UNIVERSIDAD NACIONAL DE LOJA

AREA AGROPECUARIA Y DE RECURSOS NATURALES
RENOVABLES

CARRERA DE MEDICINA VETERINARIA Y ZOOTECNIA

EVALUACION DE UN PROTOCOLO DE SINCRONIZACION DE
CELO PARA RECEPTORAS EN VACAS CRIOLLAS
ADICIONANDO UNA FUENTE EXOGENA DE GNRH Y LH EN EL
MOMENTO DEL CELO

TESIS DE GRADO PREVIA A LA
OBTENCION DEL TiTULO DE MEDICO
VETERINARIO ZOOTECNISTA

AUTOR:
RUDBEL LEOBAR GONZALEZ BRICENO
DIRECTOR:
Dr. LENIN AGUIRRE RIOFRIO Mg. Sc.

LOJA — ECUADOR
2013



i
“EVALUACION DE UN PROTOCOLO DE SINCRONIZACION DE

CELO PARA RECEPTORAS EN VACAS CRIOLLAS ADICIONANDO
UNA FUENTE EXOGENA DE GNRH Y LH EN EL MOMENTO DEL

CELO”

TESIS PRESENTADA AL TRIBUNAL DE GRADO COMO REQUISITO PREVIO
A LA OBTENCION DEL TITULO DE:

MEDICO VETERINARIO ZOOTECNISTA

APROBADA:

Dr. Tito Munoz Guarnizo.
PRESIDENTE DEL TRIBUNAL

Dr. Efrén Sanchez Sanchez. Mg. Sc.
MIENBRO DEL TRIBUNAL

Dr. Hermégenes R. Chamba O. Mg. Sc.
MIEMBRO DEL TRIBUNAL



CERTIFICACION

Dr.
Lenin Aguirre Riofrio. Mg. Sc.

Director de Tesis y Docente de la Carrera de Medicina Veterinaria y Zootecnia de
la Universidad Nacional de Loja.

CERTIFICA:

Que el presente trabajo de investigacion denominado “EVALUACION DE UN
PROTOCOLO DE SINCRINIZACION DE CELO PARA RECEPTORAS EN
VACAS CRIOLLAS ADICIONANDO UNA FUENTE EXOGENA DE GNRH Y LH
EN EL MOMENTO DEL CELO”, realizado por el sefior egresado Rudbel Leobar
Gonzéalez Bricefio previo la obtencién del titulo de MEDICO VETERINARIO
ZOOTECNISTA, ha sido dirigido y revisado desde el inicio de su ejecucion; por lo
tanto, se autoriza su presentacion final para la sustentacién y defensa

correspondientes.

Loja, 07 de Noviembre del 2013

Dr. Edgar témm nrre Riofrio, Mg. Sc.
DIREC R DE TESIS



AUTORIA

Los conceptos, ideas y opiniones vertidos en el
presente trabajo de investigacion, asi como los
resultados, discusion y conclusiones son de

exclusiva responsabilidad del autor.

Rudbel Gonzélez



AGRADECIMIENTO

En primer lugar agradezco a Dios por haberme dado la
vida en segundo lugar al cuerpo docente de la Carrera
de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad
Nacional de Loja, por darme la oportunidad de haber
estudiado esta hermosa carrera, a cada uno de los que
son parte de mi familia especialmente a mis padres, por

haberme brindado su apoyo incondicional.

Expreso también mis mas sinceros agradecimientos a
todas aquellas personas que han hecho posible este
gran paso en mi vida, a los comparieros y compafieras,
junto a quienes comparti alegres y valiosas experiencias
en mi vida académica, y en especial a los Doctores
Edgar Lenin Aguirre Riofrio, Melania Uchuary y Manuel
Quezada, quienes con Su guia y apoyo supieron

ayudarme a salir adelante en este reto.

EL AUTOR



Vi

DEDICATORIA

Dedico este proyecto investigativo a mis queridos
padres; Leobar Gonzalez, Maria Bricefio, a mis
hermanos y hermana, a mi esposa Margoth a mi hijo
Alejandro pilares fundamentales en mi vida, sin ellos,
jamas hubiese podido conseguir la meta propuesta,

por creer en mi y apoyarme en todo momento.

Rudbel Gonzalez



vii

INDICE GENERAL

CONTENIDO Pag.

PORTADA ...ttt ettt te et e et e et et e et e e teete e e et et e eteeteenaeeae e i
APROBACION TRIBUNAL ......oooiviiiiitieieeeee e eee e ee et ste e i
CERTIFICACION DIRECTOR DE TESIS......coviiiieieeeeee e ee e, ii
AUTORIA ..o iv
AGRADECIMIENTO. ... .ccuiiitieiieeie ettt ete e eee e ene e, v
3] (07.Y K@) 2N Vi
INDICE GENERAL .....ooeitieeetie et vii
INDICE DE CUADROS.........cviitiiteeeieeie e ee e eeeee et eee e ave et ete e, Xi
INDICE DE FIGURAS ......oouviiiiteeeeeee e e et Xii
RESUMEN ......ouiitiiteieeie e eee et ete et e e et ete et e e te e e et e eteeaeeteateenee e Xiii
F =S 1 27\ SR Xiv
1. INTRODUCCION ...ttt ettt 1
2. REVISION DE LITERATURA .....oooitiiiiiie ettt 3

2.1. ASPECTOS ASOCIADOS A LA EFICIENCIA EN TRANSFERENCIA DE
EMBRIONES (T.E) RELACIONADOS CON LAS HEMBRAS RECEPTORAS..

2.1.1. Selecciéon de Hembras Receptoras en un Programa de TE...........ccccoeeeeen.. 3

2.1.2. Importancia de la Evaluacion de Estructuras Ovaricas en Hembras
Receptoras de EMDIIONES..........ovuiiiiiiiii e e 3



viii

2.2. ELEMENTOS REFERENCIALES DEL CICLO ESTRAL, DESARROLLO
EMBRIONARIO Y RECONOCIMIENTO MATERNO DE LA PRENEZ EN

HEMBRAS RECEPTORAS DE EMBRIONES. ..o 4
2.2.1. Desarrollo Folicular. .............oi e 11
2.2.2. Mecanismo de OVUIACION. ...........uuiiiiiiiiii e 20
2.2.3. Formacién y Consolidacion del Cuerpo LULE0. ........ccc.veeevieiinieiineeiieinns 22

2.2.4. Reconocimiento Materno Post-trasplante y Activacion de Mecanismos

0 (=T0) 1 0] o (o0 < USRI 24
2.2.5. Mecanismo de Implantacion Embrionaria. ..........c.c.oooiiiiiiin. 27
2.2.6. Activacion de Mecanismos LUtEOlItiCOS. ........c.uvvveuiiiiiiiieiiiineeiieecei e 30

2.3. FACTORES QUE AFECTAN LA EFICIENCIA REPRODUCTIVA EN LA
HEMBRA RECEPTORA EN UNPROGRAMADE TE. ....cccoiiiiiiiiiiiiene. 35

2.4. MECANISMOS DE CONTROL DEL CICLO ESTRAL EN UN PROGRAMA DE
TE: APLICACION DE TERAPIAS HORMONALES. .....cccooviiviiieiiieieciene 40

2.5. USO DE LA ULTRASONOGRAFIA COMO HERRAMIENTA EN EL TECNICA

DB TE. e e 44
3. MATERIALES Y METODOS .......oviieiitieee et etee e eetee et e s eae e eaae e enane e 46
3.1 MATERIALES ... et e e e e 46
3.1.1. Materiales de CamPO ........coeuuiiiiiie e 46
3.1.2. Materiales de OfiCINA ........ooieuuiiiiie e 46
3.2, METODOS ......ctieiieeete ettt ettt ettt 47

3.2.1. Ubicacion del ENSAY0..........uciuuiiiieiieee e e 47



3.2.2. Seleccion de 1as RECEPIOraS. .......uviiiuiiiiiii i 47
3.2.3. Unidad Experimental (UE). .........cooiiiiiiiiiiiiiiiiiee e 48
3.2.4. Tamafio del Experimento y Manejode las UE. ............cccooeviiiiiieiiineinnee. 48
3.2.5. Descripcion de 10s Tratamientos ..........ooeuiiiiiiiiiiiie e 48
3.2.6. Disefio EXPerimental............ooouiiiiiiiiii e 49
3.2.7. Variables €N ESTUIO .......oiuuiiiiieiii e 49
3.2.8. Toma y RegiStro de DatOS .......c..uiiiiiiiiiiiicei e 49
3.2.9. ANAliSiS EStATiSHCO ....c.uuiiiiiiiiiiieie e 51
4, RESULTADOS ... ettt et et e e e e e e 53
4.1. TAMANO DE OVARIOS AL INICIO DEL TRATAMIENTO ......coeevvieveenee. 53

...................................................................................................................... 58
4.5. SINTOMATOLOGIA DEL CELO MANIFIESTO.......ccoeiiecieiieceeceeee e 58
4.6. TAMANO DEL FOLICULO PREOVULATORIO.........c.cccveeuriieeeeeeiieeee e 60
4.7. TAMANO DEL CUERPO LUTEO AL DIA SIETE POST CELO. .....c..c.......... 61
5. DISCUSION......ooiiieeie ettt e e et e e ae e eaeeeanes 62

5.1. TAMANO DE OVARIOS AL INICIO DEL TRATAMIENTO ......oovvivieeiennne. 62



5.2. TIEMPO DE PRESENTACION DEL CELO MANIFIESTO POS RETIRO DIB

...................................................................................................................... 62
5.3. DURACION E INTENSIDAD DEL CELO MANIFIESTO ......ccovveveieeieeiennn. 63
5.4. SINTOMATOLOGIA DE CELO MANIFIESTO......cviiieiieieeeeeeeee e 63
5.5. TAMANO DEL FOLICULO PREOVULATORIO........cceeiueeciiecieecie e 64
5.6. TAMANO DEL CUERPO LUTEO AL DIA SIETE POST CELO. ......cc.co....... 66
B. CONCLUSIONES ......oooiuieiieie ettt 68
7. RECOMENDACIONES ......oocouiiieiieeeieeeeeee ettt ete e eae s 69
8. BIBLIOGRAFIA ..ottt ettt 70

9. ANEXOS ... 81



Xi
INDICE DE CUADROS

CUADRO Pag.

Cuadro 1. Tratamientos aplicados en sincronizacion de celo evaluados en vacas

(1ot 0] = T of o)1= 48

Cuadro 2. Promedio del tamafio de ovarios (mm) al inicio de los protocolos de

sincronizacién de celo evaluados en vacas receptoras criollas ........... 53

Cuadro 3. Promedio del tiempo de presentacion del celo manifiesto post retiro DIB
en los protocolos de sincronizacion de celo evaluados en vacas

receptoras criollas (NOras) ...........oovvveuiiiiiiiiii e 55

Cuadro 4. Promedio de la duracion e intensidad de celo manifiesto en los
tratamientos de sincronizacién de celo aplicados a vacas criollas (horas

(VA 0 10] (o1=T01 r= 1<) PSRRI 56

Cuadro 5. Porcentaje de animales que presentaron celo manifiesto en los
protocolos de sincronizacion de celo evaluados en vacas receptoras

(of (0] [ F= 1T 58

Cuadro 6. Porcentaje de sintomatologia de celo manifiesto en los protocolos de

sincronizacién de celo evaluados en vacas receptoras criollas ........... 59

Cuadro 7. Promedio de tamafio de foliculo (mm) en los protocolos de

sincronizacion de celo evaluados en vacas receptoras criollas .......... 60

Cuadro 8. Promedio del tamafio del cuerpo liteo al dia siete post celo (mm) en
los protocolos de sincronizacion de celo evaluados en vacas receptoras

OIS . e e e 61



Xii
INDICE DE FIGURAS

FIGURA Pag.

Figura 1. Modelo de los patrones de desarrollo folicular, luteal y perfiles de

progesterona durante el ciclo estral bOVINO ...........ccoevveiiiiiiiicce, 12
Figura 2. Modelo de la dinadmica folicular durante el ciclo estral bovino .............. 14

Figura 3. Modelo en el que se relaciona los incrementos transitorios de FSH
durante  un ciclo estral bovino en el que se presentan tres ondas de

desarrollo FONCUIAN ... oo e, 15

Figura 4. Promedio del tamafio de los ovarios al inicio de los diferentes tratamientos de

sincronizacion aplicados en vacas criollas (Mm). .......cocoveiiiiiiiniiineieenes 53
Figura 5. Medicién del tamafio de ovarios e inicio del tratamiento hormonal......... 54
Figura 6. Ecografia para determinar el tamafio de ovario ...............ccoeeevvvevnnennnn. 54

Figura 7. Tiempo de presentacion del celo manifiesto post retiro DIB en los

tratamientos de sincronizacion aplicados a vacas criollas .................... 55

Figura 8. Tiempo de duracion del celo manifiesto en los tratamientos de

sincronizacién aplicados a vacas criollas ..............cccoeeeviiieiiii e, 56

Figura 9. Intensidad del celo manifiesto en los tratamientos de sincronizacion
aplicados a vacas Criollas ..o 57

Figura 10. Porcentaje de UE que presentaron sintomatologia de celo manifiesto
por sintoma y por tratamiento aplicados en vacas criollas .................... 59

Figura 11. Tamafio del foliculo prewlatorio en los diferentes tratamientos de
sincronizacion aplicados en vacas criollas............cccooevvveiiiiiiieciieeinns 60

Figura 12. Promedio del tamafio del cuerpo luteo al dia siete post celo en los

tratamientos aplicados a vacas criollas ..............ccocoeveiiiiiiiiincnenn, 61



Xiii

RESUMEN

Se utilizaron nueve hembras bovinas criollas de la Region Sur del Ecuador (RSE)
divididas en tres protocolos de sincronizacion de celo para receptoras, el protocolo
empleado fue: el dia cero se aplicd dispositivos intravaginales (DIB®-Sintex)
impregnadas con 50 mg de acetato de fluorogestona mas 2 mg de Benzoato de
Estradiol (BE) y mas 50 mg de Progesterona (P4), el dia siete se aplicé 400 Ul de
Gonadotrofina Corionica Equina (eCG), el dia ocho se retir6 el DIB y mas 2 ml de
Prostaglandina (PGF2a), el dia nueve se aplicé 1 mg de BE, la diferencia fue que
en el tratamiento uno el dia 10 se aplic6 GNRH, en el tratamiento dos LH, vy, el
tratamiento tres, fue el control; para luego al dia 16 observar el tamafio del cuerpo
liteo por medio de ecografia. Para cada una de las variables analizadas se realiz6
un ADEVA y cuando existio diferencia estadistica (P> 0,05) se aplico la prueba de
Duncan; las variables a estudiar fueron: tamafio de ovarios al inicio del tratamiento
donde se obtuvo un promedio en los tres tratamientos de 22,5 mm; también se
midio el tiempo de presentacion del celo manifiesto pos retiro DIB donde se obtuvo
un tiempo promedio en los tres tratamientos de 30,1 hs; la duracion e intensidad
del celo en los tres tratamientos fue de 21,1 hs y la intensidad del 78 %; ademas
todas las UE presentaron celo manifiesto con un 91,0 %, de la sintomatologia
presentada, también se determiné el tamafio del foliculo preowulatorio por medio
de ecografia obteniendo un tamafio promedio de 12,5 mm en todas estas
variables no se obtuvo diferencia estadistica (P> 0,05); también se evalué el
tamafio del cuerpo liteo al dia siete post celo donde si se obtuvo diferencia
estadistica (P<0.05), presentando el tratamiento uno y dos resultados
estadisticamente similares con un tamafio de cuerpo liteo de 20 y 20,5 mm,
respectivamente y el tratamiento tres con 17,1 mm, siendo todos estos tamafios
adecuados para la recepcion de un embrion, respondiendo los bovinos criollos
favorablemente a los tratamientos de sincronizacion de celo investigados, lo que
ayudara a mejorar los parametros productivos y reproductivos en los bovinos
criollos de la RSE.
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ABSTRACT

Were used nine native bovine females in the Southern Region of Ecuador (CSR)
divided into three protocols of synchronization of estrus to receptors, the Protocol
used was: day zero were applied intravaginal devices (DIB®-Sintex) impregnated
with 50 mg of fluorogestone acetate plus 2 mg of estradiol benzoate (BE) and plus
50 mg progesterone (P4), day 7 applied to 400 IU of equine chorionic
gonadotropin (eCG), day eight remove the DIB and more 2 ml of Prostaglandin
(PGF2a), day nine was applied 1 mg of BE, the only difference was that in the
treatment one in the day 10 was applied GNRH, in treatment two LH and
treatment three was the control then the day 16 observe the size of the corpus
luteum through ultrasound. For each of the variables analyzed was carried out an
ADEVA, and when there was statistical difference (P> 0.05) was applied the
Duncan test; the variables studied were: size of ovaries at the beginning of
treatment where was obtained an average of 22.5 mm in the three treatments,
also was measured the time for submission of manifest estrus towards removal
DIB where was obtained an average time of 30.1 hs in three treatments; the
duration and intensity of the estrus in the three treatments was 21.1 hs and the
intensity of 78%, in addition all the UE presented evident estrus with a 91.0% of the
presented symptoms; also was determined the size of pre-owlatory follicle
through an ultrasound  getting an average size of 12,5 mm in all of these
variables there was not statistical difference (P> 0.05); also was assessed the
size of the corpus luteum to day seven postestrus where there was obtained
statistical difference (P<0.05), presenting in the treatment one and two statistically
similar results with a size of corpus luteum of 20 and 20.5 mm respectively and the
treatment three 17.1 mm, being all these sizes suitable for the reception of an
embryo, responding bovine Creoles favorably to synchronization of estrus
treatments investigated, that would help to improve the productive and
reproductive parameters in native cattle of CSR.



1. INTRODUCCION

El presente trabajo de investigacion fue realizado en vacas criollas de la Region
Sur del Ecuador; al respecto hay que considerar que en nuestra zona en su gran
mayoria son ganaderos con no mas de 5 UBA, los cuales desarrollan un manejo al
sogueo y en condiciones muy precarias (Aguirre, L. 2005), a mas de ello no se han
implementado tecnologias para mejorar la reproduccion y productividad de las
ganaderias (si las hay, son en muy pocas ganaderias), por diversos motivos, como
falta de conocimientos actualizados y aplicables al medio por parte de los
profesionales del ramo y ganaderos; terrenos con topografia irregular lo que hace
qgue se produzca una deficiente produccion de forraje verde durante todo el afio,
considerando que los resultados positivos en la reproduccion bovina se
encuentran directamente asociados a las condiciones de manejo de las
explotaciones, como la dotacion de suficientes recursos alimenticios, condiciones
adecuadas de alojamiento, mejoramiento genético (I.A., trasplante de embriones),
atencion a la salud, y fundamentalmente el adecuado manejo reproductivo de los
hatos bovinos (uso de registros, sincronizacion de celos), toda vez que al existir

partos existira mayor produccion de leche y terneros.

