribuye en las biotecnologias
reproductivas en el ganado bovino, en la actualidad existen pocos datos que
afirmen el uso de la hormona AMH como marcador de un buen trabajo

reproductivo, para Baruselli et al. (2015) 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 niamero de animales

para sacar conclusiones definitivas.



1.3. OBJETIVOS

1.3.1. OBJETIVO GENERAL
Valorar el efecto de los niveles séricos de AMH sobre la respuesta
superovulatoria y la produccién de embriones in vivo en donadoras Brahman

sometidas a protocolo de superovulacion.

1.3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS
Evaluar el efecto de los niveles séricos de AMH sobre el nimero de foliculos

presentes en el recuento folicular.

Valorar el efecto de los niveles séricos de AMH sobre el nUmero de cuerpos

[Uteos.



1.4. HIPOTESIS
Los niveles altos de AMH (256 a 700 pg/mL) en donadoras Brahman se
correlacionan positivamente sobre la respuesta superovulatoria y la produccién

de embriones in vivo.



CAPITULO Il. MARCO TEORICO

2.1. OVULACION

La ovulacion es 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
protegera al ovocito y actuard sobre la mucosa uterina, preparandola para la
implantaciéon en el caso de que exista fecundacion, se denomina entonces

cuerpo lateo (Climent et al., 2012).

La ovulacion tiene lugar unas 30 horas después del inicio del estro, es decir:
después del final del estro comportamental. No obstante, varios factores pueden
afectar al momento de la ovulacion en relacién con el pico de estradiol (signos
maximos del estro). Una funcion litea en peligro debido a deficiencias
metabalicas y a una tasa metabolica excesiva, o los efectos de una temperatura
ambiental alta (estrés térmico), puede dar lugar a un retraso en la ovulacion. Esto
puede dar como resultado un descenso considerable de la fertilidad debido a una

temporizacion incorrecta de la IA (Diskin et al., 2002).

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. DINAMICA FOLICULAR

La dinamica folicular puede definirse como el proceso continuo de crecimiento y
regresion de foliculos antrales que conlleva al desarrollo del foliculo preovulatorio
(Lucy et al., 1992). Por su parte Borges et al. (2001) indican que en hembras
bovinas, la dinamica folicular ocurre en forma de ondas, siendo descritas dos o

tres ondas de crecimiento folicular durante el ciclo estral.



El reclutamiento no es un fendémeno aislado o al azar, al parecer los foliculos al
ser reclutados como grupo o cohorte han recibido anteriormente una sefial que
les permite crecer y desarrollarse en vez de sufrir regresion. La sefal que
estimula el reclutamiento parece ser una ligera elevacion de FSH en plasma
(Fortune, 1994), aungque no se conocen claramente los factores involucrados en
el desarrollo final de los foliculos preovulatorios; pero la ovulacién del primer
foliculo dominante puede inducirse mediante la administracion de un analogo de
GnRH (Goulding et al., 1993)

El final de la fase de seleccion se define, en la vaca, como el momento cuando
un foliculo (dominante) activo estrogénicamente, promueve Su propio

crecimiento e inhibe el crecimiento de otros foliculos (Sunderland et al., 1994).

En los bovinos se producen dos o tres ondas foliculares consecutivas por ciclo
estral. En cada ola se produce el reclutamiento de una cohorte de foliculos de la
reserva ovarica total, y de éstos se selecciona un foliculo dominante que continGa
creciendo y madurando mientras que los demas sufren atresia (Ptaszynska y
Molina, 2007).

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),

seleccioén de un foliculo dominante y atresia u ovulacién del foliculo dominante.

Webb et al. (2004), reporta que, la regulacion de la actividad ovarica es un
proceso integrado que abarca tanto sefiales extraovaricas como factores
intrafoliculares. Demarcando que, el inicio del crecimiento del foliculo primordial
y las etapas tempranas de la foliculogénesis pueden ocurrir sin 0 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.



Gigli et al. (2006), revalidan que la onda folicular se considera como la activacion
y crecimiento simultdneo 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 continlia aumentando
de tamafo, el crecimiento de los restantes foliculos de la cohorte cesa o se hace

lento y estos foliculos subordinados finalmente sufren atresia.

Por otra parte, Sirois y Fortune (1988), reportaron la presencia de dos, tres o
cuatro ondas de crecimiento folicular por ciclo. Cada onda se caracterizo por el
desarrollo de un foliculo grande (dominante) y un ndmero variable de foliculos
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 Nelore 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 bibliograficas 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.

2.4.1. CRECIMIENTO FOLICULAR
Al nacimiento, los ovocitos de las especies mamiferas estan bloqueados en la
fase G2 de la profase de la primera division meiética y tienen que reiniciar y

completar la meiosis y la maduracion para que la fecundacion pueda llevarse a
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cabo. La competencia meiética, es decir, la capacidad de los ovocitos para
reiniciar y completar la meiosis, se adquiere progresivamente durante el
crecimiento folicular y ovocitario y estd asociada a una serie de cambios

nucleares y citoplasmaticos (Albarracin, 2005).

El desarrollo de los foliculos comienza con la formacion de los foliculos
primordiales en la etapa prenatal (en la mayoria de las especies), tras el
nacimiento este proceso se interrumpe, y se reanuda en la pubertad (Geneser,
2005).

Los foliculos primordiales constituyen la reserva de foliculos en reposo, los
cuales seran progresivamente reclutados para desarrollarse o eliminados
durante la vida reproductiva de las hembras. En la mayoria de los mamiferos
antes del nacimiento, las ovogonias, son transformadas en ovocitos primarios,
los que se caracterizan por tener una profase meidtica prolongada. Estos son
rodeados por una capa unica de células somaticas aplanadas denominadas
células foliculares. En esta fase, la superficie del ovocito esta en estrecho
contacto con la de las células foliculares y carece de células de la teca y tejido
conectivo. La capa de células foliculares se apoya sobre una membrana basal

gue forma el limite con el tejido conectivo estromal (Dellmann y Eurell, 1998).

2.3. HORMONA ANTIMULLERIANA
Kawamata (1994) argumenta que la AMH es una glicoproteina que pertenece a
los factores de transformacion beta y la familia del factor de crecimiento, la cual

es producida por células de la granulosa de foliculos en crecimiento sanos.

La hormona AMH es una glicoproteina miembro de la stper familia del factor de
crecimiento transformante beta (TGF-). Ademas de ser producida por las células
de Sertoli en la embriogénesis para la diferenciacion sexual, es producida en las
células de la granulosa que rodean a los foliculos antrales, preantrales y a los
foliculos pequefios, declinando su produccion en los foliculos dominantes.
Desempefia un papel fundamental en la regulacién del reclutamiento folicular y

en el desarrollo de los ovocitos dentro del ovario (Unger y Beraja, 2010).
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Su principal funcién fisiol6gica en el ovario es la inhibicién del reclutamiento de
foliculos primordiales, ademas de reducir la sensibilidad de la FSH de los
foliculos en crecimiento. Con base en ello, su cuantificacidn representa un
avance de gran valor clinico, puesto que su nivel en sangre se ha correlacionado
con el namero de foliculos disponibles y se ha observado que es superior a la
FSH vy a la inhibina B (Hadlow, 2013).