Innumerables factores intervienen en los resultados de los programas de
transplante embrionario (TE) en bovinos, siendo relevantes los que tienen relacion
con las hembras receptoras (Tovio et al., 2008); esto se evidencia en las bajos
porcentajes de eficiencia, ya que normalmente en los nucleos de receptoras
tratadas con protocolos tradicionales de sincronizacion hormonal de ciclo estral,
solamente del 40 al 50 % de las hembras clasifican para él TE, el otro 50 0 60%
son descartadas por su baja o0 inexistente respuesta a los tratamientos de
sincronizacion (Nasser et al., 2004).

Considerando que en nuestra RSE, la gran mayoria de bovinos son criollos y al no
disponer de tecnologias reproductivas tendientes a mejorar los indices
reproductivos que permitan disminuir los dias abiertos y aumentar la tasa de

concepcion, se ha considerado a través de la presente investigacion, analizar el



comportamiento de estos bovinos y bajo las condiciones de manejo imperantes en
la zona, evaluar protocolos de sincronizacion de celos, no solo en las variables
presentacion de celo, sino en la variable tamafio del CL al dia siete post celo, pues
se considera que uno de los factores de retorno al celo post sincronizacion, es los
bajos niveles de P4 que se traducen en el tamafo del CL en el animal, para ello se

plantearon los siguientes objetivos:

v" Mejorar la eficiencia reproductiva en el ganado criollo mediante la aplicacién
de biotecnologias reproductivas con fines de conservacion.

v Evaluar el comportamiento reproductivo en el ganado criollo aplicando un
protocolo de sincronizacion de celo a tiempo fijo.

v Considerar el tamafio del cuerpo liteo aplicando fuentes exégenas de
GNRH y LH.

v" Difundir los resultados obtenidos, tanto al medio interno a la Universidad,
como al medio externo donde se realizo la investigacion.



2. REVISION DE LITERATURA

2.1. ASPECTOS ASOCIADOS A LA EFICIENCIA EN TRANSFERENCIA DE
EMBRIONES (T.E) RELACIONADOS CON LAS HEMBRAS RECEPTORAS

2.1.1. Seleccion de Hembras Receptoras en un Programa de TE

En el éxito de un programa de transferencia de embriones influyen muchos
factores, uno de los mas importantes es la seleccién de las novillas receptoras
(Gonzales, 2001; Chagas, 2002 y Sartori, 2004); éstas deben ser saludables y
reproductivamente sanas (Huertas, 1991), verificando la presencia de estructuras
qgue demuestren ciclicidad ovarica. El objeto de la exploracion y valoracion clinico-
reproductiva es rechazar animales con anormalidades reproductivas (6rganos
sexuales juveniles, hermafroditismo, ninfomania, infecciones uterinas, entre otros)
descartando también novillas que presenten sobrepeso (Gordon, 1999).

Las hembras que estan ciclando no deben ser expuestas a los toros y se debe
contar con un sistema de identificacion de los animales que sea simple, efectivo y
permanente, que permita llevar a cabo una de deteccion eficiente de calores
(Gordon, 1999).

Ademas de los factores individuales que afectan la efectividad en las novillas
utilizadas en un programa de TE, la nutricion y los niveles energéticos en la dieta
tanto de la donadora como de la receptora son puntos importantes para tener en
cuenta (Lépez, 2005).

2.1.2. Importancia de la Evaluacion de Estructuras Ovaricas en Hembras
Receptoras de Embriones

En la evaluacion de las estructuras ovaricas en las hembras receptoras de
embriones, por medio de ultrasonografia trans-rectal, se ha podido determinar que
la estructura del foliculo preowulatorio afecta de manera directa el subsecuente
tamafio del cuerpo liteo, observando que un foliculo preowulatorio de 1.3 cm da
paso a un cuerpo liteo que el dia siete mide 5 milimetros de didametro y produce



niveles de progesterona plasméticos de 1.22 ng/ml y el dia 14 el mismo cuerpo
liteo mide 6 milimetros de diametro y genera concentraciones plasmaticas de
progesterona de 2.48 ng/ml. Asi mismo un foliculo preowulatorio de mayor tamafio
(1.6 cms) ha dado paso a un cuerpo liteo que el dia siete mide 6 milimetros de
diametro y produce unos niveles de progesterona plasmaticos de 1.61 ng/ml y el
dia 14 el cuerpo Iluteo mide 9 milimetros de diametro y genera unas
concentraciones sanguineas de 3.05 ng/ml (P< 0.05). Al haber una mayor
produccion de progesterona plasmatica se esperaria generar unas condiciones
uterinas mas favorables para el desarrollo embrionario temprano (Kastelic, 1990;
Bridges, 2000; Vasconcelos, 2001 y Sartori, 2002). Por eso es importante
determinar el tamafio de las estructuras ovaricas antes de realizar la transferencia
del embrion a la hembra receptora, lo cual permite la obtencion de mejores

resultados después de la aplicacion de la técnica de TE (Duica, 2007).

2.2. ELEMENTOS REFERENCIALES DEL CICLO ESTRAL, DESARROLLO
EMBRIONARIO Y RECONOCIMIENTO MATERNO DE LA PRENEZ EN
HEMBRAS RECEPTORAS DE EMBRIONES

Para comprender lo que ocurre dentro del ciclo estral sincronizado por medio de la
utilizaciéon de terapias hormonales, es necesario comprender las diferentes etapas
y fases involucradas dentro de un ciclo estral en condiciones no controladas. Por
ese motivo se hace un acercamiento a los diferentes aspectos que enmarcan el

ciclo.

El desarrollo reproductivo en el animal inicia en la fase fetal en la que se produce
la formacion de los 6rganos reproductivos; pero é€stos van a iniciar su actividad
completa hasta que el organismo presente un estado de desarrollo corporal
(madurez) que permita iniciar la pubertad. Durante el periodo pre y puberal
comienzan a desencadenarse una serie de cambios iniciados por accion
hormonal, que tienen como finalidad producir la primera owulacion efectiva,
evidenciando asi externamente el comportamiento sexual de la hembra bovina,

con el incremento de la concentracion sanguinea de hormonas gonadotrépicas y



su factor liberador (Hernandez, 2001). Esta etapa del desarrollo reproductivo del
animal depende de una serie de factores que lo afectan, como son la raza, el
estado nutricional, temperatura ambiental, la humedad relativa, el fotoperiodo, el
peso del animal, entre otros (Baruselli, et al 2005). Durante el periodo prepuberal
el animal experimenta un bloqueo en la liberacién de gonadotropinas hipofisiarias,
en donde los pulsos de estas hormonas son de baja amplitud y baja frecuencia. La
inhibicion es producida, principalmente, por la accion de los estrégenos, que
generan un bloqueo en el eje hipotalamo-hipofisiario; a medida que el animal se
acerca a la etapa puberal, esta sensibilidad hacia los estrogenos va disminuyendo
progresivamente ya que el nimero de receptores para estradiol en el hipotalamo
disminuye durante la pubertad. A continuacion, se inicia la liberacion de las
gonadotropinas hipofisiarias, permitiendo que se aumenten tanto la frecuencia
como la amplitud en los incrementos transitorios de liberacion de estas hormonas
(Hernandez, 2008). Los estrogenos también actian estimulando la liberacion de
sustancias de caracteristicas opioideas como las endorfinas-p las cuales suprimen
la liberacién del factor liberador de gonadotropinas, incrementando el bloqueo
hormonal durante la etapa prepuberal (Hernandez, 2001).

El control reproductivo neuroendocrino en la hembra bovina se produce por la
suma de varios factores que intervienen en el comportamiento y el
desencadenamiento de las etapas del ciclo estral. El ciclo estral es el conjunto de
sucesos ocurridos en la hembra bovina entre dos estros, el cual tiene una duracion
18 a 21 dias (Hafez, 2000; Senger, 2003 y Hernandez, 2008).

Inicialmente el entorno juega un papel importante ya que va a tener un impacto
directo sobre la actividad estral de la hembra bovina (Bridges, 2000 y Maldonado,
2005). Normalmente la hembra bovina presenta ciclos estrales en forma continua
durante todo el afio, razén por la que se clasifica como poliéstrica continua (Hafez,
2000).

Otro factor que incide de manera directa sobre el comportamiento reproductivo en
el animal, esta asociado con la nutricion, ya que al brindarle una alimentacién

balanceada a éste, va a expresar de manera efectiva su potencial genético; sin



desconocer la importancia adicional de mantener un excelente status sanitario y
un excelente manejo. La union de éstos factores va a permitir que el animal

presente un comportamiento reproductivo regular (Gorlach, 1999).

El ciclo estral de la hembra bovina esta dividido en dos fases, la folicular y la
luteal; en cada una de las fases se encuentran presentes en el ovario estructuras
caracteristicas como el foliculo y el cuerpo liteo respectivamente. A su vez el ciclo
presenta cuatro estados, en los que el Utero y los ovarios presentan una serie de
cambios caracteristicos, estos son el proestro, el estro, el metaestro y el diestro
(Senger, 2003). Todos los cambios presentes en las estructuras ovaricas y
uterinas, son controlados por mecanismos neuroendocrinos, que se
desencadenan en el encéfalo ya que el cerebro recibe sefales nerviosas del
ambiente que rodea al animal, estos estimulos son enviados por los Organos
sensitivos que transforman la informacion obtenida en impulsos nerviosos, los
cuales son dirigidos a varias zonas del cerebro, en donde son codificados y
retransmitidos al hipotalamo, que integra el sistema neuro-endocrino. El
hipotalamo es una estructura altamente especializada, ubicada entre el quiasma
optico y los cuerpos mamilares; a la que se dirigen estimulos del cerebro y envia
sefiales de tipo hormonal y nervioso a una glandula bilobulada denominada
hipdfisis. La comunicacion entre estas dos estructuras se lleva a cabo por medio
del eje hipotalamo hipofisiario, por medio de hormonas encargadas de controlar un
gran namero de actividades fisiolégicas en el organismo (Rivera, 1992), las cuales

intervienen en cada una de las diferentes etapas del ciclo estral.

Dentro de las etapas del ciclo se encuentra el proestro, el cual es influenciado por
la accion de los estrogenos procedentes de los foliculos en desarrollo, este
incremento en los niveles desencadenan el aumento en la turgencia de las
paredes del Utero, mientras que en la vagina se produce un mayor aporte
sanguineo produciendo en las mucosas una coloracion rosa; asi mismo comienza
a evidenciarse la presencia de moco cervical (Hafez, 2000); esta etapa tiene una
duracion cercana a tres dias; al iniciar este estado se encuentra el animal en el
final de la regresion del cuerpo luteo del ciclo anterior, el cual esta bajo influencia



de la PGF2a de origen uterino, que es un importante y potente agente luteolitico
(Niswender, 1994); también intervienen en este proceso otras hormonas como los
estrogenos, la oxitocina, la LH y la misma progesterona, ademas de péptidos
como la endotelina 1, proteinas como el factor de necrosis tumoral y células del
sistema inmune, entre otros; de esta forma, el cuerpo Iuteo sufre una la regresion
funcional en la que experimenta una rapida disminucion de peso y tamafio de las
células que lo forman (Zeng, 1994). La liberacién de progesterona desciende al
inicio del estado de proestro, debido a la regresion estructural determinada por la
degradacion de las células que conforman el cuerpo liteo, (luteolisis) (Pate, 1994),
desencadenada por el aumento de la concentracion del Calcio intracelular, que

estimula las enzimas endonucleasas fragmentadoras del DNA (Niswender, 1994).

La regresion del cuerpo lateo finalmente va a generar una estructura cicatrizal no
funcional llamada cuerpo albicans. Con la disminucion de los niveles de
progesterona se desactiva el efecto de retroalimentacion negativa ejercido en el
encéfalo, permitiendo el aumento en la produccién y liberacion de la hormona
liberadora de gonadotropinas (GnRH) en el hipotadlamo; esto hace que se liberen
las gonadotropinas de sintesis hipofisiaria, produciendo un aumento en la

frecuencia de la liberacion pulsétil de LH y de FSH (Ineskeep, 2004).

Al aumentar la producciéon de GnRH la adhenohipéfisis se sensibiliza cada vez
mas aumentando la respuesta ante la accién de la hormona liberadora, lo que va a
permitir que se liberen mas hormonas hipofisiarias durante la fase folicular,
favoreciendo el desarrollo de las ondas de desarrollo folicular en el ovario. A
medida que se produce el desarrollo del foliculo, este aumenta la produccion de
estradiol, el cual va actuar en el encéfalo, generando una mayor produccion de
hormonas hipofisiarias, especialmente LH, pero también actla sobre el tracto
reproductivo, preparando a la hembra para el periodo del estro (Palma, 2001).

El estro es un estado en el cual hay una fuerte influencia estrogénica; presenta
una duracion entre 4 y 24 horas (Senger, 2003). Durante esta etapa el estradiol
circulante produce cambios en el tracto reproductivo, encontrdndose una marcada



turgencia a nivel uterino. La mucosa vaginal se va a encontrar altamente irrigada,

motivo por el cual se encuentra edematizada, congestionada y de color rojizo.

Dentro de los cambios presentes en el Gtero, en el cérvix se evidencia una
marcada dilatacién de esta estructura, y su zona externa se encuentra expuesta
hacia la mucosa vaginal; esta serie de cambios son regulados por la accion de la
oxitocina (Fuchs, 1996), la progesterona y la prostaglandina E2 durante el proestro
y el estro (Shemesh, 1997).

La produccion de moco cervical es también influenciada por accidn estrogénica,
haciendo que se aumente la produccion, desencadenando la descarga hacia el
exterior del sistema reproductivo. El moco se torna menos viscoso, hialino,
cristalino y se producen cambios en su conformacion ya que el sistema de
arborizacion del moco al encontrarse bajo la influencia estrogénica, permite que
las moléculas de glucoproteina que lo conforman, abran espacios entre las fibras
permitiendo el paso de los espermatozoides, para el momento en que es
depositado el material seminal por parte del macho (Hafez, 2000).

El estro estd acompafado por una serie de conductas en la hembra como la
disposicion de ésta a recibir el macho, permitir que otras hembras la monten, esta

inquieta, levanta la cola, brama con frecuencia, disminuye su apetito, esta ansiosa.

En ese momento es inducido un mecanismo de retroalimentacion positiva que
estimula al hipotalamo para que se produzca la liberacion de GnRH,
desencadenando la liberacién de FSH y LH aumentando la amplitud y frecuencia
de los pulsos de estas hormonas (Palma, 2001). La liberacion de la hormona
luteinizante, continua incrementandose, hasta que se produce un aumento
transitorio (pico) en su liberacion, antes del evento de la owulacion, que ocurre

entre el estro y el metaestro, denominado como pico preowulatorio (Bo, 2002)

El siguiente periodo del ciclo estral una vez terminado el periodo de estro es el
metaestro, que tiene una duracion aproximadamente de seis dias, durante el cual

los niveles estrogénicos caen de una manera abrupta, mientras que los niveles



progestagenos comienzan a incrementarse; al inicio de este periodo se lleva a
cabo un importante evento en el ciclo estral de la hembra bovina, en el que el
foliculo se rompe liberando el liquido folicular y un oocito, el cual ha estado
adosado a la superficie interna del foliculo por el cumulus oophorus; Al producirse
la owulacion, que ocurre 10 a 20 horas después de terminado el estro en el caso
de la hembra bovina, un oocito es liberado para su préxima fecundacion
(Rodriguez, 2001).

A lo largo del ciclo estral la liberacion de hormonas presenta un comportamiento a
manera de elevaciones transitorias o picos, los cuales varian en amplitud y
frecuencia; al inicio del metaestro se produce un incremento en la liberacion de
hormona luteinizante (LH), llamado pico preowulatorio, mediante el cual va a
desencadenarse un incremento en la irrigacion sanguinea que se dirige al ovario
generando un proceso inflamatorio en el foliculo preowulatorio que es favorecido
por la accion de agentes vasoactivos (Espey, 1994); desencadenando un proceso
de edematizacién en las células que conforman los estratos celulares de la teca
interna y externa folicular; aumentandose la presion intrafolicular y favoreciendo el

mecanismo de owulacion.

La liberacion de LH preowulatoria también genera una sefial que actla sobre la
membrana plasmatica de varios tipos de células presentes en el foliculo maduro,
produciendo su despolarizacion; lo cual altera la concentracion de liquidos intra y
extracelulares, propiciando la disminucion del espesor de la pared del foliculo
(Espey, 1994). Este paso de liquidos al interior del foliculo favorece la degradacion
del tejido conectivo presente en la pared externa folicular, induciendo la formaciéon
de un area de adelgazamiento de esta pared que recibe el nombre de estigma
folicular y se convierte en el sitio exacto para el rompimiento del foliculo
produciendo la owulacion. Este proceso también es mediado por la accién de la
hormona prostaglandina F2a, ya que ingresa a las células foliculares y produce el
rompimiento de los lisosomas de estas células, liberando enzimas que favorecen a
la formacion del area de owulacion en la pared folicular externa, la PGF2a genera
la contraccion de toda la estructura folicular desencadenando la liberacion del
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foliculo por el incremento de la presion intrafolicular, el cual queda libre en el
espacio periovarico en donde es captado por las fimbrias, las que por accion
hormonal en el momento de la owulacion estan dispuestas hacia el ovario

captando el oocito y lo direccionan hacia el interior del oviducto (Senger, 2003).

A lo largo del metaestro, se incrementan los niveles de progesterona circulante;
después de la owlacion y mediante la ayuda de esta hormona se genera una
disminucion de la accion inflamatoria que se presentaba en el foliculo
preowulatorio (Espey, 1994). Al liberarse el oocito y el liquido folicular que ejercian
una gran presion dentro de esta estructura; el gran espacio presente en la
superficie ovarica es llenado rapidamente de sangre, recibiendo el nombre de
cuerpo hemorragico; en este momento (en este punto) comienza a formarse una
intrincada red de capilares que invaden esta zona. A continuacion, las células de
la teca inician un proceso de hipertrofia, hiperplasia y migracion hacia las células
de la granulosa; este conjunto de células aumentan el nimero de receptores de
membrana para hormonas hipofisiarias, pero en mayor nimero para receptores de
LH. Las células que estaban presentes en el foliculo comienzan a transformarse
morfolégica, endocrina y bioquimicamente, para convertirse en células luteales
desarrollando asi, siete dias después de presentado el celo, un cuerpo lateo
totalmente funcional (Kastelic, 1990; Niswendender, 1994; Smith, 1994 vy
Chabbert- Buffet, 2000).

Estructuralmente el cuerpo liteo presenta dos tipos de células, las células luteales
grandes, que provienen de las células de la granulosa del foliculo y las células
luteales pequefias, derivadas de las células de la teca interna (Rivera, 1992;
Smith, 1994 y Palma, 2001).

Una vez formado un cuerpo luteo totalmente desarrollado, consolidado y funcional
el animal alcanza el estado de diestro que tiene una duracion entre 10 y 14 dias.

El diestro se encuentra bajo la influencia del cuerpo liteo y la hormona que
presenta una mayor actividad en esta etapa es la progesterona. La anterior

hormona actla sobre el utero favoreciendo el desarrollo embrionario temprano ya
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que permite un ambiente uterino adecuado (Grygar, 1997; Bridges, 2000 y
Chabbert-Buffet, 2000). El utero presenta una disminucion de la tonicidad
miometrial, caracteristica de esta etapa, que favorece la fijacion del conceptus
para asi prevenir pérdidas embrionarias tempranas (Ineskeep, 2004; Green,
2005). La mucosa vaginal se encuentra palida y seca, mientras que el cervix esta
contraido y sellado por un moco cervical que es escaso, denso en ocasiones
amarillento que tiene como funcién aislar el interior del Utero del ambiente externo
(Hafez, 2000 y Senger, 2003).

Si no fue fecundado el oocito y por ende no se encuentra un embrién viable en el
atero, entre los dias 16 a 19 del ciclo estral se desencadena la activacion de los
mecanismos luteoliticos, generando una disminucion de los niveles de
progesterona, mientras que los pulsos de LH comienzan a aumentar su frecuencia
(Hernandez, 2000 y Palma, 2001). Una vez iniciado el proceso de luteolisis se
produce la estimulacion del epitelio luminal glandular del utero (Pate, 1994),
desencadenando la liberacién del principal agente Iutecliico como es la
prostaglandina F2a (Gordon, 1999). Durante el diestro la progesterona hace que
se aumenten las reservas de fosfolipidos y la actividad de la enzima
prostaglandina sintetasa, necesaria para convertir el acido araquidonico en
prostaglandina F2a, ya que la presencia de progesterona en los primeros dias de
dominancia luteal ademas de preparar el Utero para una posible prefiez (Ineskeep,
2004), también activa los mecanismos para la produccion endometrial de
prostaglandina F2a. La PGF2a llega finalmente al cuerpo Iateo haciendo contacto
con los receptores de las células luteales y genera la disminucion de la produccién
de progesterona a traves de una serie de eventos intracelulares en los que se
induce a la muerte celular o apoptosis, permitiendo la regresion del cuerpo lateo

presente para dar paso al inicio de un nuevo ciclo estral (Rodriguez, 2001).
2.2.1. Desarrollo Folicular

Desde hace mas de 35 afios se esta investigando en el patrén de desarrollo
folicular en la hembra bovina. Inicialmente se informé que la dinamica folicular se

presentaba en dos ondas de desarrollo, la primera iniciando el dia 3 y decreciendo
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en la mitad del ciclo (dia 12), presentando un desarrollo y una subsiguiente
regresion; la segunda onda se iniciaba en la mitad del ciclo (dia 10 al 13) y
terminaba en una owulacion efectiva (Gordon, 1999). Con la ayuda de las técnicas
de ultrasonografia se avanzd en el entendimiento del desarrollo folicular ovarico
durante el ciclo estral bovino, evidenciandose que pueden presentar dos, tres y
rara vez cuatro ondas de crecimiento (Sirois, 1990; Fortune, 1993) este
comportamiento ha sido ampliamente estudiado por varios autores pero es clara
mente evidenciado en trabajos realizados por Sartori, 2004 en donde realizé un
completo seguimiento de la dinamica folicular en novillas Holstein (Figura 1).
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Figura 1. Modelo de los patrones de desarrollo folicular, luteal y perfiles de progesterona
durante el ciclo estral bovino (Linea negra con puntos blancos: Foliculos dominantes.
Linea gris con puntos: Desarrollo luteal. Area gris: Concentracién plasmaética de
progesterona. A: Ciclo estral con 2 ondas de desarrollo folicular y ovulacion sencilla. B:
Ciclo estral con 3 ondas de desarrollo folicular y doble ovulacion. C: Ciclo estral con 4
ondas de desarrollo folicular y doble ovulacién) (Sartori, 2004)
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En cada onda de crecimiento folicular se presentan varias etapas. En la primera
un grupo de foliculos comienzan a desarrollarse bajo la influencia de las hormonas
hipofisiarias (Crowe, 2008), llamada fase de reclutamiento, a continuacion se
describe una segunda etapa en la que el foliculo dominante comienza a crecer
mas que los otros foliculos de su grupo, los cuales se subordinan y recibe el
nombre de dominancia (Lopez, 2005); asi el foliculo dominante que es el de mayor
tamafio, en esta etapa presenta un diametro de 10 o mas milimetros, inhibe el
crecimiento de los foliculos de la cohorte folicular que se encuentran en desarrollo
(Hafez, 2000 y Sartori, 2004). En este foliculo se produce una mayor sintesis de
MRNA que codifica para receptores de hormona FSH, motivo por el que se
aumenta la densidad de estos receptores en la superficie de las células del foliculo
(Rodgers, 1999), permitiendo un mayor desarrollo del foliculo dominante. Los
niveles circulantes de esta hormona disminuyen y de esta manera se ve afectado

el crecimiento de los foliculos subordinados pero no del foliculo dominante.

Adicionalmente, durante este periodo se produce el incremento de la sintesis de
MRNA para la produccién de receptores para LH en la superficie del foliculo
dominante lo que permite que este continde con su desarrollo hasta la etapa de
foliculo owulatorio (Ineskeep, 2004). Es importante tener en cuenta que en estados
iniciales del desarrollo folicular, cuando los foliculos miden menos de 4 milimetros,
no dependen del soporte gonadotropico de origen hipofisiario, mientras que los
foliculos mayores de 4 milimetros necesitan de la accion de la hormona FSH para
continuar con su desarrollo y de los pulsos de LH que son necesarios para
continuar con el crecimiento del foliculo de més de 9 milimetros de diametro; al
desarrollarse completamente el foliculo dominante se encarga de gran parte de la
secrecion de estrogeno ovarico durante el estro, esta secrecion disminuye

rapidamente al presentarse el pico de LH (Gong, 1995 y Crowe, 2008) (Figura 2).
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Figura 2. Modelo de la dindmica folicular durante el ciclo estral bovino (lreland, 2000)

Las ondas de desarrollo folicular son relacionadas estrechamente con la
produccion y secrecion de hormona foliculo estimulante, ya que se presenta una
elevacion en los niveles de esta hormona entre dos y tres dias antes de la
emergencia de una nueva onda de desarrollo folicular (Adams, 1992 y Ireland,
2000). El patron de crecimiento folicular durante el ciclo estral, comienza con el
desarrollo de un grupo o cohorte de foliculos (3 a 6 foliculos) después uno de
estos alcanza el estado de foliculo dominante, haciendo que los demas foliculos
se subordinen, sufriendo atresia folicular, pero unicamente en la dltima onda del
ciclo el foliculo dominante continua su desarrollo hacia la owulacién (Gonzales,
2001; Lopez, 2005 y Rosales, 2008). El inicio de las ondas se presenta entre los
dias 1 a4y 9 a 12 para los ciclos de dos ondas, mientras que en los ciclos de tres
ondas, la tercera inicia hacia el dia 16. (Hernandez, 2000) (Figura 3).
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Figura 3. Modelo en el que se relaciona los incrementos transitorios de FSH durante un
ciclo estral bovino en el que se presentan tres ondas de desarrollo folicular. (Ireland,
2000)

El sistema de desarrollo folicular se encuentra bajo el control del sistema
endocrino y paracrino en el que intervienen las hormonas gonadotropicas, las
citoquinas que actian como mensajeros quimicos, los factores de crecimiento
(que favorecen varios procesos como la proliferacién celular), los esteroides y
otras moléculas reguladoras (Gordon, 1999). El foliculo ovarico experimenta una
rapida proliferacion celular durante su crecimiento temprano, el cual
aparentemente es independiente de las gonadotropinas circulantes, pero es
susceptible a la accion de los factores de crecimiento; es posible que los agentes
ovaricos autocrinos y paracrinos regulen el crecimiento folicular (De Moraes,
1997). Los factores de crecimiento son sustancias de origen protéico que actuan
por mecanismos autocrinos y paracrinos interviniendo en la actividad mitética de la
célula, desencadenando una proliferacion y reorganizacion de los tejidos, como
ocurre en las estructuras transitorias presentes en el ovario. Estos factores pueden
clasificarse en grupos. Dentro del primer grupo estan los factores que promueven
la division y desarrollo celular, el factor | de crecimiento similar a la insulina (IGF —
1), el factor de crecimiento nervioso (NGF), factores de crecimiento epidérmicos
(EGF), las Inhibinas y las activinas. Dentro del segundo grupo se encuentran las
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citoquinas, las cuales son producidas por los macréfagos y linfocitos, ayudando a

la regulacion del sistema inmune (Knight, 2001).

El desarrollo folicular inicia desde los foliculos primordiales. Estos son formados
en el ovario durante la etapa del desarrollo fetal, en donde se encuentran
aproximadamente 150.000 foliculos primordiales en el momento del nacimiento,
pero Unicamente logran madurar aproximadamente 100 durante toda la vida de la
hembra, los demas son degenerados mediante el proceso de atresia folicular
(Gordon, 1999 y Rosales, 2008).

En el desarrollo embrionario los foliculos primordiales se establecen en el ovario
durante la vida fetal de la hembra; estos estan compuestos por un oocito rodeado
de un estrato celular que forma el epitelio folicular escamoso, todos provenientes
de la especializacion de las células germinales primordiales que proliferan por

medio del mecanismo de replicacion celular o mitosis.

El estadio de foliculo secundario es caracterizado por la formacion de nuevos
estratos celulares, asi como por la aparicion de un material de origen proteico
denso gue rodea al oocito, denominado zona pellcida; ademas de la formacion de
granulos corticales en el citoplasma del oocito. A partir de este momento los
foliculos aumentan su sensibilidad de manera gradual a la estimulacion de las
gonadotropinas de origen hipotalamico, ya que inicia la sintesis de RNA por parte
del oocito (Fortune, 2004). La liberacion de gonadotropinas hipofisiarias, es
dependiente de la secrecion pulsétil de la GnRH en el hipotadlamo, asi como de la
cantidad de receptores de GnRH presentes en la superficie de los gonadotropos y
de los efectos moduladores de los esteroides gonadales (estrégenos vy

progesterona) y péptidos (activina, inhibina y folistatina) (Padmanabhan, 2001).

La GnRH es liberada por un grupo de células especializadas ubicadas en el

nucleo arqgueado del hipotalamo basal medio.

Una vez liberadas, las hormonas gonadotropinas son transportadas por la

circulacion y llegan al ovario en donde se encuentran los foliculos en desarrollo,
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los cuales inician gradualmente su sensibilidad a la accion de estas hormonas; en
estos foliculos se distingue un oocito rodeado por la zona pelicida y en la periferia
varios estratos de células de la granulosa ya desarrollados, los cuales comienzan
a avanzar a la etapa terciaria temprana del desarrollo folicular. En este momento
el oocito presenta un nucleo completamente activo con la capacidad de realizar el
proceso de transcripcion, debido al desarrollo completo del reticulo fibro-granular
nuclear. Este estadio es alcanzado por la acciéon de la FSH, que junto a la accién
de los factores de crecimiento, presentes también durante las etapas anteriores,
favorecen la mitosis de las células de la granulosa folicular. Durante esta etapa
ocurre una proliferacion, diferenciacion y especializacion de las células que rodean
el oocito, permitiendo evidenciar claramente las células de la teca interna, externa,
lamina basal y células del cumulus. Adicionalmente se genera un espacio por el
aumento de presion ejercida por el liquido folicular, ya que el plasma periférico al
foliculo comienza a ingresar por mecanismos de transudacion a través de su
lamina basal, haciendo que se aumente la presion intrafolicular; este espacio
recibe el nombre de antro folicular, cuya formacién es mediada por la FSH, el EGF
y el IGF-1, entre otros (Crowe, 2008). El liquido folicular es un transudado sérico,
constituido por un serie de sustancias importantes para el desarrollo del foliculo,
como lo son las proteinas (albumina, globulinas, inmunoglobulinas, fibrindgeno,
lipoproteinas y péptidos), aminoacidos (Aspargina, treonina, glutamina, glutamico,
alanina y glicina), carbohidratos (glucosa, fructosa, mucosa, galactosa y manosa),
gonadotropinas (FSH, LH), esteroides (colesterol, andrégenos, progestinas,
estrogenos), prostaglandinas (E, | y F2a), minerales y sales (Na, K, Mg, Zn, Cu,
Ca, S, Cl, P), inmunoglobulinas (IgA, 1gG). Los foliculos mas grandes, (mayores de
9 mm) también acumulan en el liquido folicular sustancias no esteroideas como el
inhibidor de la maduracién de los oocitos, inhibidor de la luteinizacion, relaxina e
inibina. El liquido folicular favorece la maduracion nuclear y citoplasmatica del
oocito, regulando las funciones de las células de la granulosa, favoreciendo el
crecimiento folicular y el proceso de esteroideogenesis, ademas de intervenir en la
owulacion y el transporte del owlo al Utero y se une con secreciones uterinas para

favorecer el ambiente de capacitacion espermatica y desarrollo embrionario
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temprano, ademas de preparar el foliculo para la posterior formacion del cuerpo
liteo (Hafez, 2000).

La etapa preantral del desarrollo folicular puede dividirse en tres estados, la
activacion de los foliculos primordiales, la transicion de foliculo primario a
secundario y el desarrollo del foliculo secundario hacia la etapa periantral. Durante
la etapa antral del desarrollo folicular se evidencia una cohorte de foliculos en
crecimiento, que es regulada por los mecanismos de seleccion, dominancia y
atresia folicular (Fortune, 2003).

Es importante tener en cuenta que estos foliculos son completamente funcionales
ya que producen estroégenos, necesarios para inducir la liberacion hipotalamica de
GnRH, desencadenando la secrecion de FSH y LH (Ineskeep, 2004), necesarias
para continuar con el desarrollo folicular, asi como otros productos que intervienen
en el desarrollo como son la activina, inhibina, folistatina, entre otras; el
incremento en la secrecion de estrogenos de origen ovarico es decisivo para
permitir el desarrollo folicular y la owulacién (Markstrom, 2002).

La dominancia folicular es el proceso por el cual uno de los foliculos de la cohorte,
gue estan presentando un desarrollo similar, aumenta su tamafio, convirtiéndose
en dominante con respecto a los otros foliculos que pasan a ser subordinados
(foliculos que sufren regresioén); incluso los foliculos dominantes de las ondas
previas se subordinan ante la presencia del foliculo dominante de la Ultima onda
de desarrollo folicular, que continua su diferenciacion y crecimiento, hasta llegar a
ser foliculo owulatorio (Ineskeep, 2004 y Sartori, 2004). Este foliculo presenta una
mayor densidad de receptores de gonadotropinas (FSHr y LHr) en la superficie de
las células de la granulosa, mayor produccion de enzimas y proteinas que
intervienen en la esteroideogenesis, asi como la mayor concentracion de estradiol
en el fluido folicular, motivo por el cual hay un incremento en el desarrollo del
foliculo dominante con respecto a los foliculos subordinados, también mediado por
los factores de crecimiento (Sanchez, 1993 y Fortune, 2003). Uno de los
principales agentes asociados al proceso de dominancia folicular es el sistema del

IGF, compuesto por los dos ligandos IGF-I e IGF-II, los receptores tipo 1 y Il, y las
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proteinas de union denominadas IGFBP-I, I, 1, IV, V y VI. Los IGFs favorecen la
estimulacion de la proliferacion celular y al actuar de manera sinérgica con las
gonadotropinas promueven la diferenciacion de las células foliculares,

favoreciendo el desarrollo para dar paso a la dominancia folicular (Crowe, 2008).

Los foliculos subordinados inician el camino hacia la regresion, en la que
interviene el mecanismo de apoptosis celular, que es necesario para la
homeostasis tisular y ocurre en todas las células de los organismos multicelulares
como un proceso fisiolégico. En los foliculos en crecimiento la apoptosis puede
presentarse durante cualquiera de las etapas de desarrollo, en las que se
presentan cambios substanciales celulares en el citoplasma (sin un aumento
importante en el volumen citoplasmatico, ni la subsiguiente lisis, como se aprecia
en la necrosis) y en el ndcleo (compactacion de la cromatina) (Markstrém, 2002).

El inicio del proceso de apoptosis es desencadenado en respuesta a la activacion
de genes proapoptoticos; estos codifican para las caspasas (procaspasas), que
son enzimas con una fuerte actividad proteolitica, y los genes de la familia Bcl-2,
dentro de los que se encuentran Bcl-XL, Bcl-w, Bid, Bax, Bik, Bcl-Xs. Las
caspasas estan activadas en forma de zimdgenos que se encuentran inactivos y
deben ser activadas para actuar; por medio de la activacion de una caspasa por
otra, por la union de cofactores y coenzimas que producen la activacion; 6 por la
activacion generada por los receptores de muerte celular. De esta forma se
desencadena la actividad de un grupo de enzimas que degradan el DNA,
conocidas como DNasas, las cuales son endonucleasas que producen una
defragmentacién internucleosomal del DNA, haciéndolo perder su patron

caracteristico (Flores, 2005 y Rosales, 2008).

Se han propuesto tres mecanismos de regulacion de la apoptosis. EI mecanismo
hormonal (gonadotropico y esteroidal) que junto con los factores locales 6 tréficos
(EGF, FGF, IGF e insulina); cumplen un papel importante en la regulacion de la
apoptosis ya que favorecen la supervivencia celular, actuando como mecanismo
anti-apoptotico, el cual es totalmente dependiente de la expresién de los

receptores, para estos factores en las células (Hacker, 2000; Markstrom, 2002;
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Johnson, 2003). El segundo mecanismo de regulacion de apoptosis es
dependiente del gen p53, el cual es inducido por alteraciones y dafios presentes
en el DNA, que desencadena la activacion de los genes proapoptéticos como el
Bax, desencadenando la cascada de de reacciones apoptéticas (Slot, 2006). Un
tercer mecanismo de induccién de la muerte celular por apoptosis se da por la
induccién de la via Fas, la que hace parte de una serie de mecanismos de tipo
inmunolégico, ya que al hacer contacto el Fas con su receptor de membrana
celular, permite la activacion de de los genes pro-apoptéticos pertenecientes a la
familia Bcl-2 (Johnson, 2002; Flores, 2005 y Slot, 2006).

2.2.2. Mecanismo de Ovulaciéon

Una vez el foliculo dominante presenta sus componentes completamente
desarrollados y libera las cantidades de estradiol necesarias para sus funciones
(estrogeno-activo), pasa a la etapa de foliculo preowlatorio, que es la etapa en la

gue se prepara para el fendmeno de la owulacién 6 liberacién del oocito.