En la actualidad, la AMH es el mejor marcador enddécrino de la reserva folicular
ovarica y de respuesta al tratamiento de estimulacion ovéarica en humanos
(Gaughan et al., 2007); y en el ganado (Fauser et al., 2008). Se ha demostrado
gue las concentraciones de AMH pueden predecir la poblacién folicular y el

namero de ovocitos en vacas y vaquillas (Ireland et al., 2007).

En las mujeres, la AMH se expresa en células de la granulosa que rodean a los
foliculos antrales, preantrales y a los foliculos pequefios, siendo éste su principal
sitio de produccion desde el nacimiento hasta la menopausia. La expresion de
AMH continda en los foliculos en crecimiento y desaparece cuando éstos
alcanzan un tamafo en el que pueden ser seleccionados por la FSH. En los
foliculos atrésicos y en las células de la teca no se observa expresion de AMH
(Godoy et al., 2012).

La AMH se expresa en los foliculos que ya fueron reclutados, pero que aun no
han sido seleccionados para ser dominantes. Esto indica que la AMH jugaria un
rol importante tanto en la regulacién del nimero de foliculos en crecimiento
(inhibiendo el reclutamiento), asi como en su seleccion para ser liberados en la

ovulacion (reduciendo la sensibilidad a la FSH) (Ulloa et al., 2012).

También refieren que si no existiera en la mujer habria un aumento del nimero
de foliculos en crecimiento, lo que agotaria prematuramente la reserva folicular.
Los mecanismos que regulan la expresion de AMH en el ovario siguen siendo
desconocidos, pero la expresion del receptor de AMH en células de la granulosa,

sugiere que puede jugar un papel en la fisiologia ovarica.

Monniaux et al. (2010) reportaron que, en la vaca, la AMH es un muy buen

marcador endocrino de la poblacion de pequefios foliculos antrales que
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constituyen el objetivo directo de los tratamientos de estimulacion ovarica, pese
a que otros factores extrinsecos como la época del afio, pueden alterar

resultados esperados.

Lozano et al. (2010) indican que las temperaturas elevadas provocan estrés
calérico en los animales, lo cual afecta la viabilidad embrionaria y el medio
ambiente materno para el establecimiento de la gestacion, pese a que también
la edad, nutricion y estacion pueden ser otros factores que no favorezcan la

gestacion.

Un estudio realizado por Pefia y Correa (2018), sefiala que los valores
promedios de AMH para las variables de respuesta superovulatoria evaluadas
fueron significativamente mas elevados en vacas donadoras manejadas durante
la época templada, por lo tanto afirma que la AMH puede ser considerada como
un marcador enddcrino  eficiente asociado a las variables de respuesta
superovulatoria cuando las vacas son manejadas durante la época templada o
lluviosa, debido a que se observd un efecto negativo sobre la respuesta

superovulatoria en vacas manejadas durante el verano.

Vales (2016) realiz6é un estudio de  AMH como predictor de fertilidad en vacas
sometidas a tratamientos superovulatorios, al medir las concentraciones séricas
de la AMH en el momento de la inseminacion, donde encontraron que todos los
animales con valores menores a 80 pg/mL tuvieron pocos embriones
transferibles; y todos aquellos animales con valores mayores a 450 pg/mL

tuvieron muy buena cantidad de embriones transferibles.

2.3.1. ESTUDIOS DE AMH EN OTRAS ESPECIES
Se ha demostrado también, que la testosterona es capaz de inhibir la expresion

de la hormona en las células de la granulosa. En un estudio realizado en la
Universidad Austral de Chile, demostraron que en la exposicidn prenatal a un
exceso de testosterona (EPT) en la oveja, traia como consecuencia una
disminucioén en la expresion a nivel de ARN mensajero (ARNm) de la AMH, y del
factor de transcripcion nuclear kappa (NFKB) en los foliculos secundarios, por la
modulacién negativa que tiene la testosterona sobre el gen de la AMH a través
del NFKB (Rojas et al., 2014).
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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 preovulacién. Se describio una inflexién en la curva
de la AMH, que desciende significativamente su concentracion desde el dia 4
pico pre-ovulatorio 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 diagnostico se puede perder en la infancia y la
nifiez, si la atencién es Unicamente enfocada hacia las gonadotropinas y
testosterona. Testiculos pequefios son indicativos de reduccion del nimero de
células de Sertoli. Marcadores de células de Sertoli, como AMH sérica y la
inhibina B, son mas utiles en la evaluacion de la funcion gonadal en comparacion
con la FSH y sin necesidad de pruebas de estimulacion, y orientan el diagnostico
etiologico de hipogonadismo masculino en pacientes pediatricos (Grinspon y
Rey, 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 que 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
conclusiéon que la medicion de AMH, fue un marcador Util para el diagnéstico de

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

Una investigacion realizada en una yegua en Arabia se report6é 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 conclusién que la AMH, inhibina-a, y GATA-4

pueden tener un papel como herramienta de diagndéstico para este tipo de
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tumores que se presentan recurrentemente en esta especie. Entonces estos
marcadores se pueden utilizar como herramienta Gtil de diagndstico, en este tipo

de patologias (Evkuran et al., 2013).

24. PROTOCOLOS MULTIPLE OVULACION Y
TRANSFERENCIA DE EMBRIONES (MOET)

Existen una gran cantidad de protocolos de superovulacién para bovinos, los
cuales pueden variar en tiempo, cantidad de dosis y manejo que se le da a los
animales. Al seguir con las indicaciones de los protocolos se debe tener la mayor
disposicion y responsabilidad, ya que un simple error en cualquier fase del
proceso, afectaria la respuesta al tratamiento hormonal que se esta

suministrando (Orellana y Peralta, 2007).

La técnica de consiste en la estimulacién del ovario de la hembra para que
produzca un mayor numero de oOvulos, para luego de ser fertilizada, ya sea
natural o artificialmente, recuperar los embriones y transferirlos a hembras

receptoras (Rodriguez, 2011).

La induccién de la superovulaciéon se sucede en el diestro entre el dia 8 y 14 del
ciclo mediante la inyeccién de hormonas gonadotropas como la FSH, PMSG/
anti — PMASG o HCG. EIl celo superovulatorio se provoca finalmente con

prostaglandina F2a (Rodriguez, 2011).

La MOET se ha utilizado mucho en ganado bovino, para aumentar el nimero de
animales puros de pedigri, acelerando el progreso genético con animales
superiores por el doble aporte (materno y paterno). A diferencia de la
inseminacion artificial en la que sélo el macho es tenido en cuenta como
herramienta de mejoramiento, en la MOET la hembra juega también un
importante papel (Vallejo et al., 2011).