La maduracion del foliculo preowulatorio depende de la interaccion de sustancias
como las gonadotropinas, hormonas esteroides, factores de crecimiento, entre
otros. Los incrementos plasmaticos de estradiol, preceden al incremento transitorio
en la liberacion de LH (Sanchez, 1993); como los foliculos preowulatorios
presentan un incremento en el nimero de receptores para LH, éstos van a ser
susceptibles de esta elevacion transitoria en la concentracion de LH en sangre,
proceso por el cual se produce la activacion de la adenilciclasa para producir
AMPciclico (AMPc) intracelular, activando la sefal de transduccion para la
proteina quinasa A (PKA). Ademas los receptores de LH ya conjugados con la LH
pueden utilizar un segundo mensajero como el inositoltrifosfatado y el Calcio para
producir la activacion de la proteinquinasa C (Rosenfeld, 2001). El incremento
transitorio de LH (pico preowulatorio de LH), genera el incremento en la sintesis de
MRNA que codifica para los receptores de progesterona, ciclooxigenasa-2
(COX612) y factor regulador de crecimiento temprano (Egr-1) los cuales son
indispensables en el proceso de owlacion, favoreciendo el rompimiento del

foliculo por un area especifica y la extrusiéon del oocito maduro (Richards, 2005 y
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Crowe, 2008). En la superficie del foliculo, en donde se produce la owulacion,
pueden distinguirse varios estratos celulares, caracterizados por una capa
superficial simple de epitelio ovarico, la tunica albuginea (compuesta por tejido
conectivo) y la teca externa envuelta por una red coldgena que provee firmeza a la
pared folicular, la teca interna y finalmente la capa de células de la granulosa

separada por la lamina basal del complejo cumulus-oocito (Ohnishi, 2005).

En el foliculo se inicia la expansiéon del complejo cumulus-oocito debido a la accién
de dlicosaminoglicanos (acido-B1, 3-N-acetilglucosamina [(-1,4-glucurénico)
producidos en las células del cumulus y que tienen como funcién aumentar la
presion intrafolicular (Richards, 2005). Ademas se desencadena la sintesis de
MRNA que codifica para el factor de necrosis tumoral-a, que permite la activacion
de una serie de proteinasas desencadenantes de los mecanismos proteoliticos en
la matriz extracelular (Hunter, 2004). Las proteinasas que intervienen en los
procesos proteoliticos son clasificadas asi: el primer grupo, estd compuesto por
las pertenecientes a la matriz de metaloproteinasas (MMPSs) (aprox. 23 MMP); el
segundo grupo, esta conformado por serinas como es el caso del activador del
plasmindgeno y la plasmina; el tercer grupo, esta compuesto por desintegrinas y
trombospondinas; finalmente, esta el grupo de la proteina morfogénica del hueso
1, la catepsina-L y las proteinas plasmaticas asociadas a la prefiez (Ohnishi,
2005). Al activarse, éstas proteinasas van a actuar sobre los estratos celulares y la
red colagena que brinda soporte a los tejidos de la pared folicular, causando su
adelgazamiento y pérdida la tension. La activacion de las proteinasas que
componen la matriz de metaloperoxidasas entre ellas MMP-2, MMP-14 y MMP-23,
sintetizadas en las células de teca, producen la liberacion de colagenasas y
gelatinasas la cuales desencadenan el efecto proteolitico generando la ruptura de
la pared (Richards, 2005), esto sumado al proceso inflamatorio agudo que genera
un aumento en la despolarizacion en las células del foliculo y los cambios en la
concentracion en el citosol celular del calcio van a favorecer el proceso de

owulacion (Spey, 2006).
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Una vez se produce la ruptura del foliculo el oocito es liberado y es captado por
las fimbrias del oviducto, las cuales se encuentran dispuestas hacia el ovario,
gracias a la accion estrogénica. En el ovario, el espacio vacio del foliculo ovulado
llenado répidamente de sangre, originando una estructura transitoria denominada
cuerpo hemorragico, como preambulo a la formacién y consolidacion del cuerpo
liteo (Hunter, 2004).

2.2.3. Formacion y Consolidacion del Cuerpo Luteo

El cuerpo liteo funciona a manera de una glandula endocrina transitoria,
altamente irrigada, cuya principal accién es la produccion de la hormona
progesterona, la que favorece la formacion de un adecuado medio ambiente
uterino, permitiendo que ocurran las primeras etapas del desarrollo embrionario y
después desencadenar el reconocimiento materno de la gestacion (Kastelic, 1990;
Grygar, 1997; Bridges, 2000 y Schams, 2004); al no producirse ésta interaccion
entre la madre y el embrion, se da paso a un nuevo ciclo estral debido a la
activacion de los mecanismos luteoliticos, que generan la involucion tanto
estructural como funcional del cuerpo liteo, permitiendo una nueva etapa de
dominancia folicular asi como la siguiente owulacion (Starbuck, 2004 y Hernandez,
2008).

Una vez liberado el oocito y el liquido que se encontraban en el antro folicular, se
inicia una llegada masiva de sangre al sitio de owulacion; estos cambios
hemodinamicos locales intervienen en la remodelacion que ocurre durante la
transicion de estructuras ovaricas, ya que al formarse un cuerpo liteo va a
producirse una importante neovascularizacion (angiogénesis) y una diferenciacion
de las células que estaban presentes en el foliculo (luteinizacién), durante el pico
de LH y la formaciéon temprana del cuerpo liteo (Schams, 2004). Al inicio de la
luteinizacion las células de la teca folicular sufren un proceso de hiperplasia e
hipertrofia, para generar las células luteales pequefias; mientras que las células de
la granulosa folicular van a dar paso a las células luteales grandes, disminuyendo
asi la capacidad para producir andrégenos y estrogenos al disminuir la sintesis de
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MRNA que codifica para las enzimas P450 17a-hidroxilasa (17a-OH) y la 3p3-
hidroesteroide-deshidrogenasa (3B-HSD) (Acosta, 2003).

El cuerpo luteo bovino estd compuesto por células luteales grandes, pequefias,
varios tipos de células endoteliales, musculatura lisa, macrofagos, leucocitos y
ocasionalmente algunas células plasmaticas, cuya funcién es la secrecion de
progesterona, y en pequefas cantidades, estradiol, prostaglandinas y hormonas
peptidicas, como relaxina, oxitocina, neurofisina-l, vasopresina e inhibina (Grygar,
1997; Niswender, 2002 y Sangha, 2002). El mecanismo por el cual se produce la
remodelacion del componente celular folicular, incluye hipertrofia de las células
foliculares, hiperplasia de los fibroblastos que componen el tejido conectivo y
aumentos en el aporte sanguineo. Estd también acompafado por cambios en la
matriz extracelular, diferenciacion, mitosis y migracion celular; controlados por la
expresion de genes que codifican para dos familias de proteinas involucradas en
cada uno de estos procesos y factores de crecimiento como el EGF, bFGF, IGF, el
factor de crecimiento angiogénico (AGF), entre otros (Schams, 2004). Esta
remodelacion funcional y estructural de la matriz extracelular es claramente
influenciada por la accién de las metaloproteinasas y del plasmin6geno activador
de plasmina, activados por la disminucion en la sintesis de mRNA que codifica
para las proteasas inhibidoras de estos factores, como la TIMP y la a2-
macroglobulina, una vez ocurrida la ruptura folicular (Acosta, 2004). Durante la
etapa final del desarrollo folicular se generan cambios hemodindmicos que
disminuyen el aporte sanguineo ovarico pos-owulacion; entre 2 y 5 dias después
de la owulacion el flujo sanguineo se incrementa notoriamente correlacionandose
con el aumento del volumen Iitea y las concentraciones sanguineas de
progesterona debido a la angiogénesis que se esta produciendo en el cuerpo
liteo, lo que genera la diferenciacion de las foliculares en células Iluteales
(Schams, 2004).

Una vez establecidas las células luteales grandes y pequefias se crean uniones
intercelulares que permiten el intercambio de elementos entre las células,
importantes para la regulacién del crecimiento, diferenciacion y regresion luteal;
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estos canales son inducidos por la accion de las gonadotropinas hipofisiarias (FSH
y LH), asi como de sus receptores (Chabbert-Buffet, 2000). Las células luteales ya
formadas, incrementan su contenido de lipidos, colesterol y esteres; pero también
incrementan la actividad de las enzimas 5-3B-hidroxiesteroide-deshidrogenasa, asi
como de la succinato deshidrogenasa, glucosa-6-fosfato-deshidrogenasa,
isocitrato-deshidrogenasa, malato-deshidrogenasa y fosfatasas, para poder
efectuar la biosintesis hormonal durante la fase luteal. De esta manera, la LH llega

por via circulatoria al cuerpo liteo que se encuentra altamente irrigado.

2.2.4. Reconocimiento Materno Post-trasplante y Activacion de Mecanismos

Luteotropicos

La eficiencia en la técnica de TE, se ve afectada por muchos factores, entre ellos
los que estan asociados a la hembra receptora de embriones, por este motivo es
muy importante hacer un control eficaz de los factores que puedan causar
variabilidad en los resultados positivos tras la aplicacibn de esta técnica,
representados en prefieces (Kastelic, 1990; Gonzalez, 2001; Spell, 2001 y
Vasconcelos, 2006). Es importante hacer un seguimiento de las estructuras
ovaricas presentes en la hembra durante el protocolo de sincronizacion, ya que
evaluando los tamafios del foliculo y del cuerpo luteo, previos a TE, puede tenerse
una idea clara de los niveles de produccién de progesterona para de esta forma
poder hacer una seleccion de las hembras que van a ofrecer un Optimo medio
uterino al embrion que van a recibir (Kastelic, 1990; Bridges, 2000; Vasconcelos,
2001; Baruselli 2001; Spell, 2001; Sartori, 2002; Duica, 2007 y Gonella, 2010).

Durante la etapa embrionaria temprana (antes de la implantacion del conceptus) el
embrion migra a lo largo de la luz uterina, por lo que es importante que el epitelio
uterino no permita el adosamiento embrionario antes de tiempo; de esta manera,
desencadena la sintesis de mMRNA que codifica para las proteinas antiadherentes
en las células del epitelio luminal uterino, asi se produce la expresion de las
glicoproteinas mucinas entre las que presentan una mayor accion las MUC-1 y
MUC-4, estas proteinas van a estar presentes en la superficie luminal uterina

hasta los dias 15-16 cuando los niveles de estas inician su descenso para permitir
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gue inicie la etapa de implantacion. Las mucinas 1 y 4 recubre las células de la
pared uterina para bloquear la unién temprana entre el trofoectodermo y los
receptores de las proteinas de multiple adhesion como las integrinas, evitando que

se genere una implantacion temprana (Spencer, 2007).

Los mecanismos de mitosis celular ocurridos en las células, asi como el aumento
de la presién ejercida por el fluido contenido en el blastocele y la accion de las
enzimas que desnaturalizan la zona pelicida (barrera protectora embrionaria),
permiten que el blastocisto eclosione; es entonces cuando el conceptus (embridn
con sus membranas asociadas) comienza a tener contacto directo con el medio
uterino, el cual es un periodo critico, ya que del dia 8 al 17 ocurre
aproximadamente un 30-40% de las pérdidas embrionarias. El establecimiento
satisfactorio del embrion es producto de la interaccidn entre éste con sus
membranas asociadas y el endometrio de la hembra receptora, logrado mediante
el proceso denominado reconocimiento materno de la prefiez, el cual es

indispensable para el subsecuente.

El reconocimiento materno de la prefiez se evidencia como el periodo critico en el
que el embrion “envia senales” de su presencia a la madre antes de iniciarse el
proceso de regresion del cuerpo lateo, para asi mantener la integridad funcional y
estructural del mismo, desencadenando una serie de cambios uterinos que
favorecen el establecimiento de la gestacion, este mecanismo es generado por la
sintesis y secrecion de interferon Tau por parte del embrion, lo cual es
considerado como un importante factor luteotrépico (Rodriguez, 2001; Rodina,
2009 y Tovio, 2010).

La supervivencia embrionaria temprana depende de la no reaccion de rechazo
inmunologico por parte de la madre al conceptus, de un medio ambiente uterino
favorable para el desarrollo embrionario, de la programacién genética intrinseca
de embrién (Hernandez, 2008 y Tovio, 2010) y también es de gran importancia la
no presencia de microorganismos en el medio uterino que puedan generar
mortalidad embrionaria durante las diferentes etapas del desarrollo embrionario.

Una vez eclosionado de su zona peltcida el embrion junto a todas sus membranas
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sufren un desarrollo vertiginoso, en el que se elongan, ocupando gran parte de la
superficie uterina, mecanismo que es dependiente de una serie de factores de
crecimiento entre los cuales se resalta el TGF- y el VEGF (Hernandez, 2008). Al
tener contacto el conceptus, con el fluido uterino presente en el espacio luminal
uterino, compuesto por derivados del suero sanguineo que aporta electrolitos,
sustratos energéticos y productos especificos que permiten aumentar la
posibilidad de supervivencia del embrion durante la etapa inicial del desarrollo
embrionario va a iniciarse la produccién de la sefial primaria por parte del
conceptus hacia la madre, que va a tener un papel decisivo en el mecanismo del

reconocimiento materno de la prefiez.

Al llegar el conceptus al dia décimo del desarrollo las células del trofoblasto inician
la secrecion la proteina trofoblastica bovina, denominada también Interferon Tau,

presentando una maxima produccion entre los dias 13 al 23.

Es importante que se produzca una elongacion del conceptus para que se
presente el reconocimiento materno, ya que al haber una mayor superficie
trofoblastica, un nimero mayor de células van a sintetizar una mayor cantidad de
interferon por accion de los genes para la sintesis de interferon (ISGs). De esta
manera, al desarrollarse el conceptus se incrementa la sintesis de mRNA que
codifica para interferon Tau, el cual hace contacto con los receptores para
interferén (IFANAR) presentes en las células del epitelio glandular y luminal
uterino generando la fosforilacion cruzada y activacion de quinasas, que producen
la activacion para sefial de transduccion y activacion de transcripcion 1y 2 (STAT
1y 2); por otra parte la estimulacion producida por la unién del interferén Tau a su
receptor, interviene directamente en la expresion del factor estimulante de
transcripcion de interferon 3y (ISGF 3y), que favorece para la sintesis e hiper-
activacion de los elementos que responden a la estimulacion del interferon (ISRE),
como STATL, STAT2, ISGF3G, B2M, ISG15, MIC, OAS, los cuales intervienen en
la sintesis de las proteinas que favorecen el mecanismo de implantacién del
conceptus (Roberts, 1999 y Spencer, 2007).
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Una vez ocurrida la fecundacion del oocito y activada la cascada de los
mecanismos luteotrépicos del Gtero, se produce un aumento en la capilaridad
asociado a la produccién de progesterona; esto estimula a las células del epitelio
luminal y glandular endometrial para sintetizar varios tipos de moléculas, como
enzimas, factores de crecimiento, citoquinas, linfoquinas, hormonas, proteinas
transportadoras y otras sustancias histotropas, entre las que se evidencian los
TGF-a, B1, B2, B3, PDGF, IGF tipo | y Il, factor endotelial de crecimiento vascular
(VEGF), factor estimulador de colonias (CSGF), EGF, FGF, TNGF-a, interleuquina
1,3,6 (IL-1,3,6,), factor inhibidor de la leucemia, ademas de un gran nimero de
proteinas como la proteina con reactividad cruzada con la ubicuitina (PRC-U), la
proteina 2 quimiotactica granulocitica, proteinas de la leche uterina (UTMP),
serpinas uterinas (US), osteopontinas (OPN), entre otras. Asi, los factores de
crecimiento van a unirse al Heparan Sulfato Proteoglican (HSPG) en el glicocalix
del epitelio uterino para brindar unas caracteristicas adecuadas a éste, que
permiten favorecer un adecuado desarrollo embrionario, reconocimiento por parte
de la madre, implantacién, y mantenimiento de la gestacion. Asi mismo, por accién
hormonal se disminuye el tono de la musculatura lisa uterina que facilita la
adherencia del embrién, previniendo pérdidas embrionarias tempranas (Bowen,
2000).

2.2.5. Mecanismo de Implantacién Embrionaria

Una vez dadas las condiciones uterinas y hormonales (que integran las sefiales
endocrinas y paracrinas) generadas por la madre y el conceptus, que favorecen la
activacion de los mecanismos luteotrOpicos; y después de producirse la
elongacion de la estructura embrionaria, con la subsiguiente liberacion de la
proteina trofoblastica bovina (sin generarse rechazo inmunolégico materno, ni
expresarse alteraciones genéticas embrionarias), se inicia el mecanismo de
implantacion embrionaria que termina con el adosamiento del conceptus al epitelio

uterino materno, generdndose una comunicacién reciproca entre éstos.

Al producirse el acercamiento entre el trofoectodermo y la pared luminal uterina,
se desencadena el mecanismo de implantacién, en el cual se distinguen
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claramente cinco eventos que terminan con la unidon entre estas estructuras
(Spencer, 2007). Durante la primera etapa se produce la eclosion del blastocisto

de la zona pellcida la cual se produce aproximadamente el dia 8 post-fertilizacion.

Inmediatamente después (dias 9-11), se genera el precontacto y orientacion del
blastocisto, en esta etapa se produce un cambio importante en la morfologia del
conceptus, ya que cambia de forma esférica a tubular y migra hacia la regién
media del cuerno uterino ipsilateral al cuerpo luteo; por lo cual es de gran
importancia la accion de las glicoproteinas antiadherentes mucina 1y 4 (MUC-1y
MUC-4), durante esta etapa. Ya para el dia 11, inicia la disminucion en la
secrecion de las mucinas, dando paso a la aposicién del trofoblasto elongado, a la
pared uterina. Una vez producido el adosamiento entre estas estructuras, inicia la
sintesis de mRNA que codifica para la sintesis de las integrinas, las cuales son
sustancias de origen protéico producidas en las células del epitelio uterino y en las
células del trofoectodermo que tienen por funcidén facilitar el proceso de
implantacion embrionaria. Entre los dias 15 y 16 se inicia la cuarta etapa del
mecanismo de adhesion del conceptus al epitelio endometrial; durante este
periodo se inicia el proceso de transcripcion de los genes que codifican para las
proteinas de multiple adhesién en las células del epitelio glandular endometrial,
entre las que presentan una mayor accién la molécula glicosilada para la adhesién
celular-1 (GLYCAM-1), la galectina- 15 (LGALS-15) y la fosfoproteina-1 (SPP-1)
también denominada osteopontina, CTS1, CTS3, CTSL, STC1, fibronectina de
unién, fibronectina oncofetal, vitronectina, tenascina, factores de Von Willebrand y
las serpinas, entre otras. La produccién de estas proteinas esta directamente
influenciada por accion progestagena, las cuales se unen a sus receptores de
membrana pertenecientes al grupo de integrinas y glicoconjugados presentes en
el extremo apical de las células del trofoectodermo y de las células del epitelio
luminal uterino, para facilitar la adhesion de estas estructuras, ademéas de regular
el desarrollo del conceptus durante la fase de implantacion; las integrinas
presentes durante las etapas del proceso de implantacién presentan varias
subunidades como la 31, a3, a6 y av3, entre otras, que intervienen favoreciendo

el adosamiento (conceptus-utero).
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Una vez ocurrida esta etapa, hacia el dia 20 a 25, se desencadena la quinta fase
del mecanismo de implantacién, en la que se evidencia la invasion celular
endometrial, asi como la estimulacion de las células mononucleares del trofoblasto
para especializarse formando las células binucleadas gigantes, las cuales migran
y se fusionan con las células del epitelio luminal, transformando el estrato simple
del epitelio luminal endometrial en una placa sincitial de células hibridas
fetomaternas trinucleadas. Estas pueden unirse en grupos celulares, por medio de
uniones estrechas, para desarrollar los sitios de unién feto-maternas, permitiendo
el crecimiento del cotiledon en los placentomas, los cuales son indispensables
para el paso de sangre oxigenada, sustancias y nutrientes de la madre al feto pero
también para drenar del feto las sustancias de desecho (Spencer, 2007 y
Hernandez, 2008).