La produccién de embriones permite incorporar hembras como fuente genética
a multiplicar en los programas de mejoramiento. La técnica permite repetir la
operacion varias veces dentro de una misma estacion, incrementando el nUmero

de corderos o terneros de una misma donante (Batista et al., 2011).
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Los conocimientos actuales sefialan que la tasa de ovulacion viene claramente
definida por el niumero de foliculos que se desarrollan y alcanzan el estado que
les capacita para ovular tras el tratamiento y viene determinada tanto por las
relaciones entre distintas hormonas del eje enddcrino hipdfisis-ovario que
presentan efecto estimulante (FSH-LH) o inhibidor (estrégenos, inhibina) sobre
el crecimiento de los foliculos ovaricos, como por las relaciones intraovaricas

entre ellos, autdcrinas y paracrinas (Batista et al., 2011).

2.6.1. SELECCION DE VACAS DONANTES

La aptitud de un animal como donante para la transferencia de embriones se
determina por su valor genético y su capacidad para lograr un alto nivel de
resultado. Estos pueden ser 6ptimos si se puede seleccionar un animal que ya
ha ofrecido buenos resultados en la transferencia. Se debe tener en cuenta que
un tercio de las vacas donadoras no producen embriones transferibles (Salinas,
2011).

Reyes (2010) indica que la seleccién de donadoras es muy importante, ya que
de ello depende el éxito de obtener un mejoramiento genético, sin embargo es
muy importante hacer una rigurosa seleccion para tener la facultad de dar un
buen numero de embriones viables. Es por esto que la medida de las
posibilidades en la preseleccion de las futuras donantes para un programa de
TE, debera ser sistematica y muy estricta en lo que concierne a calidad y estado

fisiologico con el fin de asegurar respuestas ovaricas altas y estables.

Como donadoras son validas todas aquellas vacas adultas que no presenten
ningun problema de tipo ginecoldgico. En Ultima instancia se puede incluir en la
transferencia de embriones animales que poseen, como minimo, las condiciones
anatomico-fisiologicas requeridas, esto es, deben presentar ciclos regulares y

posibilitar la palpacion rectal (Reyes, 2010).

Salinas (2011), ha sugerido que en la seleccion de las donadoras se utilicen los
criterios siguientes: Haber presentado ciclos regulares desde temprana edad, no
requerir mas de dos servicios por concepcion, no presentar defectos de
conformacion o genéticos detectables, tener de 3 a 10 afios de edad, debe tener

un promedio de dia entre calores entre 17 y 24 dias, no deben existir alteraciones
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en su aparato reproductor (quistes, adherencias, infecciones, etc.) y las vacas
deben ser de alto valor genético, deben ser animales libres de parésitos internos

y externos y por ultimo una condicion corporal de 3 a 3,5 en escala del 1 al 5.

2.7.1. CLASIFICACION DE EMBRIONES POR ESTADIO Y CALIDAD
Bo6 et al. (2011) han descrito que uno de los factores mas importantes asociados
con el éxito y la aplicacion de la transferencia de embriones es la evaluacion de

los embriones antes de ser congelados y/o transferidos a una receptora.

Con el objetivo de facilitar la elecciobn sobre qué embriones deben ser
transferidos, congelados o exportados existe un sistema de codificaciéon
estandarizado creado por la International Embryo Transfer Societ (IETS)

(Stringfellow y Seidel, 1990) que se describe brevemente a continuacion:

Mérula (Estadio 3): Una masa de al menos 16 células. Los blastbmeros
individuales son dificiles de discernir unos de otros. La masa celular del embrién

ocupa la mayor parte del espacio perivitelino.

Mérula compacta (Estadio 4): Los blastomeros individuales se han unido,
formando una masa. La masa embrionaria ocupa del 60 al 70% del espacio

perivitelino.

Blastocisto temprano (Estadio 5): El embrién ha formado una cavidad llena de
liquido o blastocele y adquiere una apariencia general de un anillo de sello. El
embrién ocupa el 70 a 80% del espacio perivitelino. En esta etapa la calidad del
embridn puede ser cuestionable porque es dificil diferenciar la masa celular

interna de las células trofoblasticas.

Blastocisto (Estadio 6): Diferenciacion pronunciada de la capa trofoblastica
externa y de la capa celular interna (mas oscura). El blastocele es altamente
prominente, con el embrion ocupando la mayor parte del espacio perivitelino. En
esta etapa del desarrollo es posible la diferenciacion visual entre el trofoblasto y

la masa celular interna.
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Blastocisto expandido (Estadio 7): El diametro del embrién aumenta hasta un
150%, con un adelgazamiento de la zona pellcida a aproximadamente un tercio

de su espesor original.

Blastocisto eclosionado (Estadio 8): En esta etapa la masa celular puede estar
en proceso de eclosion o estar completamente fuera de la zona pellcida. La
identificacién durante esta etapa puede ser dificil y requiere de un operador

experto.

Blastocisto eclosionado expandido (Estadio 9).

Ademas los cddigos para la calidad del embrién son numéricos (1 a 4) y se basan
en la integridad morfolégica de los embriones. A continuacion se presenta la

clasificacion propuesta por (Stringfellow y Seidel, 1990):

Grado 1. Excelente o Bueno: Tienen una masa simétrica y esférica con
blastbmeros que son uniformes en tamafio, color y densidad. Este embridn es
consistente con la etapa de desarrollo esperada. Las irregularidades deben ser
minimas, y al menos el 85% del material celular debe estar intacto, viable. La
zona pellcida debe ser lisa y no tener concavidades o superficies planas que
puedan causar que el embrién se adhiera a una placa de Petri 0 una pajuela.
Estos embriones sobreviven bien a la congelacion/ descongelacion y se

recomiendan para el comercio internacional.

Grado 2. Regulares: Tienen irregularidades en la forma general de la masa
embrionaria o en el tamafio y color de las células individuales. Al menos el 50%
de la masa embrionaria debe estar intacta. La supervivencia de estos embriones
al procedimiento de congelacion/ descongelacion es inferior al grado 1, pero las
tasas de prefiez son adecuadas si los embriones son transferidos en fresco a las

receptoras.

Grado 3. Pobre: Tienen irregularidades en la forma de la masa embrionaria o en
el tamanio, color y densidad de las células individuales. Al menos el 25% de la

masa del embrion debe estar intacta. Estos embriones no sobreviven al
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procedimiento congelacion/ descongelacion y las tasas de prefiez son inferiores

en la transferencia en fresco.

Grado 4. Estos podrian ser embriones, ovocitos o células embrionarias. No son

viables y deben ser desechados.



CAPITULO Ill. DESARROLLO METODOLOGICO
3.1. UBICACION

El presente trabajo fue realizado en la Hacienda Aura Germania del cantén
Pajan, que posee una dimensién de 1.088,23 km2, se encuentra en las
coordenadas 01 °, 33’y 0” de latitud Sur y 80 °, 25’ 60” de longitud Oeste; a 110

metros sobre el nivel del mar, en la provincia de Manabi. Fuente: (INEC, 2017).

3.2. CONDICIONES CLIMATICAS

La temperatura media anual de sitio de la investigacion es de 24 °C promedio,
con precipitaciones medias anuales de entre 1000 y 2000 mm/afio y humedad
relativa anual 87 %. Se caracteriza por ser un clima tropical y fresco, con
marcada diferencia entre la época seca y la época lluviosa. Es importante

recalcar que esta tesis fue efectuada en la época lluviosa. Fuente: (INEC, 2017).