Durante esta fase, llamada de invasion endometrial, las células experimentan una
serie de transformaciones, mediadas por la sintesis de mRNA que codifica para
las sustancias activadoras de cada uno de estos cambios estructurales, entre las
gue toma una gran importancia la hialuronidasa-2 (HYAL-2), intra y extra celular, la
cual es una proteina glicosilfosfatidilinositol de anclaje, que intracelularmente
interviene en la diferenciacion de las células trofoblasticas binucleadas, pero en el
componente extracelular se ubica en la superficie celular permitiendo la unién
celular durante la fase de implantacion embrionaria (Bowen, 2000 y Spencer,
2007).

Las células binucleadas ademas de la formacion de los puntos de unidn
fetomaternas, también se encargan de sintetizar y secretar proteinas y hormonas
esteroideas como la hormona somatomamotropica corionica-1 (CSH-1), también
conocido como lactégeno placentario, las glicoproteinas asociadas a la prefiez
(PAGs) y la progesterona, las cuales se unen a sus receptores y a los receptores
de prolactina ubicados en las glandulas uterinas estimulando el crecimiento y
diferenciacion celular durante la gestacion. A continuacion de este proceso se
sintetiza una mayor cantidad de receptores para prolactina en las células del
epitelio glandular endometrial, en las que al hacer contacto con el respectivo
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ligando y bajo la accion de hormonas lactogénicas y somatogénicas, se inicia un
proceso de hipertrofia y diferenciaciéon de las células endometriales, acompafnado
por la expresion de los genes para la produccion de proteinas presentes en la
leche endometrial, como el avB3 que codifica para una serie de integrinas
(heterodimeros), entre las que se encuentran la fibronectina de unién, fibronectina
oncofetal, vitronectina, osteopontina, tenascina y factores de Von Willebrand, entre
otros estos que favorecen el crecimiento del conceptus, su desarrollo e
implantaciéon. De la misma forma una de las proteinas de mayor secrecion uterina
durante esta etapa es la osteopontina, la cual es una fosfoproteina sintetizada por
las células del epitelio glandular, gracias a la estimulacién ejercida por la
progesterona al ser liberada en el lumen uterino, va a ubicarse en la superficie
apical del epitelio luminal endometrial, del epitelio glandular y también en la
superficie del trofoectodermo. La osteopontina se une a las integrinas presentes
en la superficie del trofoectodermo y también a las de la superficie de las células
del epitelio luminal uterino produciendo la unidn entre éstas; ademas, la
osteopontina puede formar puentes bi-funcionales con las integrinas utilizando
otros receptores superficiales en las células del epitelio uterino y del
trofoectodermo, los cuales se estabilizan por medio de la transglutaminacién de
estas proteinas, consolidando la unién entre el utero y el conceptus. En este
proceso también interviene de manera importante la molécula glicosilada para la
adhesion celular-1 (GLYCAM-1), la cual pertenece al grupo de las mucinas,
actuando como mediador en la adhesion celular endotelial; ya que actia como
ligando especifico en los receptores ubicados en las células del epitelio uterino y
del trofoectodermo, desencadenando la activacién de las proteinas de adhesion
(integrinas), produciendo una unidn estable conceptus-epitelio uterino (Spencer,
2007).

2.2.6. Activacion de Mecanismos Luteoliticos

Al no desencadenarse la cascada de mecanismos luteotropicos, mediados por el
interferon Tau, se inicia la activacion de los mecanismos luteoliticos que tienen
como finalidad la regresion funcional y estructural del cuerpo lateo. La interaccién
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entre la progesterona, los estrégenos y la oxitocina, asi como de sus respectivos
receptores, entre otros factores, permiten que el epitelio endometrial sintetice el

principal agente inductor de la lisis del cuerpo luteo, que es la prostaglandina F2a.

Esta se dirige por via circulatoria al cuerpo lateo, para generar la accion luteolitica,
gue consiste en desencadenar la apoptosis 6 muerte celular controlada de las

células que componen esta estructura (Barnea, 2000).

La accion de la progesterona en el endometrio durante el ciclo estral, es necesaria
para la produccion uterina de la prostaglandina F2a, ya que al disminuir las
concentraciones plasmaticas de progesterona, se induce un aumento en los
niveles de fosfolipidos, asi como el incremento en la sintesis de la prostaglandina
sintetasa que es una de las enzimas que intervienen en la transformacion del
acido araquidonico en prostaglandina F2a. También el estradiol y la oxitocina
juegan papeles decisivos en la sintesis y liberacion de prostaglandina. El
mecanismo por el que se produce la sintesis y liberacion de prostaglandina F2a
por el epitelio uterino depende de la interaccion entre el cuerpo luteo, los foliculos
ovaricos, el Utero, el encéfalo, asi como de una serie de productos, entre los que
se encuentran las hormonas, los factores de crecimiento, entre otros (Hernandez,
1998).

La regresion del cuerpo Iluteo se inicia con la disminucién en la sintesis de
progesterona, la cual recibe el nombre de regresion funcional. Durante el inicio de
esta etapa no de evidencian aun las alteraciones morfologicas de las células

luteales que ocurren durante la etapa de la regresion estructural del cuerpo liteo.

Hacia los dias 16 a 17 del ciclo estral, al no haber un estimulo luteotrépico de
origen embrionario, van a desencadenarse una sumatoria de factores que
favorecen la secrecion de PGF2a, produciendo la regresién estructural del cuerpo
liteo (luteolisis), dando paso a un nuevo ciclo estral, dichos factores se
encontraban controlados, ya que la progesterona sintetizada y liberada por el

cuerpo luteo generaba un efecto inhibitorio sobre la secrecion de PGF2a, que
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afectaba la sintesis del mRNA que codifica para la sintesis de los receptores de
oxitocina (Hernandez, 1998 y Goff, 2004).

Por otra parte las ondas de desarrollo folicular continlan a lo largo de la etapa
luteal. Asi, para esta etapa del ciclo estral los foliculos en crecimiento sintetizan y
liberan estradiol, el cual hace contacto con sus receptores hipotaldmicos, ubicados
en el nucleo supradptico, produciendo la sintesis de la hormona oxitocina; esta
vigja por el eje hipotadlamo-hipofisiario para ser almacenada en la neurohipdfisis,
en donde es liberada bajo la influencia del estradiol. Asi mismo el estradiol
estimula la sintesis de mRNA que codifica para receptores de oxitocina en las
células que componen el epitelio uterino, generando un incremento en el nUmero
de los receptores a este nivel, los cuales hacen contacto con su ligando para
permitir la sintesis de prostaglandina. Sumado a esto, el incremento en los niveles
de estradiol estimula las células del epitelio glandular y luminal uterino para la
sintesis de enzimas como la fosfolipasa A, C y cicloxigenasas, que tienen un
efecto primordial en la sintesis de la prostaglandina F2a. Al producirse la
fosforilacion enzimatica ejercida por la proteinquinasa C de las proteinas que
hacen parte del citoesqueleto, se genera la remodelacion de éste generando el
desplazamiento de granulos de oxitocina hacia la membrana celular, con la
subsiguiente liberacion de oxitocina, la cual favorece la sintesis de PGF2a
(Olivera, 2007).

La PGF2a se une a sus receptores que se encuentran presentes en la superficie
de las células esteriodeogénicas luteales grandes, los cuales pertenecen a la
familia de receptores acoplados a proteina G. al producirse la union entre éstos y
su ligando (PGF2a), se activa la fosfolipasa C por medio de la proteina G,
permitiendo que ésta catalice la hidrolisis del fosfatidilinositol 4,5 bifosfato en
inositdl 1, 4, 5 trifosfatado (IP3) y 1,2-diacilglicerol. Al incrementarse la produccion
IP3, se une a los receptores presentes en el reticulo endoplasmatico liso
desencadenando la liberacion de Calcio intracelular, que estimula la actividad
catalitica de la proteinquinasa C, dependiente del Calcio, la cual genera una
accion antiesteriodeogénica por la modificacién postransicional de las proteinas
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celulares que intervienen en la esteroideogenesis. También se afecta la
biodisponibilidad de colesterol intracelular y se altera la matriz extracelular de las
células luteales (Niswender, 2000). Asi mismo, al unirse la PGF2a con su receptor
puede activar la proteinquinasa C, por medio de esteres de forbol,
desencadenando la serie de reacciones luteoliticas que es mediada por las
fosforilaciones secuenciales de proteinquinasa activada por mitdgenos, que
finaliza con la inhibicion de la trascripcién del mRNA para la proteina reguladora
de la esteroideogenesis, afectando la sefalizacibn para la produccion de
progesterona (Olivera, 2007).

Los cambios estructurales en las células luteales grandes y pequefias comienzan
a evidenciarse después de 24 a 36 horas de la exposicion luteal a la
prostaglandina, pero ya para esta etapa la actividad esteriodeogénica esta
ampliamente reducida; asi mismo las células endoteliales que conforman la
intrincada red de capilares del cuerpo Ildteo, son las primeras que presentan
importantes alteraciones morfolégicas, produciendo la activacion del fenomeno de
apoptosis celular (Goff, 2004).

La apoptosis, también conocida como “muerte celular programada” se produce por
una serie de cambios bioquimicos y morfolégicos. Durante el proceso de apoptosis
se evidencia el encogimiento de la célula con presencia de fraccionamientos
citoplasmaticos y la apariciobn de secciones nucleares que contienen cromatina
degenerada. Las fracciones citoplasmaticas, también llamadas cuerpos
apoptoéticos son rapidamente degradados por la accion de las células fagociticas
del sistema inmune (Stocco, 2007).

La iniciacion del proceso apoptotico es mediado por la coordinacion de un grupo
de genes que se activan, los que codifican para las procaspasas y caspasas
(enzimas con una fuerte actividad proteolitica) y por los genes de la familia Bcl-2,
mediados por el Calcio (Niswender, 2000), dentro de los que se encuentran Bcl-
XL, Bcl-w, Bid, Bax, Bik, Bcl-Xs. Las caspasas estan presentes intracelularmente
en forma de zimbégenos que se encuentran inactivos y deben ser activadas por

medio de otra caspasa por otra, por la unién de cofactores y coenzimas que



34

producen la activacion 0 por la activacion generada por los receptores de muerte
celular, de esta forma de desencadena la actividad de un grupo de enzimas que
degradan el DNA, conocidas como DNasas; las cuales son endonucleasas que
producen una defragmentacion internucleosomal del DNA, haciéndolo perder el
patrén caracteristico de éste (Flores, 2005).

En el mecanismo de apoptosis también intervienen de manera directa varios
factores, entre los que se cuentan las hormonas (gonadotropicas y esteroidales) y
los factores locales 6 tréficos; estas sustancias cumplen un papel importante en la
regulacion de la apoptosis, ya que favorecen la supervivencia celular, actuando
como mecanismo anti-apoptotico, que es totalmente dependiente de la expresion
de los receptores, para cada uno de éstos en las células. Asi mismo el proceso
apoptético es regulado por la expresion de algunos genes de importancia en este

proceso.

Los agentes pro-apoptoéticos y anti-apoptéticos, median de manera efectiva en la
decisidn celular al iniciar 6 no este proceso. Al no presentarse una concentracion
adecuada de receptores de membrana de agentes anti-apoptoticos como
tirosinquinasa, hormona de crecimiento, gonadotropinas, proteina G, hormonas
esteroideas acopladas a sus receptores nucleares, EGF, EGF, IGF e insulina,
acoplados a sus receptores, va a producirse la activacion de los genes pro89
apoptoticos (familia Bcl-2); éstos ya activados al interior de la célula van a dirigirse
a la mitocondria generando la liberacion de agentes pro-apoptéticos, como es el
caso del citocromo-C en el citosol celular; el cual va a unirse a la proteasa
apoptoética activadora de factor 1 (APAF-1) y a la pro-caspasa 9 formando el
complejo proapoptosoma, los que permiten la activacion de la pro-caspasa 3 en

caspasa 3 (Olivera, 2007).

Una vez ocurrido el proceso de regresion funcional y estructural del cuerpo lateo,
sobre la superficie ovarica, exactamente en donde se encontraba la estructura
luteal se forma un cuerpo cicatrizal 6 vestigial que también recibe el nhombre de
cuerpo albicans.
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2.3. FACTORES QUE AFECTAN LA EFICIENCIA REPRODUCTIVA EN LA
HEMBRA RECEPTORA EN UN PROGRAMA DE TE

Existen una serie de causas que afectan la eficiencia reproductiva al aplicar
biotecnologias asociadas a la reproduccién durante la etapa embrionaria
temprana. Actualmente se estima que el porcentaje de pérdidas embrionarias
ocurridas antes del dia 17 es de aproximadamente entre el 30 y 40% (Araujo,
2005), en condiciones naturales, por eso puede pensarse que al intervenir en
estos procesos estas pérdidas pueden ser mayores. Las pérdidas embrionarias
deben ser identificadas y diferenciadas de las muertes embrionarias que ocurren
después del dia 17 de gestacion, ya que al ocurrir la pérdida embrionaria, antes
del reconocimiento materno, la hembra retornara al estro en la misma fecha que
se espera que se presente el proximo estro, en ausencia de la gestacion, mientras
que las pérdidas embrionarias que se producen después de producirse el
reconocimiento materno van a hacer que el estro se presente después del dia 25
post-1A. Esto permite pensar que el embrion o parte del trofoblasto estaban vivos
el dia del reconocimiento de la gestacion (Hernandez, 2003).

Dentro de las causas de mortalidad embrionaria, también deben tenerse en cuenta
factores de tipo genético, los que pueden deberse a la presencia de defectos
heredados, alteraciones durante la meiosis celular, problemas durante Ila
fertilizacion, alteraciones cromosomicas, que se constituyen como causas de
pérdida embrionaria, ya que en hembras superowuladas se considera que el 10%
de estadios de moérula y blastocistos presentan este tipo de anormalidades
citogenéticas, siendo esta una causa directa de pérdida embrionaria.

Existe una serie de moléculas asociadas al proceso de implantacion que participan
activamente en este proceso. De esta manera cualquier alteracion en los procesos
de replicacion de la informacion genética va desencadenar falla en la sintesis de
proteinas, causando alteraciones en el desarrollo éptimo del embrion y el éxito de
la implantacién, produciendo una subsecuente pérdida embrionaria en cualquiera
de la etapas (Kawarsky, 1996).
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La heredabilidad es muy importante en la aparicion de algunos desérdenes
reproductivos en vacas lecheras. Entre ellos se encuentran la retencion
placentaria, la presencia de locus anormales, endometritis, anestro y ovarios
quisticos. Todos estos factores, al no ser controlados, van a causar alteraciones
reproductivas que van a afectar directamente el desempefio reproductivo del

animal (Hernandez, 2003).

Es importante también tener en cuenta los factores de tipo ambiental, ya que estos
van a afectar directamente las condiciones de confort de la hembra bovina
afectando asi el desempefio de ésta. Es asi como el control de la temperatura
corporal en el animal, es un proceso integrado, regulado por mecanismos
fisiologicos en el hipotdlamo; los principales efectos del estrés calérico se
observan en la vaca de leche, ya que es poco eficiente en mantener la
temperatura corporal debido a que la pérdida de calor depende de la evaporacion
por via respiratoria y en menor grado por la sudoracion, afectando de manera
directa el desempefio productivo y reproductivo de ésta (Ahmad, 1995 vy
Vasconcelos, 2006). La exposicion del animal a temperaturas elevadas induce a
gque se presente mortalidad embrionaria, ya que experimenta un importante
incremento de la temperatura uterina de la hembra gestante, especialmente en
zonas tropicales (Ineskeep, 2004 y Tovio, 2010). Los efectos del estrés térmico
sobre el embrion joven no son apreciables sino hasta las fases finales de su
desarrollo, lo cual se evidencia al someter embriones a temperaturas elevadas, in
vitro, ya que estos se alteran pero contindan con su desarrollo, produciéndose una

pérdida embrionaria posterior durante la etapa de implantacion.

Varios factores asociados a la proteccion del embrion contra el choque calorico
pueden ser identificados, los cuales son generados por el zigoto desde que se da
el primer clivaje de sus células; por eso es de suma importancia que la hembra
brinde al conceptus un ambiente embriotrofico que permita la expresion de genes

gue codifican para estas moléculas.

Un importante factor que debe ser controlado de una manera efectiva esta
asociado a la nutricion, ya que existe una influencia directa entre la nutricién y el
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desempefio reproductivo del animal. Una nutricidbn desbalanceada genera un
balance energético negativo que trae como consecuencia la disminucién del peso
del animal y la disminucion de los niveles de glucosa sanguinea, necesaria para
brindar una fuente energética, que se requiere para llevar a cabo el desarrollo y
mantenimiento fisiolégico embrionario, y de las funciones reproductivas en la
hembra. Este desbalance energético produce una disminucién de la funcion del
eje hipotalamo-hipofisiario-ovarico produciendo alteraciones reproductivas, como
ovarios sin estructuras que demuestren ciclicidad y anestros prolongados (Palma,
2001). De la misma, manera van a evidenciarse disminuciones en la secrecion de
GnRH con la subsecuente disminucién en la liberacién de FSH y LH; ademas de la
inhibicién del metabolismo mineralocorticoide por una deficiente liberacion de
hormona ACTH, inhibicion del metabolismo basal, atresia folicular, escasa
liberacion de TSH, disminucion en la tasa de owlacion, celo silente, muerte
embrionaria y anestro. Otro factor importante a tener en cuenta son las dietas ricas
en proteinas degradables en el rumen, que pueden generar alteraciones en el pH
gue afectan de manera directa el medio uterino. Se producen alteraciones en los
iones; puede afectarse la ionizacién de los sustratos energéticos para el embrion
poniendo en peligro su sobrevivencia antes de producirse el reconocimiento

materno de la prefiez, lo cual va a producir una pérdida embrionaria temprana.

La toxicidad es uno de los factores que al ser encontrados en el animal van a
causar alteracion de la funciones reproductivas asi como del desarrollo
embrionario. Esta toxicidad puede ser desencadenada en el animal por la
ingestion de fitoestrégenos, antiestrogenos y algunas sustancias bocidégenas que
pueden causar alteraciones reproductivas ya que van a alterar los niveles
normales de las hormonas que intervienen en la reproduccion y por ende se
desencadena la muerte embrionaria. La toxicidad también puede ser producida
por varias especies de plantas como es el caso de las pertenecientes al género
Astragalus spp y Oxytropis spp (Conium, Nicotiana, Lupinus); al ingerir estas
plantas se van a producirse malformaciones fetales, modificaciones en el balance
de los fluidos fetales, muerte fetal y aborto espontaneo, lo cual se atribuye al

contenido de alcaloides pirimidinicos (Hernandez, 2003). De la misma forma,
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algunas variedades de pino causan alteraciones hormonales y modificaciones en
el fluido sanguineo alterando en determinado caso el ambiente adecuado para

desarrollo y sobrevivencia embrionaria.

Los factores del orden infeccioso asi como las toxinas generadas por estos
microorganismos afectan de manera directa la reproduccion de la hembra bovina,
ya gue estos presentan tropismo por el sistema reproductivo, generando
infertilidad. La infeccion causada por agentes como Leptospira spp,
Campylobacter fetus y la Trichomona fetus pueden causar muerte embrionaria y
generar problemas de repeticiobn de servicios en las hembras infectadas. En el
caso de infecciones causadas por el Haemophilus somnus se producen fallas en
la fertilizacion y mortalidad embrionaria. La accion de agentes patdgenos como
Mycoplasma spp, y Ureoplasma spp, también estan asociada a desordenes
reproductivos, ya que causan infertiidad en la hembra, incluyendo mortalidad
embrionaria. Los hemoparasitos también van a generar un impacto importante en
la reproduccién de la hembra bovina, ya que al producir su principal efecto (lisis
del glébulo rojo) van a alterar la capacidad para conducir el suficiente volumen de
oxigeno a las células, desencadenando abortos y pérdidas embrionarias en las

diferentes etapas.

Asi mismo, los agentes infecciosos de tipo viral afectan significativamente la
viabilidad de los embriones, como es el caso de los virus de Diarrea Viral Bovina,
Rinotraqueitis infecciosa y el virus de la lengua azul en los bovinos, los cuales se

adhieren a la zona pellcida, causando multiples alteraciones reproductivas.

Los factores asociados al control hormonal son importantes para generar
condiciones favorables que permitan brindar un ambiente uterino que garantice al
embrion un medio uterino adecuado para la supervivencia. El control endocrino
para la sintesis de proteinas uterinas durante el desarrollo embrionario temprano
ha sido parcialmente aclarado en los bovinos; de esta forma, se reporta que la
progesterona es la responsable de los cambios cualitativos y cuantitativos de las
proteinas presentes en el medio ambiente uterino controlando la sintesis y

secrecion de un grupo importante de éstas, desde el punto de vista génico. De
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acuerdo a esto se deduce que deficiencias de progesterona pueden causar que el
endometrio llegue a ser deficiente en la produccion de los nutrientes necesarios

para la sobrevivencia.

La progesterona regula la produccion de las secreciones uterinas que nutren
durante las etapas iniciales al blastocisto, asi que cualquier alteracion en su
composicién puede comprometer la supervivencia embrionaria; estas secreciones
uterinas transportan substratos energéticos, iones, vitaminas, aminoacidos,
péptidos, hormonas, enzimas, entre otras sustancias. Por este motivo cualquier
alteracion en la composiciéon de la dieta en Ca, Mg, K, proteina total, y glucosa,
dan como resultado modificaciones del medio ambiente uterino y esto causa

embriones anormales y/o mortalidad embrionaria.

Una vez formada la placenta, brinda un bloqueo para que no sea atacado el
embrion, constituyéndose como el medio preferente de proteccion del individuo en
desarrollo. En el caso de la técnica de TE pueden presentarse fallas en los
mecanismos de aceptacion del embrion generando la muerte embrionaria, ya que
las vacas receptoras estan recibiendo una carga antigénica adicional, debido a
gue el embrion es completamente extrafio para las hembras receptoras y el
sistema inmunolégico de la hembra puede desencadenar una respuesta inmune
atacandolo y generando una inminente pérdida embrionaria.

Es importante tener en cuenta que existen situaciones causantes de estrés en los
animales, ya que éstos son organismos Vivos de comportamientos sociales; este
estrés puede desencadenar disturbios en el proceso de implantacion y en

consecuencia causar mortalidad embrionaria.

El periodo embrionario es la fase mas critica, durante la cual el conceptus necesita
condiciones Optimas para su sostenimiento, sobre todo cuando realiza la adhesion
lenta y gradual a las paredes uterinas. Esta comienza hacia el dia 18 de la
gestacion, cerca al embridn, y el dia 36 alun no se ha realizado en toda la
extension del alantocorion. La implantacion se completa en toda la extension

mencionada, después del dia 70 de la gestacion (Hernandez, 2008). La
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exploracion del tracto reproductivo por via rectal antes de los 60 dias de la prefiez,
puede causar pérdida embrionaria, teniendo en cuenta que la implantacion es un
proceso lento y gradual, en el que se produce la adhesion del trofoblasto al

endometrio y es débil en los estadios tempranos de la implantacion.

2.4. MECANISMOS DE CONTROL DEL CICLO ESTRAL EN UN PROGRAMA
DE TE: APLICACION DE TERAPIAS HORMONALES

Para poder obtener mejores resultados en cualquier técnica de reproduccion
asistida debe realizarse un control efectivo del ciclo estral de la hembra bovina.

Actualmente, se vienen desarrollando una serie de protocolos de sincronizacion
del estro, proceso por el cual se controla el ciclo estral de la hembra por medio de

la utilizacion de hormonas exdgenas que ejercen un directo control sobre el ciclo.

Estos procedimientos estan influenciados principalmente por la accion de la
prostaglandina F2a que produce la regresion de una manera precoz del cuerpo
liteo y por la accion de la progestagenos los que actian en la hembra simulando

un cuerpo luteo (Palma, 2001).

La prostaglandina F2a es uno de los métodos utilizados tradicionalmente en
protocolos de control del ciclo estral. El inconveniente de ésta, es que es efectiva
Unicamente durante la fase luteal del ciclo estral; una aplicacién de prostaglandina
F2a entre los dias 6 y 16 inducira la regresion de cuerpo luteo lo que permitira la
finalizacion de la fase luteal, dando paso al inicio otro ciclo. Al efectuar una
aplicacion de prostaglandina F2a, se encuentra que solo un 50 y 70% de animales
responderan al tratamiento entrando en calor. Si se administran dos aplicaciones
de prostaglandina F2a con un intervalo de 11 a 14 dias (Gomez, 2005), se
permitira que todas las vacas tengan una fase latea presente en el momento de la
segunda aplicacién por lo que se logra la sincronizacion completa del ciclo estral,
realizando la deteccion del celo 5 dias después de la segunda aplicacion. Sin

embargo la accion de prostaglandina F2a se ve limitada por que solo actua en
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animales que se encuentren ciclando y que presenten un cuerpo luteo normal
(Hafez, 2000; BG, 2002 y Gouveira, 2004).

Otra manera para Sincronizar el ciclo estral de la hembra bovina es con la ayuda
de la progestagenos, por medio de la cual se trata de simular la fase luteinica del
ciclo estral, prolongandola (Gordon, 1999). El beneficio de este sistema de control
del ciclo estral, es que no se necesita que el animal presente un cuerpo liteo
funcional. Al encontrarse niveles de progesterona exégena en el sistema del
animal va a generarse un bloqgueo hormonal, debido a que éste simula la
presencia de un cuerpo lUteo; pero es importante contar con un sistema en el que
los niveles de progesterona permanezcan por un espacio de tiempo determinado
en el cuerpo del animal, como pueden ser implantes subcutaneos, dispositivos

intravaginales, esponjas, entre otros.

Las nuevas aplicaciones de tratamientos hormonales muestran que la interaccion
de hormonas generan mejores resultados en el control del ciclo estral
(sincronizacion de celos). Asi se encuentra que existen varios protocolos como el
Ovsynch en el que se aplica GnRH + prostaglandina F2a + GnRH para después
de 16 a 24 horas post-aplicacion de la segunda dosis de GnRH proceder a

Inseminar a tiempo fijo.

Para la aplicacion de las técnicas de sincronizacion del estro también se
encuentran protocolos en los que se emplean dispositivos de liberacion lenta de
progesterona. Esta hormona ha sido empleada hace aproximadamente cuarenta
afios para el control del ciclo estral (Wiltbank, 1965). Actualmente se esta
trabajando con estos dispositivos que al utlizarlos en el animal por via

intravaginal, al dia cero del protocolo sumado con la aplicacion de Benzoato de

Estradiol, va a producir un control del desarrollo folicular, ya que al aumentarse los
niveles de estradiol se estimula la secrecion de inhibina, pero genera un déficit de
los niveles de folistatina, lo cual genera una disminucion de la accién de FSH (B6,
2002).
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El dispositivo de liberacion lenta de progesterona al ser utilizado solo, genera unos
niveles muy bajos de ésta y al estar presente estos niveles en el cuerpo del animal
se va a producir una sobremaduracion por la persistencia del foliculo lo cual hace
gue cuando owule este foliculo se obtenga un oocito alterado o envejecido
(Sanchez, 1995 y Sartori, 2002). Al aplicar el dispositivo de liberacion de
progesterona junto con una dosis de estradiol se genera una retroalimentacion
negativa para la liberacibn de GnRH actuando hipotalamo y suprimiendo el
desarrollo de los foliculos presentes en el ovario, como la vida media del estradiol
exdgeno es de aproximadamente 4 dias, el dia 4.3 caen los niveles de éste
haciendo que se produzca una liberacion de GnRH en el hipotdlamo, la cual va a
la hipdfisis liberando FSH y LH, permitiendo que se inicie una nueva onda de
crecimiento folicular (B0, et al, 2002). De esta manera combinando la regulacion
de la fase folicular con la de la fase luteal, es posible predecir el surgimiento de
una nueva onda de desarrollo folicular. El dia 7 contado desde el inicio del
protocolo de sincronizacion se retira el dispositivo y se realiza una aplicacion de
prostaglandina F2a (para inducir luteolisis); el dia 8 se aplica Benzoato de
Estradiol (para sincronizar el momento de la owulacion) y treinta horas después
proceder a Inseminar a tiempo fijo (Barreto, 2002), ya que la mayoria de los
animales owllan 66 horas después de retirado el implante de liberacién lenta de
progesterona (Acosta, 2004). La variabilidad de resultados obtenidos mediante las
diferentes técnicas de sincronizacién hace que se permita avanzar en los
protocolos que controlan el desarrollo folicular; de manera que los animales
presenten un foliculo en crecimiento, con capacidad de owular en el momento del
retiro del dispositivo de liberacién lenta de progesterona y de la aplicacion de la
prostaglandina (B0, 1991; Kastelic, 1996 y Colazo, 1996).

Adicionalmente a los anteriores protocolos utilizados para el control del ciclo estral
en las hembras receptoras de embriones para la técnica de TE, se estan
empleando en estos protocolos el uso de hormonas para favorece el desarrollo
folicular, asi como la luteinizacion que ocurre una vez producida la ovulacion; por
este motivo se ha vinculado el uso de hormonas como la Gonadotropina Coridnica

equina (eCG) en pro del incremento de la eficiencia tras la aplicacién de la TE. La
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anterior hormona es aplicada buscando favorecer el crecimiento folicular durante
el ciclo sincronizado (Baruselli, 2005), asi como el proceso de especializacion de
las células foliculares durante la luteinizacion una vez producida la owulacion
(Helmer, 1986). Lo anterior va a influenciar la formacion y consolidacién de un
cuerpo lateo funcional, que genere unas concentraciones plasmaticas de
progesterona que permitan el establecimiento de un medio uterino favorable para

el desarrollo, implantacion embrionaria y mantenimiento de la gestacion

La gonadotropina coridnica equina es una hormona glicoproteina, sintetizada y
liberada los calices endometriales en la hembra equina gestante entre los dias 40
a 130 (Bousfield, 2001). Esta sustancia presenta tropismo por los receptores
foliculares de las hormonas foliculoestimulante y Iluteinizante, presentes en el
foliculo; asi como por los receptores en las células del cuerpo luteo para la
hormona luteinizante; de esta manera se va a favorecer el incremento en la
sintesis de RNA mensajero que codifica para receptores de hormonas
gonadotropicas en estas células, permitiendo el aumento de la densidad de este
tipo de receptores; lo anterior esta asociado a los fendbmenos de dominancia
folicular, preparacién para la owulacién y especializacion celular para el desarrollo

del cuerpo liteo (Baruselli, 2003).

Con la aplicacion de la gonadotropina coridnica equina durante el dia cinco, se
busca favorecer el desarrollo folicular, ya que esta hormona al interviene en la
sintesis de mRNA que codifica para los receptores de hormonas gonadotrépicas
(FSH y LH) a nivel folicular, permitiendo que el foliculo dominante mantenga su
desarrollo. Adicionalmente a nivel de las células foliculares se produce el aumento
en la sintesis para la expresion de receptores de hormona luteinizante, mediante
este mecanismo se inicia el proceso de dominancia folicular, la cual es

influenciada por la accion de las hormonas LHy FSH.

Las ventajas de hacer una sincronizacién del ciclo estral por medio de ayudas
hormonales en la hembra bovina son: favorecer la presentacion de celo en las
vacas lactantes que no se han visto en celo a los 45 dias postparto, la reduccién

del tiempo necesario para la deteccion del celo, facilitar el empleo de la
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inseminacion artificial en las empresas ganaderas, aumentando la efectividad en
programas de transferencia de embriones y otras biotecnologias, ayudar a las

hembras que estan en estado de anestro lactacional, entre otros (Cutaia, 2001).

2.5. USO DE LA ULTRASONOGRAFIA COMO HERRAMIENTA EN EL
TECNICA DETE

Es importante hacer un control de las diferentes etapas durante la sincronizacion y
superowulacién de las hembras donantes asi como de las receptoras en un
programa de TE, ya que de esta forma se puede controlar de manera efectiva el
tamafio y morfologia de cada una de la estructuras que se encuentran en el ovario
durante las diferentes etapas de esta técnica. Los metodos de diagnéstico
utilizados en la préactica veterinaria han aportado el uso de la ultrasonografia para
el diagnostico de gestacion en diferentes especies, pero es con el uso de esta
herramienta que se ha facilitado el estudio de los fendmenos fisiologicos en la
reproduccion de una manera poco invasiva, en particular para la compresion de la
dinamica folicular y los cambios presentes en el ovario durante el ciclo de la
hembra bovina (Adams, 1992). Gracias a este tipo de avances hay una mejor
comprension de los mecanismos de control de las ondas foliculares lo que ha
permitido desarrollar y mejorar los protocolos de control del ciclo estral y
multiovulacion, para poder dar un enfoque con mayor productividad y eficiencia a

la reproduccion asistida en grandes animales (Burke, 1996 y Pursley, 1997).

También se han desarrollado otras aplicaciones como sexaje fetal, seguimiento de
las estructuras ovéricas, foliculocentesis para aspiracion de los foliculos,
diagnéstico de anormalidades reproductivas, monitoreo durante el tratamiento de
ovarios quisticos, seguimiento de la involucion uterina post-parto, evaluacion del
desarrollo fetal durante las fases de gestacion, entre otras aplicaciones (Ribadu,
1994; Jeffcoate, 1995 y Edmondson, 1986).

La ultrasonografia permite observar los foliculos antrales como estructuras
ecogénicas que presentan en su interior un acumulo de liguido; al presentarse la

owulacion y formacién de cuerpo luteo por medio de la ultrasonografia puede
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observarse en el ovario una estructura redondeada la cual en algunos casos se
puede evidenciar un &rea no ecogénica central. Esto indica la presencia de un
cuerpo luteo cavitario que tiene una menor capacidad de secretar progesterona ya
gue su area es menor que uno del mismo tamafio que no presente esta cavidad
(Kastelic, 1990).

Antes de cada proceso asociado a la técnica de TE debe hacerse un chequeo
ultasonografico de las hembras bovinas (Ribadu, 1999), ya que ademas de todos
los criterios de seleccion para las hembras receptoras, también debe tenerse muy
en cuenta los fendmenos fisiolégicos presentes en sus ovarios. Asi con la ayuda
de la ultrasonografia trans-rectal se permite determinar como afecta una estructura
como el foliculo preowulatorio de una manera directa al subsecuente tamafio que
pueda presentar el cuerpo liteo ya que al presentarse un foliculo preowulatorio
pequefio puede generar la formacion de un cuerpo liteo pequefio; mientras que
un foliculo preowulatorio grande, va a dar paso a un cuerpo liteo de mayor tamafio
y por ende unos niveles de progesterona mayores que generen unas condiciones
uterinas favorables para el desarrollo del embrién que ha sido transplantado. Por
eso es importante determinar el tamafio de las estructuras ovaricas antes de
realizar la trasferencia del embrién a la hembra receptora con la ayuda de técnicas

ultrasonogréficas (Vasconcelos, 2001).



3. MATERIALES Y METODOS

3.1. MATERIALES
3.1.1. Materiales de Campo

e Nueve hembras bovinas criollas

e Cabos

e Brete

e Jeringas

e Guantes ginecologicos

e (el para ecografo

e Ecografo

e Céamara fotografica

e LH (Choluron, Intervet®)

e Benzoato de estradiol (Syntex®)

e DIB 0,5 (Implante progesterona, Syntex®)
e Aplicador DIB (Syntex®)

e PGF2a (Lutaprost 250, Agrovetmarket®)
e eCG (Novormon, Syntex®)

e GnRH (Fertagyl, Intervet®)

e Progesterona ( Erma®)

e Registros

3.1.2. Materiales de Oficina

e Computadora
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e Hojas

e Lapiz

e Impresora

e Cuaderno

e Calculadora

e Flash memory.
3.2. METODOS
3.2.1. Ubicacion del Ensayo

La presente investigacion se llevd a cabo en las parroquias Purunuma y
Nambacola, pertenecientes al Canton Gonzanama. El cantdbn Gonzanama se
encuentra ubicado, a 83 Km. de la ciudad de Loja, y cuenta con las siguientes

caracteristicas climatoldgicas.

Altitud a 2300 msnm

e Temperatura promedio 16 °C
e Precipitacion anual 750 mm/afio
e Humedad relativa 75 %

e Formacion ecoldgica bosque seco Montano Bajo (bs — MB).
3.2.2. Seleccion de las Receptoras

Para seleccionar a las hembras bovinas se tomé en cuenta los siguientes criterios

técnicos:

e Que se encuentren reproductivamente sanas

e Que se encuentren vacias y con un minimo de 60 dias postparto.
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e Que se encuentren con una condicion corporal entre 2.0 a 3.0 (escala 1 a 5
puntos)

¢ Que reuna las caracteristicas fenotipicas del ganado criollo.
e Sies una vacona gue la misma tenga dos afos de edad y este ciclando

e Sies unavaca adulta que la misma este maximo de 5 partos.
3.2.3. Unidad Experimental (UE)

Se consider6 como unidad experimental (UE) en la presente investigacion a una
hembra bovina de la raza criolla que reuna las caracteristicas antes sefialadas,
cada una de ellas fue identificada con el tratamiento y repeticién correspondiente,
mediante el nUmero de arete que poseian las UE.