3.3. DURACION DEL TRABAJO
La investigacion tuvo una duracién de 4 meses, inicio el dia 4 de enero de 2018

y culmino el dia 7 de abril de 2018.

3.4. FACTOR (ES) EN ESTUDIO

Niveles séricos de AMH en donadoras Brahman.

3.5. UNIDAD EXPERIMENTAL

Las unidades en estudio fueron 10 hembras bovinas de la raza Brahman.
3.6. VARIABLES EN ESTUDIO

3.6.1. VARIABLE INDEPENDIENTE

Niveles de hormona Antimulleriana (pg/mL).

3.6.2. VARIABLES DEPENDIENTES

Total de foliculos presente en el recuento folicular (niGmero)
Total de cuerpos lateos (nUmero)

Total de foliculos anovulatorios (nimero)

Total de estructuras ovaricas (nimero)
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Total de embriones (nUmero)
Total de embriones degenerados (nimero)

Total de ovocitos infertilizados (nimero)

3.7. ANALISIS ESTADISTICO

Todos los datos fueron analizados con el software estadistico Statistix 8.0,
ademas se efectuaron analisis de correlacion de Pearson de las variables bajo
estudio (niveles de AMH, total de foliculos presentes en el recuento folicular, total
de cuerpos luteos, total de foliculos anovulatorios, total de estructuras ovaricas
y total de embriones), y para las medias se procedié a analizarlas por medio
de la prueba T- Student (0,05%). Para conocer la significancia probabilistica de
los distintos factores en estudio, luego se realizé el analisis de regresion para un
estudio de relaciones funcionales. Los niveles de AMH fueron divididos en
rangos de 100 a 255 y 256 a 700 picogramos/mililitro (pg/mL) para efectuar un
analisis mas profundo entre las variables. Los resultados se presentaron en

cuadros y graficos usando Microsoft Word.

3.8. PROCEDIMIENTO

Se eligi6 donadoras que poseian caracteristicas genéticas superiores
(determinaciéon mediante la revisidon de los registros de cada una) y condicion
corporal (CC) de 2,75 a 3 (escala del 1 al 5; donde 1 es emaciada y 5 gorda) por

determinacion visual de un solo operador.

Luego del procedimiento antes sefalado, se tomaron las muestras de sangre
(4mL) obtenidas por puncion de la yugular, para ello se emple6 tubos al vacio
con heparina de sodio (BD Vacutainer® NH; Becton Dickinson and Co., USA).

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 efectudé con el uso de kits de
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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.

Luego se realizé ultrasonografia con transductor lineal con 7,5 MHz y en modo
B (Mindray DP50VET®, Shenzhen, China) a las donadoras seleccionadas en 4
momentos al azar del ciclo estral, y se cont6 el nimero de foliculos presentes en
cada una de las ultrasonografias. Por ultimo se procedio a aplicar los respectivos

protocolos de superovulacion:

En el Dia 0 todas las hembras recibieron un dispositivo de silicona inerte
impregnado con 0,5 g de progesterona natural de liberacion controlada para un
solo uso (DIB® 0.5 Zoetis; Argentina) en vaquillas y dispositivo de 1g en vacas
(DIB 1gr; Zoetis). Ademas, todas fueron tratadas por Unica vez con 2,5 mL de
benzoato de estradiol (1mg/1mL; Gonadiol Zoetis) via i.m, también se aplicé una
dosis Unica 50mg que equivali6 a 2mL de progesterona (25mg/mL Gestavec

Vecol; Colombia).

Posteriormente entre los dias 4, 5, 6 y 7 se aplicé un total de 5 mL de (Pluset®
Calier; Argentina) en las vaquillas, equivalente a 250Ul de FSH y LH, distribuido
en dosis decrecientes dos veces al dia (6HOO0 y 18H00) como protocolo
superovulatorio, 50, 50, 25, 25, 25, 25, 25,y 25 Ul de FSH y LH por vez, lo cual
equivalio a (1.0, 1.0, 0.5, 0.5, 0.5, 0.5, 0.5, y 0.5 mL de pluset) via i.m.

De manera similar en las vacas se aplicd un total de 7 mL de (Pluset Calier),
equivalente a 350Ul de FSH y LH, distribuido en dosis decrecientes dos veces al
dia (6HO0 y 18H00), fueron 75, 75, 50, 50, 25, 25, 25, y 25 Ul de FSH y LH por
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vez, lo cual equivalié a (1.5, 1.5, 1.0, 1.0, 0.5, 0.5, 0.5, y 0.5 mL de pluset) via
i.m; el dia 7 a todas las hembras se les aplicé 0.5 mg de cloprostenol via i.m.,
analogo sintético de prostaglandina (PGF2a, 2 mL de Sincrocio Ourofino; Brasil)
por la mafiana y por la tarde (6HOO y 18H00), ademas se retiraron los
dispositivos DIB por la tarde.

La primera inseminacion artificial (1A) se realizé a todas las donadoras a las 48
horas después de la primera aplicacion de PGF2a, ademas se aplicé una dosis
(100ug que equivalié a 2mL) de GnRH (Ovarelin CEVA SANTE; Francia) y la
segunda IA se la realiz6 24 horas después (Anexo 18-A, 18-B).

El lavado uterino de las donantes se realizo 7 dias después de la inseminacion
artificial. Todos los materiales utilizados fueron estériles, primero se colocé a la
vaca donante en una manga, se rasurd y lavo la base de la cola y la vulva, se
aplicé 2 mL de anestesia epidural (lidocaina al 2%) para inmovilizar la cola del

animal y evitar las contracciones rectales.

Luego se realizé ultrasonografia con transductor lineal con 7,5 MHz y en modo
B (Mindray DP50VET®, Shenzhen, China) para determinar el nUmero de cuerpos

luteos y de foliculos anovulatorios antes de la cateterizacion de la donante.

Posteriormente se procedid a realizar la colecta de embriones utilizando la
técnica de circuito abierto con flujo discontinuo, mediante la cual se introdujo la
mano por el recto para la manipulacién del cérvix y de los cuernos uterinos, luego
se procedid a introducir un mandril cubierto por un catéter flexible de dos vias
armado a partir una sonda (Bioniche Animal Healt Inc., Pullman, WA, USA),
calibre 20 para las vacas y calibre 16 para las vaquillas, previamente esterilizado

con alcohol y luego pasado por PBS.

Una vez introducida la sonda Bioniche Animal Healt junto con el mandril, se llevo
la sonda hasta uno de los cuernos, los mas profundo que se pudo pero sin
lastimar el tracto, una vez ubicado se inyectd con aire por la via que se dirige
hacia el balon del catéter con 8 - 15 mL aproximadamente, de esta manera quedo
fijada la sonda al cuerno, se extrajo el mandril y se procedié con inyecciones

cargadas de medio buffer fosfato salino (PBS) con voliumenes entre 20 mL a 50
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mL por cada inyeccién (10 — 12 inyecciones) hasta completar aproximadamente

500 mL por cada cuerno.