3.2.4. Tamafo del Experimento y Manejo de las UE

Se utilizaron nueve UE, divididas en tres tratamientos, las cuales fueron sometidas
a un protocolo de sincronizacion de celo para receptoras y las mismas, 20 dias
previo al proceso biotecnolégico fueron desparasitadas, vitaminizadas, aplicadas
por via parenteral un reconstituyente a base de fosforo y se les administro

diariamente sales minerales.

3.2.5. Descripcion de los Tratamientos

Cada tratamiento fue constituido de tres UE asignadas aleatoriamente, a las

cuales se les aplicaron el siguiente protocolo:

Cuadro 1. Tratamientos aplicados en sincronizacion de celo evaluados en vacas
receptoras criollas.

DIA | T1 (GNRH) T2 (LH) T3 (TESTIGO)

0 DIB + 2mg BE +50 mg P4 DIB + 2mg BE +50 mg P4 DIB + 2mg BE +50 mg P4
7 400 Ul eCG 400Ul eCG 400 Ul eCG

8 Retiro DIB + 2cm PGF2a Retiro DIB + 2cm PGF2a Retiro DIB + 2cm PGF2a
9 1 mg BE 1 mg BE 1 mg BE

10 | GNRH LH

16 | Evaluacion del CL por Evaluacién del CL por Evaluacién del CL por

ecografia ecografia ecografia
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3.2.6. Disefio Experimental

Se utilizé6 un disefio de bloques al azar, con tres tratamientos y repeticiones o
bloques, donde cada unidad experimental se constituyéo en una repeticion o
bloque.

3.2.7. Variables en Estudio

1. Tamafio de ovarios al inicio del tratamiento
2. Tiempo de presentacion del celo manifiesto pos retiro DIB
3. Duracion e intensidad del celo manifiesto
4. Porcentaje de animales que presentaron celo manifiesto
5. Sintomatologia del celo manifiesto
6. Tamafio del foliculo
7. Tamafo del cuerpo lateo al dia siete post celo.
3.2.8. Toma y Registro de Datos

a) Tamano de ovarios al inicio del tratamiento

El tamafio de los ovarios se determind por medio de ecografia, considerando la
longitud mayor de los mismos.

b) Tiempo de presentacion del celo manifiesto post retiro DIB

Se evalud el tiempo en horas en que se presentd el celo luego del retiro del DIB
considerando la diferencia entre la fecha y hora de retiro del DIB frente a la fecha y
hora de presentacion de celo, los datos se registraron en el anexo 2. El inicio del
celo se determind cuando el animal estuvo inquieto y se dej6 montar de otros

bovinos.

c) Duracion e intensidad del celo manifiesto
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La duracion del celo se determind tomando en cuenta la hora de inicio del celo y la
hora de finalizacion donde se aplico la siguiente férmula:

Duracion del celo = Hora de finalizacion del celo — Hora de inicio

Se consideré como finalizado el celo en un animal, cuando el mismo rehlye a la

monta de otros animales y esta mas tranquilo y se dedica Unicamente a pastar.
La intensidad del celo manifiesto se determiné de la siguiente manera:

Muy Bueno: Cuando la UE presente todos los sintomas caracteristicos del celo
como son wulva hinchada, presencia de moco, inquietud, monta y se deja montar,
baja la produccion de leche, disminucion del apetito entre otros sintomas, ademas

el tiempo de presentacion del celo es prolongado.

Bueno: Cuando la UE presente los sintomas caracteristicos del celo siendo estos
en menor intensidad y sin la presencia de todos los sintomas del celo.

Regular: Los sintomas no son muy expresivos

Baja: Cuando la presencia del celo es pasajera

Estos datos se los registr6 en el anexo 2.

d) Porcentaje de animales que presentaron celo manifiesto

Se evalué el porcentaje de animales que presentaron celo manifiesto luego de

aplicado el tratamiento con la siguiente férmula:

% animales en celo = (Animales que presentaron celo manifiesto/ Total UE) x 100.

e) Sintomatologia del celo manifiesto

Se registro toda la sintomatologia de las UE que hayan presentado celo manifiesto
como son:

v Vulva edematizada
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v Presencia de moco

v Inquietud

v" Monta y se deja montar

v" Baja la produccién de leche
v' Otros

f) Tamafo del foliculo

El tamafio del foliculo se consider6 el largo mayor del foliculo y el mismo fue
medido por ecografia el dia del celo y se registrd los datos en el anexo 3.

g) Tamarfio del cuerpo Iuteo al dia siete post celo

El tamafio del cuerpo luteo, también se considerd la longitud mayor del mismo y
se evalud por ecografia el dia siete post celo, se registré los datos en el anexo 3.
3.2.9. Andlisis Estadistico

Se utiliz6 un ADEVA para cada una de las variables analizadas y si existio
diferencia estadistica (P>0.05), se realiz6 la prueba de Duncan para la
comparacion entre los tratamientos.

a. Hipotesis estadistica.
Ho=Y1=Y2= Y3
Hi=Y1#Y2# Y3

b. Modelo matemético
Yij=u+ T + Bj+ ej
En donde

i =t (nimero de tratamientos)

j = r (numero de repeticiones



. Términos de correccién

(2Yi))?

_ lj
TC = r.t

. Suma de cuadrados total

SCT = Zf” . TC

. Suma de cuadrados de blogues
> Y7
scb= - T1C
a t
Suma de cuadrados de tratamientos
> Y7
SCt = JT - TC

. Suma de cuadrados del error

Sce = SCT - SCb - SCt
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4. RESULTADOS
4.1. TAMANO DE OVARIOS AL INICIO DEL TRATAMIENTO

El tamafio de ovarios al inicio del tratamiento se lo determind mediante ecografia y
para ello se consideré el ovario funcional o si ambos ovarios de dicha UE no
tenian estructuras, se tomo el de mayor longitud.

Cuadro 2. Promedio del tamafio de ovarios (mm) al inicio de los protocolos de

sincronizacién de celo evaluados en vacas receptoras criollas.

Tratamientos
Bloques
T1(GNRH) T2 (LH) T3 (TESTIGO)

1 25,3 18 23

2 275 20 15

3 32,2 25 17
Promedio 28.3 21,0 18,3

(mm)

El tratamiento uno (GNRH) presentdé un promedio de 28,3 mm; el tratamiento dos
(LH) de 21 mmy el tratamiento tres (TESTIGO) el tamafio del ovario funcional fue
de 18,3 mm. Realizado el andlisis estadistico (P>0.05), se determiné que en el
tamafio de los ovarios no hubo diferencia y por tanto esta variable no influyé en los

resultados obtenidos con el resto de variables en los tratamientos.

28,3

GNRH LH TESTIGO

Figura 4. Promedio del tamafio de los ovarios al inicio de los diferentes tratamientos de

sincronizacion aplicados en vacas criollas (mm).
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Figura 6. Ecografia para determinar el tamafio de ovario.
4.2. TIEMPO DE PRESENTACION DEL CELO MANIFIESTO POST RETIRO DIB

El tiempo de presentacion del celo manifiesto post retiro DIB se determiné
considerando la diferencia entre la fecha y hora de retiro del DIB frente a la fecha y

hora de presentacién de celo.
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Cuadro 3. Promedio del tiempo de presentacion del celo manifiesto post retiro DIB en los

protocolos de sincronizacién de celo evaluados en vacas receptoras criollas

(horas).
Tratamientos
Blogues
T1 (GNRH) T2 (LH) T3 (TESTIGO)
1 245 26 21
2 45,83 235 26,33
3 21 41,83 41,5
Promedio 30,4 30,4 29,6
(Horas)

El tratamiento uno (GNRH) y el tratamiento dos (LH) presentaron un tiempo

promedio de presentacion del celo manifiesto post retiro DIB de 30,4 horas,

mientras que el tratamiento tres (TESTIGO) presentd un tiempo promedio de 29,6

horas.

30,4
30,2

30
29,8
29,6
29,4

29,2

e

GNRH

LH

TESTIGO

Figura 7. Tiempo de presentacion del celo manifiesto post retiro DIB en los tratamientos

de sincronizacion aplicados a vacas criollas (horas).

El andlisis estadistico (P>0.05), determiné que no hay diferencia estadistica entre

los tres tratamientos en cuanto al tiempo de presentacion del celo manifiesto post

retiro del DIB.
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4.3. DURACION E INTENSIDAD DEL CELO MANIFIESTO

La duracion del celo se determind tomando en cuenta la hora de inicio del celo,
cuya sintomatologia inicial fue wulva edematizada e inquietud y la hora de
finalizacién que fue cuando el animal rehlye a la monta de otros animales y esta

mas tranquilo y se dedica Unicamente a pastar.

Cuadro 4. Promedio de la duracion e intensidad de celo manifiesto en los tratamientos de

sincronizacién de celo aplicados a vacas criollas (horas y porcentaje).

Tratamientos
Bloques
T1 (GNRH) T2 (LH) T3 (TESTIGO)
1 25 24 18
2 24 33 15
3 30 5 16
Promedio
(Horas) 26,3 20,7 16,3
) 67 % MB 67 % MB
Porcentaje 100 % MB
3B3%R 33%B

El tratamiento uno (GNRH) presenté un tiempo de duracion del celo de 26,3 horas;
el tratamiento dos (LH) de 20,7 horas y el tratamiento tres (TESTIGO) tuvo una

duracion de celo manifiesto de 16,3 horas.

26,3

GNRH LH TESTIGO

Figura 8. Tiempo de duracién del celo manifiesto en los tratamientos de sincronizacion

aplicados a vacas criollas (horas).
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El andlisis estadistico (P>0.05) determiné que no hay diferencia estadistica entre
los tres tratamientos en cuanto a la duracion del celo manifiesto,
matematicamente, se observa una marcada diferencia entre los grupos, pero al
andlisis estadistico no se diferencia debido a la gran variabilidad dentro de los
grupos.

En lo que tiene que ver a la variable Intensidad del Celo Manifiesto, fue calificada

de la siguiente manera:

Muy Bueno: Cuando la UE present6 todos los sintomas caracteristicos del celo
como son wulva edematizada, presencia de moco, inquietud, monta y se deja
montar, baja la produccion de leche, disminucion del apetito entre otros sintomas,
ademas el tiempo de presentacion del celo es prolongado.

Bueno: Cuando la UE presentd los sintomas caracteristicos del celo siendo éstos
en menor intensidad y sin la presencia de todos los sintomas del celo.

Regular: Los sintomas no fueron muy expresivos

INTENSIDAD DEL CELO

B Muy Bueno  H Bueno Regular
100%

67%

D
[e»)

GNRH LH TESTIGO

Figura 9. Intensidad del celo manifiesto en los tratamientos de sincronizaciéon aplicados a

vacas criollas.
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El tratamiento uno (GNRH) presentd una intensidad de celo muy bueno en el
100% de las UE; el tratamiento dos (LH) el 67% de las UE presentd un celo muy
bueno y el 33% presentaron un celo regular y el tratamiento tres (TESTIGO) el
67% de las UE presentd un celo muy bueno mientras que el 33% restante
presentd un celo bueno.

4.4. PORCENTAJE DE ANIMALES QUE PRESENTARON CELO MANIFIESTO

El porcentaje de animales que presentaron celo manifiesto se determind con la

siguiente formula:
% animales en celo = (Animales que presentaron celo manifiesto/ Total UE) x 100.

Cuadro 5. Porcentaje de animales que presentaron celo manifiesto en los protocolos de

sincronizacion de celo evaluados en vacas receptoras criollas.

Tratamientos
Blogues
T1 (GNRH) T2 (LH) T3 (TESTIGO)
1 100 100 100
2 100 100 100
3 100 100 100
Porcentaje
(%) 100 100 100

En los tres tratamientos de sincronizacion de celo para receptoras que se
analizaron, hubo una excelente respuesta en todas las UE, presentando celo

manifiesto en el 100% de los tratamientos.
4.5. SINTOMATOLOGIA DEL CELO MANIFIESTO

Para la calificacion de esta variable, se tom6 en consideracion la presencia de 5
sintomas principales, para ser considerada una hembra que esta en el 100% con
la sintomatologia de celo, estos fueron: wilva edematizada, presencia de moco,
inquietud, monta y se deja montar, baja la produccién de leche.
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Cuadro 6. Porcentaje de sintomatologia de celo manifiesto en los protocolos de sincronizacién

de celo evaluados en vacas receptoras criollas

Tratamientos
Blogues
T1 (GNRH) T2 (LH) T3 (TESTIGO)
1 100 100 100
2 100 100 80
3 100 40 100
Porcentaje
(%) 100 80 93,33

En el tratamiento uno (GNRH) el 100% de las UE presentaron toda la
sintomatologia de celo manifiesto, a mas de todos estos sintomas registrados,
cabe anotar que presentaron disminucion del apetito; en tanto que en el
tratamiento dos (LH) todas las UE presentaron sintomas de celo manifiesto, pero
una de ellas no presentd tres sintomas principales, teniendo por tanto un 80% de
respuesta sintomatoldgica; en tanto que la respuesta de esta variable en el
tres (TESTIGO)
presentaron sintomatologia de celo manifiesto excepto una que no presentd uno
93.3% de

tratamiento fue que todas las unidades experimentales

de los sintomas principales, presentando por tanto un respuesta

sintomatoldgica.

SINTOMATOLOGIA DEL CELO

[100%] [30%] [93,33%)
100% -
80% -
60%
40% -
20%
0%
GNRH LH TESTIGO
B Vulva Edematizada M Presenciade Moco W Inquietud

B Monta y se deja Montar M Baja Produccion de Leche

Figura 10. Porcentaje de UE que presentaron sintomatologia de celo manifiesto por

sintoma y por tratamiento aplicados en vacas criollas.
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4.6. TAMANO DEL FOLICULO PREOVULATORIO

Para medir el tamafio del foliculo se considerd la longitud mayor del foliculo

midiéndolo por ecografia el dia del celo.

Cuadro 7. Promedio de tamafio de foliculo (mm) en los protocolos de sincronizacion de

celo evaluados en vacas receptoras criollas.

Tratamientos
Blogues
T1 (GNRH) T2 (LH) T3 (TESTIGO)

1 16,5 11,5 16

2 11,9 13,6 7.8

3 14,1 9,8 11,1
Promedio 14,2 11,6 11,6

(mm)

El tratamiento uno (GNRH) presentdé un promedio de 14,2 milimetros; el
tratamiento dos (LH) y tres (TESTIGO) presentaron un promedio igual de 11,6

milimetros.

~~_GNRH

TESTIGO

Figura 11. Tamafio del foliculo prevulatorio en los diferentes tratamientos de

sincronizacion aplicados en vacas criollas (mm).

El andlisis estadistico (P>0,05) determiné que no hay diferencia estadistica en los

resultados obtenidos entre los tratamientos en cuanto al tamafio del foliculo
preowulatorio.



4.7. TAMANO DEL CUERPO LUTEO AL DIA SIETE POST CELO

Para medir el tamafio del cuerpo luteo se utilizé ecografia considerando la longitud

mayor del mismo.

Cuadro 8.

Promedio del tamafio del cuerpo liteo al dia siete post celo (mm) en los

protocolos de sincronizacion de celo evaluados en vacas receptoras criollas

Tratamientos
Blogues
T1 (GNRH) T2 (LH) T3 (TESTIGO)
1 20 19,5 15

2 22 23,6 20,3

3 18 18,4 15,9
Promedio

(mm) 20,0 20,5 17,1

El tratamiento uno (GNRH) presentd un promedio de 20 mm de tamafio de cuerpo
liteo; en tanto que el tratamiento dos (LH) presentd un promedio de CL de 20,5

mm y el tratamiento tres (TESTIGO) el tamafio promedio fue de 17,1 mm.

20,5

a
20
19
18
17 +
16 +
15

GNRH LH TESTIGO

Figura 12. Promedio del tamafio del cuerpo liteo al dia siete post celo en los tratamientos
aplicados a vacas criollas.

El analisis estadistico (P<0,05) determiné que no hay diferencia en los resultados
obtenidos entre los tratamientos uno (GNRH) y dos (LH); pero si hubo diferencia
estadistica significativa con el tratamiento tres (TESTIGO). Demostrando que los
tratamientos uno (GNRH) y dos (LH) son mejores con respecto al tratamiento tres
(TESTIGO).



5. DISCUSION
5.1. TAMANO DE OVARIOS AL INICIO DEL TRATAMIENTO

El presente trabajo de investigacion fue realizado en vacas criollas manejadas al
pastoreo extensivo en la sierra medio alta de los Andes en la Region Sur del
Ecuador, al respecto se debe manifestar que no se tiene ninguna informacién
técnica que se haya realizado con este tipo de animales, por lo que los mismos
representan una referencia para futuros trabajos a realizar dentro del campo de las
biotecnologias reproductivas, sea con fines de mejora genética y/o de

conservacion.

Respecto al tamafio de ovarios al inicio de tratamiento en vacas criollas
receptoras, se obtuvo un promedio de tamafio en los tres tratamientos de 22,5
mm; cabe manifestar que se tiene poca informacion de resultados obtenidos en
otros trabajos de investigacion con bovinos criollos. Comparando este resultado
con el trabajo realizado por Gomez, et al. (2006), en donde midié el diametro
mayor de los ovarios en vacas de cruza holstein x cebu, clasificando en pequefios
(10-24 mm) medianos (25-35 mm) y grandes (36-55 mm), considerando por tanto
gue nuestros animales criollos tienen ovarios pequefios de acuerdo al criterio de
estos investigadores, lo cual se correlaciona dada la estatura pequefia que tienen
los bovinos criollos de la RSE (Aguirre, et al. 2011).