Por otra parte mientras se inyectaba el PBS con la mano que se encontraba en
el recto se controlaba el llenado del cuerno, una vez lleno se procedié a masajear
la porcion del cuerno llenada para luego extraer el volumen inyectado; y
depositarlo en los filtro para embriones (Filtro Em-Con ™; INCOLamerica,
Colombia) este proceso se repiti6 de manera similar en el otro cuerno uterino,
finalmente después de que se lavé ambos cuernos, se aplicé una dosis de
prostaglandina (PGF2a, 2 mL de Sincrocio Ourofino) a todas las donadoras.

Después de recuperado el medio de lavado los embriones fueron aislados del
volumen total mediante métodos de filtracion y drenaje (Filtro Em-Con ™,;
INCOLamerica, Colombia), para poder realizar su evaluacién morfologica y
determinar su utilizacién posterior en un microscopio de contraste de fase. Se
utilizé medio holding de mantenimiento (Vigro Holding Plus, Bioniche Animal
Health, Inc., Pullman, WA, USA).

Los embriones fueron catalogados tomando de referencia ala IETS y de acuerdo
a su estadio de desarrollo, nombrandoles del 1 (estadio de una célula) al 9
(estadio de blastocito eclosionado), y segun su calidad (1 a 4): excelente o

bueno, regular, pobre, malo o no transferible. (Anexo 17-A, 17-B).

3.9. OBTENCION DE LAS VARIABLES

Total de foliculos presente en el recuento folicular (RF): fueron determinados
mediante ultrasonografia, en 4 momentos distintos del ciclo estral, fueron
determinados al azar.

Total de cuerpos lateos totales (CLT): Fueron determinas por ultrasonografia
antes de realizar la cateterizacion de la donante, como predictores de las

estructuras ovarios embrionarios.

Total de foliculos anovulatorios (FA): Los foliculos anovulatorios fueron

determinada por ultrasonografia antes de la cateterizacién de la donante.
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Total estructuras ovaricas (EO): Fue determinada mediante la observacion en el
microscopio, ademas para la determinacion de embriones aptos para ser
transferidos se observaron caracteristicas como: compactacion de las células,
regularidad de la forma del embridn, variacion en el tamafio de las células, color
y textura de citoplasma, presencia de vesiculas, células extruidas y diametro y

regularidad de la zona pelucida. Se utilizé la clasificacién propuesta por IETS.

Grado 1: Excelente o bueno (> 85% de integridad morfologica)

Grado 2: Regular (> 50% de integridad morfologica)

Grado 3: Pobre (> 25% de integridad morfoldgica)

Grado 4: Estos podrian ser embriones, ovocitos o células embrionarias. No son

viables y deben ser desechados.

Durante el estudio se consideré embriones aptos para ser transferidos a aquellos

que contaban con grado 1y 2.



CAPITULO IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. ANALISIS DE CORRELACION DE LAS VARIABLES

A partir de los resultados obtenidos en esta investigacion, se rechaza la hipotesis
planteada, porque no existe correlacion entre los niveles de AMH y los embriones
transferibles que se obtuvieron en donadoras Brahman sometidas a protocolo de

superovulacion.

Aunque en el Cuadro 4.1 se muestra el andlisis de correlacion de Pearson entre
las variables estudiadas, se evidencia que existe correlacion por la prueba de t
a 5% de probabilidad entre los niveles de AMH, con el total de foliculos presente

en el recuento folicular (P=0.06).

Otra correlacion positiva fue observada con las variables total de estructuras
ovaricas y total de embriones (P=0.007), ademas de cuerpos luteos y total de
embriones (P=0.015), asi mismo los ovocitos infertilizados muestran una

correlacion con el total de embriones (P=0.016) (Cuadro 4.1)
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Cuadro 4. 1. Coeficientes de correlacién de Pearson para las variables total de foliculos presente en el recuento folicular, total de estructuras ovéricas, total de embriones, cuerpos liteos, y
ovocitos infertilizados.

AMH(pg/mL) Total de Total de Total de Total de Total de foliculos Total de Total de foliculos
estructuras embriones embriones ovocitos presente en el cuerpos anovulatorios
ovaricas degenerados infertilizados recuento folicular luteos
AMH (pg/mL) 100000 026065  -0.11658 000441 034935 060004  -0.37695 028619
0.4670 0.7484 0.7953 0.3224 0.0667 0.2829 0.4228
Total ie éeifa”sct"’as 0.26065 1.00000 0.77932 -0.38034 0.94836 0.26728 0.58245 -0.05264
vari
(EO) 0.4670 0.0079 0.2783 <.0001 0.4553 0.0773 0.8852
Total de( %'E';bm"es -0.11658 0.77932 1,00000 -0.59056 0.72821 -0.11098 0.73624 0.00791
0.7484 0.0079 0.0722 0.0169 0.7602 0.0152 0.9827
Total de embriones -0.09441 -0.38034 -0.59056 1,00000 -0.60495 -0.00897 -0.54676 0.39487
degenerados
(ED) 0.7953 0.2783 0.0722 0.0639 0.9804 0.1019 0.2588
Total de ovocitos 0.34935 0.94836 0.72821 -0.60495 1,00000 0.32054 0.58977 -0.21484
infertilizados
(01) 0.3224 <.0001 0.0169 0.0639 0.3665 0.0727 0.5511
Total de foliculos 0.60004 0.26728 -0.11098 -0.00897 0.32054 1.00000 -0.35281 0.09694
presente en el
recuento folicular 0.0667 0.4553 0.7602 0.9804 0.3665 0.3173 0.7899
(TRF)
T°*|a,'tde °(”g[l)°°s -0.37695 0.58245 0.73624 -0.54676 0.58977 -0.35281 1,00000 -0.33915
uteos
0.2829 0.0773 0.0152 0.1019 0.0727 0.3173 0.3377
Total de foliculos -0.28619 -0.05264 0.00791 0.39487 -0.21484 0.09694 -0.33915 1.00000

anovulatorios (FA)
0.4228 0.8852 0.9827 0.2588 0.5511 0.7899 0.3377
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Esta respuesta de relacion estructural entre las variables correlacionadas explica
la influencia del nivel de AMH sobre la produccion de foliculos. Estos resultados
concuerdan con los hallazgos de Benyei et al. (2003), quienes encontraron que
las concentraciones de AMH estan correlacionadas con el recuento de foliculos
antrales del ovario, Asi mismo, Center et al. (2018) también encontraron

correlaciones positivas entre la AMH y el nUmero de foliculos.

De igual forma Pefia y Correa (2018) resaltan la alta correlacion entre la
concentracion de AMH y la cantidad de foliculos producidos por las vacas
donadoras, lo cual indica que entre mas elevados sean los niveles séricos de

AMH, mayor sera la respuesta folicular obtenida en la vaca donadora.

4.2. INFLUENCIA DE LOS RANGOS DE AMH

4.2.1. VARIABLE TOTAL DE FOLICULOS PRESENTES EN EL RECUENTO
FOLICULAR.

El cuadro 4.2. (Anexo 1), se evidencia que existieron diferencias significativas
entre los rangos (p <0,05), esto indica que entre mayor sean los niveles séricos

de AMH, mayor seréa el nimero de foliculos presentes en las vacas donadoras.

Cuadro 4.2. Total de foliculos presentes en el recuento folicular

Variable

Rangos Total de foliculos_ presentes en el P valor
recuento folicular % (EE)

100 a 255 (pg/mL) 49,80 + (7,94)
256 a 700 (pg/mL) 87,20 + (9,30)

0,0031

Las medias difieren significativamente (P<0,05).

Los resultados mostrados se sustentan con base a varios estudios que afirman
gue altos niveles de esta hormona se veran reflejados en una mejor respuesta
folicular en el animal. Un andlisis realizado en ganado bovino por Ireland et al.
(2007), muestra que las concentraciones de AMH fueron aproximadamente 6 y
2 veces mayores en animales con un recuento de foliculos antrales altos o

intermedios, respectivamente, en comparacion con los de baja concentracion.
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De igual forma Pefia y Correa (2018) destacan la alta correlacion entre la
concentracion de AMH y la cantidad de foliculos producidos por las vacas
donadoras, lo cual indica que entre mas elevados sean los niveles séricos de

AMH, mayor sera la respuesta folicular obtenida en la vaca donadora.

4.2.2. VARIABLE DE CUERPOS LUTEOS TOTALES.

En el cuadro 4.3. (Anexo 2) los resultados rechazan la hipétesis, no se obtuvo
diferencia significativa entre los rangos para la variable total cuerpos luteos, sin
embargo, numéricamente el rango 1 fue superior con un promedio de 10,40 a

diferencia del rango 2 que tuvo un promedio de 8.40.

Cuadro 4.3. Total de cuerpos llteos.

Variable
Rangos Total de cuerpos luteos * (EE) P valor
100 a 255 (pg/mL) 10,40 £ (1,29)
256 a 700 (pg/mL) 8,40 + (3,54) 0.6636

Las medias no difirieron significativamente (P>0,05)

Estos datos son superiores a los obtenidos por Salinas (2013) que al comparar
dos tratamientos superovulatorios en 20 vacas Holstein Friesian en la provincia
de Chimborazo, T1 8FSH (total FSH 360mg; Folltropin-V) + eCG 400 Ul'y T2
8FSH (total FSH 360mg; Folltropin-V) sin eCG; encontraron que para el grupo
de vacas tratadas con eCG+ FSH existio un promedio de cuerpos luteos totales
de (6.2 £ 2.80) y para el grupo de vacas tratadas solo con FSH 8.2 + 3.16
(p>0,05).

Ademas, son inferiores a los obtenidos por Gonzalez y Mendoza (2017) en su
investigacion de sobre dos protocolos de superovulacion y su efecto en donantes
de embriones en vacas mestizas de leche en el trépico, en cuanto al total de
cuerpos luteos numéricamente fue superior el tratamiento 2 con una media de

14.60 £ 2.4 en relacion al tratamiento 1 que obtuvo 13.40 + 2.4.
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4.2.3. VARIABLE TOTAL DE FOLICULOS ANOVULATORIOS.

En el cuadro 4.4. (Anexo 2), se puede apreciar que no se encontraron diferencias
significativas entre los rangos para las variables foliculos anovulatorios, a pesar
de esto numéricamente en el rango 1 se obtuvo una media de 4,20 que es

superior en relacion al rango 2 en el que el promedio obtenido fue 3,60.

Cuadro 4.4. Total de Foliculos anovulatorios.

Variable
Rangos Total de Foliculos anovulatorios. P valor
(EE)
100 a 255 (pg/mL) 4,20 £(0,97)
256 a 700 (pg/mL) 3,60 % (2,06) 0.8448

Las medias no difirieron significativamente (P>0,05)

Estos resultados son superiores a los obtenidos por Salinas (2013), en el
tratamiento con eCG se obtuvo un promedio 1 + 1,33 foliculos que no pudieron
ovular y al contrastar con los FA obtenidos en el tratamiento sin esta hormona

en un promedio de 1,8 £ 1,79.

Estos datos son inferiores a los reportados por Gordillo (2015) al realizar el
analisis estadistico de las variables foliculo anovulatorio obtuvo que la cantidad
de foliculos anovulatorio totales tuvo un promedio de 7,70 £ 0,59. Al comparar
con los datos de Baruselli et al. (2006), quienes evaluaron el efecto de retrasar
la ovulacion en donantes Nelores (Bos indicus) al utilizar un tratamiento con LH

después de 12 a 24h de la ultima dosis de Folltropin-V, obtuvieron 12.5 + 1.5.

4.2.4. VARIABLE ESTRUCTURAS OVARICAS.

En el Cuadro 4.5. (Anexos 4, 5, 6 y 7), se observa que no hubo diferencia
significativa entre los rangos para las variables estructuras ovaricas, total de
embriones, embriones degenerados y ovocitos infertilizados, sin embargo,
numéricamente en el rango 2 se obtuvo mayor cantidad de estructuras ovaricas

con una media de 12,20 en comparacién del rango 1 que se obtuvo 10,00.
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Con lo que respecta al total de embriones, en el rango 1 se obtuvo una media de
1,60 que es superior en relacion al rango 2 en el que el promedio obtenido fue
1,20. En los embriones degenerados en el rango 1 se obtuvo una media de 1,20

gue es inferior en relacion al rango 2 en el que el promedio obtenido fue 1,60.

Ademas, en los ovocitos infertilizados en el rango 1 se obtuvo una media de 7,20
gue es inferior en relacién al rango 2 en el que el promedio obtenido fue 10,00 lo
que demuestra que a pesar de que presentan mayores estructuras ovaricas se

obtuvo un mayor nimero de ovocitos infertilizados.

Cuadro 4.5.Estructuras ovaricas.

Variables
Total de
Rangos estructuras Total de Total Embriones Total de ovocitos
ovaricas.t embriones.* (EE) degenerados.t (EE) infertilizados.+ (EE)
(EE)

100 a 255 10,00 % (1,38) 1,60 £ (0,51) 1,20 + (0,57) 7,20 £ (1,85)
(pg/mL)
256 a 700

(pg/mL) 12,80 £ (3,14) 1,20 £ (0,57) 1,60 £ (0,93) 10,00 % (2,66)

P valor 0.4330 0.5870 0.7780 0.3947

Las medias no difirieron significativamente (P>0,05)

Estos datos son inferiores a los encontrados por Callejas (2001) obteniendo 6,3
+ 0,7 embriones recuperados pos-colecta, pese a que el nUmero de cuerpos
liteos fueron totalmente superior, 10 que hace pensar que probablemente el
semen utilizado en las donadoras fue de mala calidad ya que existié una cantidad
alta de ovocitos infertilizados (7,20 = (1,85) en el rango de 100 a 255 pg/mL) y
(10,00 + (2,66) en el rango de 256 a 700 pg/mL).

Estos resultados coinciden parcialmente con los obtenidos en el trabajo
experimental realizado por Monniaux et al. (2010), en el cual estos autores
observaron que habia una correlacién positiva entre la concentraciéon de AMH de
las vacas donadoras y el namero de embriones obtenidos por vaca. La
asignacion de las vacas donadoras a diferentes grupos segun la concentracion

de AMH puso en evidencia que las vacas con concentraciones plasmaticas de
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AMH entre 100 a 200 pg/mL y mayores a 200 pg/mL produjeron mayor cantidad
de embriones transferibles que las vacas con valores menores a 100 pg/mL de
AMH.