5.2. TIEMPO DE PRESENTACION DEL CELO MANIFIESTO POS RETIRO DIB

Respecto al tiempo de presentacion del celo manifiesto pos retiro DIB se obtuvo
un promedio en los tres tratamientos de 30,1 horas; teniendo que el tratamiento
uno (GNRH) y el tratamiento dos (LH) presentaron un tiempo promedio de
presentacion del celo manifiesto por retiro DIB de 30,4 hs, mientras que el
tratamiento tres (TESTIGO) presento un tiempo promedio de 29,6 hs. Gutierrez
(2001) en un trabajo realizado en vacas doble propésito encontré una media de

presentacién de celo post retiro del DIB de 30.4 horas.
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Segun Fernandez y Acosta (1996) encontraron que el mayor numero de animales
entran en celo entre las 25 y 48 horas después de retirado el implante, mientras
qgue en el trabajo reportado por Mora y Pérez (1998), encontraron que el mayor
numero de animales entraron en celo en una media de 28 horas; estos valores se

encuentran dentro o muy cerca de los obtenidos en la presente investigacion.
5.3. DURACION E INTENSIDAD DEL CELO MANIFIESTO

Respecto a la duracion e intensidad del celo manifiesto se obtuvo un promedio de
tiempo de duracién del celo manifiesto de 21,1 horas; teniendo que el tratamiento
uno (GNRH) presentd un tiempo de duracion de 26,3 horas y con un 100% de las
UE que presentaron una intensidad de celo manifiesto muy bueno; el tratamiento
dos (LH) con 20,7 horas y con una intensidad de celo manifiesto del 67% muy
bueno y un 33% regular y el tratamiento tres (TESTIGO) con una duracién de 16,3
horas y una intensidad de celo manifiesto de 67% muy bueno y un 33% bueno;
estos resultados estan dentro de los sefialados por Gonzalez (2006), que la
duracién del celo es de 6 a 30 horas, dependiendo esto del tamafio del foliculo
maduro, el que esta bajo la influencia de la FSH y de la secrecion de estrégenos.
También vale sefialar que Gutiérrez (2001), utilizando el DIB en vacas doble

proposito, el celo tuvo una duracién de 14.3 horas.

Nascer et al, (2004) han verificado que con la aplicacion de 400 Ul eCG en vacas
holstein al dia 8 de sincronizacién, los animales presentaron una intensidad de
celo excelente teniendo en cuenta que esta hormona tiene efecto FSHy LH y es
de larga duracidn, por tanto se corrobora con los resultados obtenidos en nuestras
vacas criollas que en las condiciones de manejo al pastoreo extensivo en el medio
se obtuvo una respuesta en duracion e intensidad de celo como muy buena del
78%.

5.4. SINTOMATOLOGIA DE CELO MANIFIESTO

En los tres tratamientos todas las UE presentaron celo manifiesto dando un 100%

en todos los tratamientos; respecto a la sintomatologia del celo manifiesto el
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tratamiento uno (GNRH) presento el 100% de toda la sintomatologia de celo; el
tratamiento dos (LH) todas las UE presentaron sintomas de celo manifiesto, pero
una de ellas no presentd toda la sintomatologia, dando un 80% de sintomatologia
presentada; en el tratamiento tres (TESTIGO) todas las unidades experimentales
presentaron sintomatologia de celo manifiesto, pero una unidad experimental no
presento toda la sintomatologia teniendo 93.33% de la sintomatologia presentada

en este tratamiento.

El tratamiento que presentd mejor sintomatologia del celo manifiesto fue el
tratamiento uno (GNRH) con un 100% de toda la sintomatologia presentada

ademés presentaron disminucion del apetito.

Llivicura (2012) al evaluar la presentacion de celos en ganado Charolais que se
sometieron al proceso de sincronizacion para la transferencia de embriones
tratadas con eCG, el 100% de estas presentaron celos, por lo que se puede
mencionar que estos son mecanismos idéneos para el medio y que incentivan a
promover con éxito el proceso reproductivo en las hembras bovinas.

Sadbay, (2005) utiizando 400 Ul de eCG al dia 8 del tratamiento de
sincronizacién obtuvo un 97% de presentacion de celo manifiesto.

Segun Carua, P. (2008), utilizando 400 Ul de eGG, al dia 7 evaluando el
comportamiento de lotes de vaconas vientres Holstein (mestizas y puras) en la
recepcion de 6wlos fecundados, determino del 95 al 100% de celos en vaconas,
valores similares a los obtenidos en los tres tratamientos de sincronizacion en

receptoras criollas.
5.5. TAMANO DEL FOLICULO PREOVULATORIO

Respecto al tamafio del foliculo el tratamiento uno (GNRH) presenté un promedio
de 14,2 milimetros; el tratamiento dos (LH) y tres (TESTIGO) presentaron un

promedio igual de 11,6 milimetros.
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Segun Senger (2003), y Sartori (2004) los valores propuestos para foliculos
preowulatorios en protocolos de sincronizacion para receptoras deben de ser de
210 mm, teniendo en cuenta que en el presente trabajo de investigacion se obtuvo
diametros foliculares de 11,6 mm y 14,2 mm; asi mismo Lynch (2010), en un grupo
de novillas (Bos taurus), con caracteristicas cérnicas, al aplicar terapia para el
control del ciclo estral, observo que la totalidad de los animales presento
desarrollo folicular 210 mm; estos hallazgos son similares a lo observado por
Sartori (2002) y Perry (2005), los cuales observaron desarrollo folicular en
diferentes grupos de vacas y novillas, a las que se sincronizo el estro por medio de
terapia hormonal, en animales raza Holstein y cruzados con caracteristicas

carnicas, respectivamente.

Asi mismo es de destacar el tamafio del foliculo preowulatorio obtenido por Filho
et al., (2010), que utlizando dos tratamientos de sincronizacion para IATF en
vacas de raza Nelore, en donde incluyeron eCG en un grupo y eCG mas GnRH en
otro (aplicadas el dia 9 con respecto al dia de inicio del protocolo de
sincronizacién), obtuvieron un promedio de diametro para el foliculo dominante de
8.2 £ 0.9 mm, (grupo eCG), y 8.5 + 0.8 mm (grupo eCG + GnRH).

Machado et al., (2006), compararon tres protocolos de aplicacion eCG en
diferentes dosis al dia 9 para el control del ciclo estral, reportando los siguientes
diametros foliculares de 9.5+0.6 mm. (Protocolo 1; 200 Ul de eCG), 9.6£1.7 mm.
(Protocolo 2; 300 Ul de eCG) y 9.8+0.6 mm. (Protocolo 3; 400 Ul de eCG) en
hembras cruzadas (Bos taurus x Bos indicus), estos diametros foliculares son de
menor tamafo a los obtenidos en nuestro trabajo y posiblemente esto se deba a
gue se realizo ecografia el dia 9 sin la aplicacion de BE que estimula la sintesis y
secrecion de FSH y LH, para favorecer el desarrollo final del foliculo, asi como su
owulacion (Baruselli et al., 2005; Spey et al., 2006), por lo cual podria pensarse
gue aun no se ha completado la etapa de desarrollo final del foliculo preowulatorio.
Comparando toda esta informacion, podemos decir que los resultados obtenidos
en los tres protocolos evaluados en vacas criollas en la RSE, son muy adecuados
y superan las expectativas para un proceso de transferencia de embriones.
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5.6. TAMANO DEL CUERPO LUTEO AL DIA SIETE POST CELO

El tratamiento uno (GNRH) presentd un promedio de 20 mm de tamafio de CL; el
tratamiento dos (LH) presento 20,5 mm y el tratamiento tres (TESTIGO) presentd
17,1 mm.

Segun la Sociedad Internacional de Transferencia de Embriones (IETS, 1990)
determina que una receptora debe tener un cuerpo liteo (= 16 mm) para que
pueda recibir un embrion por transferencia directa.

Segun Anchondo. A. (2010) y Lozada. E. (2010), clasifican el Cuerpo Luteo en tres
calidades o categorias:

Calidad 1: mayor a 25 mm de diametro
Calidad 2: igual a 20 mm de diametro
Calidad 3: menor 15 mm de diametro

Siendo los de calidad uno y dos aptos para recibir un embrion y no apto el de

calidad tres.

Ledezma et, al. (2011) evalué el efecto del tamafio del cuerpo liteo antes de la
transferencia embrionaria, para esta investigacion utilizaron 57 vacas receptoras
de la raza Simmental (9), Simbrah (6), Tuli (7) y cruzas de Simmental x Simbrah
(35), el tratamiento de sincronizacion fue el siguiente al momento de la aplicacion
del CIDR, se administraron 2.76 mg de benzoato de estradiol IM (Estrol®, Loeffler)
y 50 mg de P4 (Progesterona®, Fort Dodge), al retiro del dispositivo CIDR se
administraron 25mg de PGF2a (LUTALYSE®, Pfizer, Dinoprost Trometamina o
Reprodin, Bayer® Cloprostenol sodico), 24 h después del retiro del CIDR, se
administré 1.38 mg de estradiol. La unica diferencia en el tratamiento de
sincronizacion para los animales del tratamiento dos fue la administracion de 300
Ul de gonadotropina coriénica equina (eCG o PMSG) en el dia 5 del tratamiento
(Novormon, Syntex). La media obtenida en el grupo 1 fue 17,4 mm, mientras que
en el grupo 2 fue de 18,3 mm, de acuerdo a estos resultados se manifiesta que la
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utilizacion de eCG ayuda a tener un cuerpo liteo de mayor tamafio. Comparando
toda esta informacion, con los resultados obtenidos en el presente trabajo de
investigacion en donde se obtuvo una media en todos los tratamientos de 19,3
mm, se puede manifestar que estos tamafios son aptos para transferir un embrion
sea fresco o congelado y también para mantener una gestacion.



6. CONCLUSIONES

En lo que se refiere al tamafio del ovario funcional al inicio de la
sincronizacion se puede decir que los mismos no influyeron en los
tratamientos de sincronizacion para receptoras empleados, ni en el tamafio
del CL al dia 7 post celo.

En los bovinos criollos de la RSE sincronizados con terapia hormonal para
recepcion de embriones, el tiempo de presentacion de celo manifiesto post

retiro DIB es de 30,1 horas.

La aplicacion de eCG y ademéas una dosis de GNRH o LH el dia del celo
prolonga la duracién del celo con un tiempo promedio de 21 horas y

ademas se logra una intensidad manifiesta del mismo muy buena.

La utilizacion de los tres protocolos hormonales investigados para
sincronizar receptoras criollas de la RSE, proporciono un 100% de eficacia

en la presentacion de celo manifiesto.

En lo que se refiere a tamafio de foliculo preowulatorio los bovinos criollos
responden favorablemente a la sincronizacién, presentando un tamafio
promedio de 12,5 mm, al dia de presentacion del celo.

Los bovinos criollos de la RSE respondieron favorablemente a la aplicacion
de protocolos de sincronizacion para receptoras, presentando un tamafio de
17,1 mm en el tratamiento con BE al dia 9, ademas con la aplicacion de LH
y GNRH en el momento del celo nos ayuda a tener un cuerpo luteo de
mayor tamafio, 20,5 y 20 mm respectivamente, siendo estos tamafios
optimos para la recepcion de un embrion ya que segun la Sociedad
Internacional de Transferencia de Embriones (IETS, 1990) determina que
una receptora debe tener un cuerpo liteo (= 16 mm) para poder transferir
un embrion.



7. RECOMENDACIONES

Se recomienda la utilizacion de GNRH y LH en el momento del celo ya que

ayuda a la obtencién de un cuerpo liteo de mayor tamafo.

En lo que se refiere a los costos de una vaca sincronizada para
transferencia de embriones se recomienda la utilizacion de LH ya que esta

hormona es de menor valor y se obtienen resultados muy buenos.

Para obtener mejores resultados dentro de la aplicacién de un protocolo de
sincronizacién para receptoras en bovinos criollos se recomienda mejorar
las condiciones de manejo (destete de terneros) y alimentacion (sobre
alimento y sales minerales), unos 20 dias previos al inicio del proceso, para

asi tener animales de buena condicion corporal.

Incorporar técnicas biotecnolégicas como son la inseminacién a tiempo fijo
y la transferencia de embriones en los bovinos criollos de la RSE, ya sea
con fines de conservacién y/o mejora genética, aplicando cualquiera de los
protocolos de sincronizacion investigados, pues estos animales responden

favorablemente a un tratamiento de sincronizacion.
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9. ANEXOS

UNIVERSIDAD NACIONAL DE LOJA
AREA AGROPECUARIA Y DE RECURSOS NATURALES RENOVABLES
CARRERA DE MEDICINA VETERINARIA Y ZOOTECNIA

TESIS: “EVALUACION DE UN PROTOCOLO DE SINCRONIZACION DE CELO
PARA RECEPTOTAS EN VACAS CRIOLLAS ADICIONANDO UNA
FUENTE EXOGENA DE GNRH Y LH EN EL MOMENTO DEL CELO”

Anexo 1. Ubicacion geogréfica del canton Gonzanama.
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Anexo 2. Registro de campo para variables del celo

82

TIEMPO DEL TIEMPO DE - SINTOMATOLOGIA DEL
FEPETICIONES RETRO DB PRESENTA CION DURACION DEL CELO INTENSIDAD DEL CELO cH0
DEL CHLO POST OBSERVACIONES
RETIRO DIB
Fecha Hora H. 1 H. F Muy Bueno | Regular | Baja 2(3|4]5 6
Fecha Hora o ’ Bueno
T1 (GNRH)
UE 1- 8410 10:30 | 03/04/2013 | 11:00 | 11:00| 04/04/2013 (12:00) |  x x| x|x]|x
UE 2-8411 | 02/04/2013 | 10:10 | 04/04/2013 | 8:00 | 8:00 | 05/04/2013 (08:00) |  x x | x| x di:ﬁf;ﬁﬁlo
UE 3-2995 11:00 | 03/04/2013| 8:00 | 8:00 | 04/04/2013 (14:00) | x x| x|x]|x
T2 (LH)
UE 1-1 13:00 | 06/05/2013 | 15:00 | 15:00| 07/05/2013 (15:00) |  x x| x| x|x
UE 2-2 05/05/2013 | 12:30 | 06/05/2013 | 12:00 | 12:00 | 08/05/2013 (21:00) |  x x| x| x|x
UE 3-5 13:10 | 07/05/2013| 7:00 | 7:00 | 07/05/2013 (12:00) X X
T 3 (TESTIGO)
UE 1- 2994 | 02/04/2013 | 15:00 | 03/04/2013 | 12:00 | 12:00 | 04/04/2013 (6:00) X x| x| x|x
UE 2-3 12:40 | 06/05/2013 | 15:00 | 15:00 | 07/05/2013 (06:00) X x| x X
05/05/2013
UE 3-4 12:30 | 07/05/2013 | 6:00 | 6:00 | 07/05/2013 (22:00) | X x| x| x|x
SINTOMATOLOGIA DEL CELO
Vulva edematizada 1
Presencia de moco 2
Inquietud 3
Montay se deja montar 4
Baja de produccion 5
Otros 6




3. Anexo. Registro de campo para las medidas de las estructuras ovaricas.

TAMARNO OVARIO TAMARO FOLICULO TAMARNO CL
TRATAMEENTOS
OBSERVACIONES
O. Izquierdo O. Derecho
iy d FECHA ovario | L FECHA Ovario | L
INICIO L L
T1 (GNRH)
UE 1- 8410 25,3 30,5 I 16,5 I 20
UE 2- 8411 26/03/2013 19,3 27,5 04/04/2013 D 11,9 11/04/2013 D 22
UE 4- 2995 27,7 32,2 D 14,1 D 18
T2 (LH)
UE1-1 18 20 I 11,5 I 19,5
UE 2-2 28/04/2013 15 20 07/05/2013 D 13,6 14/05/2013 D 23,6
UE 3-5 25 21 I 9,8 D 18,4
T 3 (Testigo)
UE 1- 2994 26/03/2013 21 23 04/04/2013 D 16 11/04/2013 D 15
UE 2-3 6 15 D 7.8 D 20,3
28/04/2013 07/05/2013 14/05/2013
UE 3-4 10 17 D 11,1 D 15,9




ANEXO 4. Andlisis estadistico de las variables

1. Andlisis estadistico del tamafio de los ovarios al inicio del tratamiento (mm)

a. Resultados experimentales

Tratamientos
Bloques T3
T1 (GNRH) T2 (LH) (TESTIGO)
1 25,3 18 23
2 27,5 20 15
3 32,2 25 17
Promedio 28,3 21,0 18,3
(mm)
b. Andlisis de varianza
FV GL SC CM FC FO0,05
BLOQUES 2 23,75 11,87 0,77 6,94
TRATAMIENT 2 160,89 80,44 5,21 6,94
ERROR 4 61,76 15,44
TOTAL 8 246,40

No existe diferencia estadistica entre los tratamientos

DIB (Hs)

a. Resultados experimentales

2. Anadlisis estadistico del tiempo de presentacion del celo manifiesto post retiro

Tratamientos
Bloques
T1 GNRH T2LH T3 (Testigo)
1 24,5 26 21
2 45,83 23,5 26,33
3 21 41,83 41,5
Promedio(Hs) 30,44 30,44 29,61




b. Andlisis de varianza

FV GL SC CM FC FO0,05
BLOQUES 2 192,96 96,48 0,652 6,94
TRATAMIENT 2 1,39 0,69 0,005 6,94
ERROR 4 592,16 148,04
TOTAL 8 786,51
No existe diferencia estadistica entre los tratamientos
3. Andlisis estadistico de duracion del celo
a. Resultados experimentales
Tratamientos
Bloques 3
T1 (GNRH) T2 (LH) (TESTIGO)
1 25 24 18
2 24 33 15
3 30 5 16
Promedio 26,3 20,7 16,3
(Horas)
b. Analisis de la varianza
FV GL SC CM FC F0,05
BLOQUES 2 80,22 40,11 0,45 6,94
TRATAMIENT 2 150,89 75,44 0,85 6,94
ERROR 4 353,78 88,44
TOTAL 8 584,89
No existe diferencia estadistica entre los tratamientos
4. Andlisis estadistico del tamafio del foliculo preowulatorio (mm)
a. Resultados experimentales
Tratamientos
Bloques T3
T1 (GNRH) T2 (LH) (TESTIGO)
1 16,5 11,5 16
2 11,9 13,6 7,8
3 14,1 9,8 11,1
Promedio (mm) 14,2 11,6 11,6




b. Andlisis de varianza

FV GL SC CM FC F0,05
BLOQUES 2 22,04 11,02 1,48 6,94
TRATAMIENT 2 12,84 6,42 0,86
ERROR 4 29,84 7,46
TOTAL 8 64,72

No existe diferencia estadistica entre los tratamientos
5. Analisis estadistico del tamafio del cuerpo luteo al dia 7 post celo (mm)

a. Resultados experimentales

Tratamientos
Bloques
T1 (GNRH) T2 (LH) T3 (TESTIGO)
1 20 19,5 15
2 22 23,6 20,3
3 18 18,4 15,9
Promedio 20,0 20,5 171
(mm)
b. Analisis de la varianza
FV GL SC CM FC FO0,05
BLOQUES 2 35,5 17,76 19,86 6,94
TRATAMIENT 2 20,6 10,32 11,54 6,94
ERROR 4 3,58 0,89
TOTAL 8
c. Prueba de Duncan
Tratamiento  Medias n E.E.
2 20,50 3 0,55 A
1 20,00 3 0,55 A
3 17,07 3 0,55 B

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)
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Anexo 5. Fotografias

Foto 2. Bovinos criollos seleccionados para Tratamiento 2 (LH)
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Foto 4. Palpacion transrectal para evaluacion de érganos reproductivos.
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Foto 7. Retiro del DIB y sintomatologia del celo.
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Foto 9. Determinacion del tamafio del cuerpo luteo al dia 7 post celo.

9. 5mm
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Foto 10. Socializacion de los resultados obtenidos.
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Foto 11. Equipo de trabajo.
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