En otro estudio realizado por Guerreiro et al. (2014), las donadoras clasificadas
con niveles altos de AMH produjeron un namero significativamente mayor de
embriones (Holstein: 3,0; Nelore: 7,0) en comparacién con aquellas de bajos
niveles de AMH (Holstein: 1,2; Nelore: 2,2).

Son inferiores a los obtenidos por Zanenga et al. (2003) donde el nimero de
embriones degenerados obtenido en vacas Brahman es similar en vacas Nelore
con un promedio de 4.8, sin embargo, Martins et al. (2005) reportaron un

promedio inferior (0.7 embriones degenerados por donadora), en vacas Nelore.

Vieira et al. (2014) en su investigacion encontrd un efecto negativo de la estacion
célida que reducia el niumero de embriones producidos in vivo (embriones
producidos 2,8 + 0,3 vs. 44 + 0,4; P = 0,03) y el porcentaje de embriones
clasificados como de grado | y Il (21.4 vs. 32.8%, P <0,0001).

4.25. TOTAL DE EMBRIONES EN VACAS Y VAQUILLAS.

En el cuadro 4.6. (Anexo 8), se puede observar que no se encontraron
diferencias estadisticas del total de embriones entre vacas y vaquillas, a pesar
de esto las vaquillas obtuvieron una media de 1,60 que es superior en relacion a
las vacas en el que el promedio obtenido fue 1,25.

Cuadro 4.6. Total embriones en vacas y vaquillas.

Indicador
Total embriones en vacas y vaquillas P valor
Grupo X (EE)
Vacas 1,25 £ (0,75)
Vaquillas 1,60 + (0,93) 0.6672

Las medias no difirieron significativamente (P>0,05)
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Al respecto Becaluba (2007), sefiala que el efecto que tiene la edad de la
donante sobre la respuesta superovulatoria ha sido muy estudiado en ganado
lechero, obteniendo un numero mayor de embriones transferibles en las
donadoras de 3 a 6 afios que en las vaquillas 2 afios y las vacas mayores de 10
afnos; sin embargo, Moreno (2004), reporta que las vacas donadoras responden

con mayor facilidad a los tratamientos de superovulacion cuando estan jovenes.

4.3. ANALISIS DE REGRESION

El analisis de regresion entre los niveles de AMH y el niumero total de foliculos
(Gréfico 4.1) mostro diferencias significativas, con presencia de un ajuste

cuadratico.

Este comportamiento indica que ocurre incremento de la produccién de foliculos
en la medida que aumentan los niveles de AMH, alcanzando el maximo valor
cuando el nivel de la hormona se ubica alrededor de 307,9 pg/mL; a partir de ese

nivel hormonal ocurre el descenso en la formaciéon de foliculos.

S =22.63720078
r=0.66870050

RF
3
%
P I T T T T T T T T T T Y O

N ———— 77— —
ks 91.3 199.6 307.9 416.3 524.5 632.8 741.1

AMH

Grafico 4. 1.Curva del nimero total de foliculos en funcion de los niveles de AMH. RF en eje de las Y en funcion de
AMH en el eje X.

De manera similar, cuando se realizé el analisis de regresion para establecer
relaciones entre los niveles de AMH y el nUmero de cuerpos liteos, se encontro
un ajuste cuadratico con un coeficiente de regresion de 0,53 el cual resulté

mediadamente significativo al 5% de probabilidad.
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Se observa en el grafico 4.2 que el nimero de cuerpos liteos aumentan
regularmente hasta cuando el nivel de AMH es de aproximadamente de 280,0
pg/mL y alcanza el maximo valor en el momento en que el nivel de la hormona
se ubica alrededor de 360,0 pg/mL; a partir de ese nivel hormonal ocurre el

descenso abrupto en la formacién cuerpos lateos.

S =5.49905110
r=0.53008363

CL

06‘0 +—— — T T — T T T T T T T T T T T T T T
91.3 1913 291.4 391.4 491.4 591.4 691.4

AMH

Gréfico 4. 2 Curva del total de cuerpos luteos en funcion de los niveles de AMH. CL en eje de las Y en funcién de
AMH en el eje X.

Investigaciones de Pefia y Correa (2018) mostraron que el nivel de AMH resulto
ser un predictor del nimero de foliculos, cuerpos liteos y embriones
recolectados en respuesta a la superovulacion, lo que permite estimar que por
cada 1,000 pg/mL de AMH en sangre muestran incrementos en el numero de
foliculos, cuerpos luteos y embriones recolectados de 5,08; 2,52 y 1,42,
respectivamente lo cual coincide con lo reportado por Ireland et al. (2007),

quienes postulan a la AMH como un predictor de la reserva folicular ovarica.

Batista et al. (2014) informaron que las vaquillas Bos indicus tenian mayor AMH
circulante que las vaquillas Bos taurus (930 vs. 300 pg/mL); por otro lado, Ribeiro
et al. (2014) encontraron que las vacas mestizas Jersey y Holstein x Jersey
tenian mayores concentraciones plasmaticas de AMH que las vacas Holstein
(337 y 298 vs. 264 pg/mL) y que las vacas segunda y tercera lactancia

(independientemente de la raza) tenian AMH plasméatica mas alta que las de
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lactacion (342 y 328 frente a 257 y 273 pg/mL,



CAPITULO V. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
5.1. CONCLUSIONES

Las donadoras con niveles séricos de AMH en el rango alto (256 a 700pg/mL),
reportaron el mayor numero de foliculos presentes en el recuento folicular, sin
embargo esto no se correlacioné con el nUmero de embriones aptos para ser

transferidos.

Los niveles séricos de AMH no demostraron influencia sobre el nimero de

cuerpos luteos en donadoras Brahman.

Los niveles de AMH no influyen en la produccion de embriones transferibles que
se obtuvieron en las donadoras Brahman sometidas a protocolo de

superovulacion.

5.2. RECOMENDACIONES
Considerar la época del afio al momento de efectuar futuras investigaciones
sobre la relacion entre los niveles de AMH, la respuesta superovulatoria y la

produccion de embriones in vivo.

Realizar futuros estudios a donadoras con niveles séricos de AMH por encima
de 200 pg/mL para aspiracion folicular y fecundacion in vitro y su correlacion con

la produccién de embriones.
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ANEXO 1. Prueba de T para la variable total de recuento folicular

Statistix 8.0 18/10/2018,
14:21:39

Paired T Test for ALTA - BAJA

Null Hypothesis: difference = 0
Alternative Hyp: difference <> 0

Mean 40.000
Std Error 6.2690
Mean - HO 40.000
Lower 95% CI 22.595
Upper 95% CI 57.405
T 6.38
DF 4
P 0.0031

ANEXO 2. Prueba de T para la variable total de cuerpos luteos

Statistix 8.0 18/10/2018,
14:30:19

Paired T Test for ALTA - BAJA

Null Hypothesis: difference = 0
Alternative Hyp: difference <> 0

Mean -2.0000
Std Error 4.2661
Mean - HO -2.0000
Lower 95% CI -13.845
Upper 95% CI 9.8447
T -0.47
DF 4

p 0.6636
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ANEXO 3. Prueba de T para la variable total de foliculos anovulatorios.

Statistix 8.0

14:31:46

Paired T Test for ALTA - BAJA

Null Hypothesis:
Alternative Hyp: difference <> 0

Mean

Std Error
Mean - HO
Lower 95%
Upper 95%
T

DF

P

Cases Included 5

CI
CI

difference = 0

-0.6000
2.8740
-0.6000
-8.5796
7.3796
-0.21

4
0.8448

Missing Cases 0

18/10/2018,

ANEXO 4. Prueba de T para la variable total de estructuras ovaricas

Paired T Test for alta - baja

Null Hypothesis:
Alternative Hyp: difference <> 0

Mean

Std Error
Mean - HO
Lower 95%
Upper 95%
T

DF

P

Cases Included 5

CI
CI

difference = 0

2.8000
3.2156
2.8000
-6.1279
11.728
0.87

4
0.4330

Missing Cases 0



ANEXO 5. Prueba de T para la variable total de embriones.

Statistix 8.0

14:13:47

Paired T Test for alta - baja

Null Hypothesis:
Alternative Hyp: difference <> 0

Mean

Std Error
Mean - HO
Lower 95%
Upper 95%
T

DF

P

Cases Included 5

CI
CI

difference = 0

-0.4000
0.6782
-0.4000
-2.2831
1.4831
-0.59

4
0.5870

Missing Cases 0

45

18/10/2018,

ANEXO 6. Prueba de T para la variable total de embriones degenerados.

Statistix 8.0

14:16:42

Paired T Test for ALTA - BAJA

Null Hypothesis:
Alternative Hyp: difference <> 0

Mean

Std Error
Mean - HO
Lower 95%
Upper 95%
T

DF

P

Cases Included 5

CI
CI

difference = 0

.4000
.3266
.4000
.2834
.0834
0.30
4
0.7780

S w O kO

Missing Cases 0

18/10/2018,
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ANEXO 7. Prueba de T para la variable total de ovocitos infertilizados.

Statistix 8.0 18/10/2018,
14:18:19

Paired T Test for ALTA - BAJA

Null Hypothesis: difference = 0
Alternative Hyp: difference <> 0

Mean 2.8000
Std Error 2.9394
Mean - HO 2.8000
Lower 95% CI -5.3610
Upper 95% CI 10.961
T 0.95
DF 4
P 0.3947
Cases Included 5 Missing Cases 0

ANEXO 8. Prueba de T para el total de embriones en vacas y vaquillas.

Hull Hypotheszsizs: difference = 0
Llternative Hyp: difference < 0O

Mean 0,&000
5td Error 1,2884
Mean - HO 0,e000
Oppexr 95% CI  4,1772
T 0,47
LF 4
E 0,6672

Cases Included S Mi==ing Cases O
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ANEXO 9. Hormonas utilizadas para la ANEXO 10. Hormonas utilizadas
sincronizacion de celos en en el protocolo de
las donadoras

superovulacion

ANEXO 11. Sincronizacién de celos ANEXO 12. Aplicacién de hormonas
para el protocolo de
superovulacion




ANEXO 15. Conteo de cuerpos lateos
a través de ultrasonografia

ANEXO 14. Colecta de embriones.

) L
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ANEXO 16. Resultados de la prueba de ELISA para determinacion de niveles
de AMH por cada donante.
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ANEXO 17-A. Embriones bovinos: estadios de desarrollo y calidad 1 - 5

-

Cycle Dax- 7
Stasc Code” 3
Oualwy Code- 5

Fuente: (Stringfellow y Seidel, 1990) (IETS)

ANEXO 17-B. Embriones bovinos: estadios de desarrollo y calidad 5 -9

Cycle Day 7.5 Cycle Day:- 7.5 Cycle Day:-7.5
Stage Code: 5 Stage Code:- 6 Stage Code. &
Quahry Ceode: 1 Quality Code: 1 Quality Code: 1

Cwyele Day 8
Staze Code: 8
Quality Code:- 1

Fuente: (Stringfellow y Seidel, 1990) (IETS)
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ANEXO 18-A. Protocolo de superovulacion para donadoras (Vaquillas).

Dia Fecha Hora Tratamiento
PLUSET  Observacion
0  Miércoles 21-3-18 6:00hs  D.I.B 0,5 gr+2,5mg BE+ 50 mg P4
4  Domingo 25-3-18  6:.00nhs  FSH 50Ul ml
18:00hs FSH 50Ul 1ml
5 Lunes 26-3-18  6:.00hs  FSH 25Ul 0,5ml
18:00hs FSH 25Ul 0,5 ml
6 Martes 27-3-18  6:00hs  FSH 25Ul 0,5ml
18:00hs FSH 25Ul 0,5 ml
7 Miércoles 28-3-18  6:00hs  FSH 25Ul PGF 2ml 0,5ml
18:00hs FSH 25Ul RETIRO D.1.B, PGF-2ml 0,5 ml
8 Jueves 29-3-18  6:00hs
18:00hs
9 Viernes 30-3-18  6:00hs  GnRH 100 pg gonadorelin 2ml
LA
10  Sabado 31-3-18  6:00hs 1A

16 Viernes 6-04-18

Colecta de embriones

ANEXO 18-B. Protocolo de superovulacion para donadoras (Vacas)

Dia Fecha Hora Tratamiento
D.1.B 1 gr+2,5mg BE+ 50 mg P4 PLUSET  observacién
0 Jueves 22-3-18  6:00hs
4 Lunes 26-3-18  6:00hs  FSH 75Ul 1,5ml
18:00hs FSH 75Ul 1,5ml
5 Martes 27-3-18  6:00hs  FSH 50Ul ml
18:00hs FSH 50Ul ml
6  Miércoles 28-3-18  6:00hs  FSH 25Ul 0,5ml
18:00hs FSH 25Ul 0,5ml
7 Jueves 29-3-18  6:00hs  FSH 25Ul PGF 2ml 0,5ml
18:00hs FSH 25Ul RETIRO D.1.B, PGF 2ml 0,5ml
8  Viernes 30-03-18  6:00hs
18:00hs
9  Sabado 31-03-18  6:.00hs  GnRH 100 ug gonadorelin 2ml
LA
10 Domingo 01-04-18 6:00hs LA

16 Sabado 07-04-18

Colecta de embriones
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ANEXO 18. Tabla general de datos.
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DONADORAS| AMH | G EO TE ED ol TRF | CL FA
3 1455 | 1 8 2 1 5 59 7 4
1 1675 | 1 7 0 5 2 24 8 4
12 1753 | 1 10 1 0 9 72 14 1
6 2519 | 1 10 3 0 7 46 11 7
13 2519 | 1 15 2 0 13 48 12 5
9 257.1 | 2 10 1 0 9 71 9 5
14 2714 | 2 7 0 2 5 66 11 0
7 307.8 | 2 11 0 5 6 115 1 11
11 3532 | 2 25 5 0 20 82 20 2
8 687.0 | 2 11 0 1 10 | 102 1 0




