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RESUMEN

El objetivo del presente estudio fue caracterizar la dindmica folicular con un protocolo de
sincronizaciéon de celo con progestdgenos en vacas y vaquillas Brown Swiss en el
Altiplano Peruano. El estudio se realizara en el Centro de Investigacion y Produccion
Chuquibambilla—Universidad Nacional del Altiplano de Puno, ubicado en el distrito de
Umachiri, provincia de Melgar, departamento de Puno para lo cual se utilizaron 11 vacas
en produccion, 9 vacas en seca y 9 vaquillas de la raza Brown Swiss las cuales fueron
sometidas a un protocolo de sincronizacion de celo con Progestagenos y eCG
(Gonadotropina Coridénica Equina) y evaluadas por ultrasonografia fueron al inicio del
protocolo, a los dias 8 y 10 respetivamente para las caracteristicas de morfometria ovarica
las mismas que fueron sometidas a un disefio completamente al azar y el dia 45 post inicio
del protocolo para el diagndstico de prefiez, las que se sometieron a la prueba de Chi
cuadrado. Las variables que se evaluaron fue estatus ovarico observandose el 11.1% con
foliculos <8 mm, 33.3% con foliculos >8 mm y 55.6% con cuerpo lGteo (CL) tanto en
vacas en produccién como vaquillas, mientras que en vacas en seca los porcentajes fueron
0, 33.3 y 55.6% para los estatus con foliculos <8 mm, foliculos >8 mm y con CL
respectivamente; la tasa de crecimiento folicular fue para vacas en produccion, vacas en
secay vaquillas de 2.3£1.5, 2.4+1.8y 2.3+1.8mm respectivamente (p=0.987); el diametro
de foliculo dominante fue para vacas en produccion de 14.5+2.1 mm, vacas en seca de
16.6+£3.1 mmy vaquillas de 12.1+2.0 mm (p=0.00197) y finalmente la tasa de prefiez fue
para vacas en produccion, vacas en seca y vaquillas de 44.4, 33.3 y 66.7% respetivamente
(p=0.354). Las caracteristicas morfométricas foliculares en los tres grupos de vacas
Brown Swiss muestran ser parecidas a los reportado en otros estudios realizados a otras
altitudes mientras que las tasas de prefiez se encuentran dentro de rangos normales segun

clases animales.

Palabras clave: Ultrasonografia, dominancia, foliculo dominante, ovarios.
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ABSTRACT

The objective of the present study was to characterize the follicular dynamics with a
protocol of synchronization of estrus with progestagens in Brown Swiss cows and heifers
in the Peruvian Altiplano. The study will be carried out at the Chuquibambilla Research
and Production Center of University National of the Altiplano of Puno, located in the
district of Umachiri, province of Melgar, department of Puno for which were used 11
cows in production, 9 cows in dry and 9 heifers of the Brown Swiss race which were
submitted to a heat synchronization protocol with Progestogens and eCG (Equine
Chorionic Gonadotropin) and evaluated by ultrasonography were at the beginning of the
protocol, on days 8 and 10 respectively for the characteristics of ovarian morphometry,
they were subjected to a completely randomized design and on the 45th day after the start
of the protocol for the diagnosis of pregnancy, those who underwent the Chi-square test.
The variables that were evaluated were ovarian status with 11.1% having follicles <8 mm,
33.3% with follicles> 8 mm and 55.6% with corpus luteum (CL) both in cows in
production and heifers, while in dry cows the percentages were 0, 33.3 and 55.6% for the
statuses with follicles <8 mm, follicles > 8 mm and with CL respectively; the follicular
growth rate was for cows in production, dry cows and heifers was of 2.3 +1.5,2.4 + 1.8
and 2.3 = 1.8mm respectively (p = 0.987); the dominant follicle diameter was for cows in
production of 14.5 £ 2.1 mm, dry cows of 16.6 + 3.1 mm and heifers of 12.1 £ 2.0 mm (p
= 0.00197) and finally the pregnancy rate was for cows in production, cows in dry and
heifers of 44.4, 33.3 and 66.7% respectively (p = 0.354). The follicular morphometric
characteristics in the three groups of Brown Swiss cows are similar to those reported in
other studies carried out at other altitudes while the pregnancy rates are within normal
ranges according to animal classes.

Keywords: Ultrasonography, dominance, dominant follicle, ovaries.
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CAPITULO |
INTRODUCCION

La poblacién de ganado vacuno en el Per( es de 5° 156 000 mayor en 14.7% a la
poblacion registrada. La raza predominante es la de Criollos, representando el 63.9% del
total de la distribucion, seguida por la raza Brown Swiss con 17.6%, la Holstein con
10.3%, Gir/Cebl con 3.4% y otras razas con 4.8% respectivamente. La poblacion de
vacunos se concentra en la Sierra que representa el 73.2% considerando las razas Criollos
seguidos por el Brown Swiss al igual en la Costa predomina el Criollo seguido del
Holstein, finalmente en la Selva predomina el Criollo seguida del Brown Swiss (INEI,

2012).

Un buen programa de sincronizacion es el control preciso del celo, que posibilite
la inseminacion artificial en tiempo fijo (IATF) sin deteccion de celo, ademas necesita
estar aliado a altos indices de fertilidad con ovulacion sincronizada, las poblaciones
blanco son los rebafios de bovinos de leche, cuyas tasas de prefiez son generalmente
pésimas debido al bajo indice de deteccidén de celos y de concepcién ademas de la
ocurrencia de anestro. El advenimiento de la ultrasonografia y la posibilidad de realizar
dindmica folicular a varios animales simultaneamente, permite la recopilacién de enorme
cantidad de datos para poder estudiar y analizar. La mejor comprensién de los patrones
del crecimiento de los foliculos ovaricos bovinos y las tecnologias que coordinan el
crecimiento y ovulacién de los foliculos permiten incrementar el uso de las técnicas de

IATF en bovinos de carne y leche (De la Mata, J; B6, 2012).

Uno de los problemas que aparecen de forma frecuente son los anestros
prolongados y los problemas de ovulacién debido a las condiciones climaticas extremas

Las frecuentes variaciones climaticas en este tipo de ambiente acompafiadas de una

10
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restriccién nutricional hacen que la rentabilidad de las explotaciones ganaderas se
deteriore debido a la pérdida de fertilidad de sus animales. Uno de los problemas que
aparecen de forma frecuente son los anestros prolongados y los problemas de ovulacion
debido a las condiciones climaticas extremas (Gutierrez- Reinoso et al., 2016). La hipoxia
puede afectar negativamente la funcion de los tejidos, en especial de aquellos sensibles a
la falta de oxigeno. Las células germinales se encuentran dentro del grupo de las mas
sensibles a la hipoxia (Carlos et al., 2007). En tal sentido el objetivo de la investigacién
es caracterizar ultrasonograficamente la dinamica folicular en vacas en produccion, seca
y vaquillas del Altiplano Peruano sometidas a un protocolo de sincronizacion de celo con

progestagenos.

1.1. OBJETIVO GENERAL

Caracterizar la dindmica folicular con un protocolo de sincronizacion de celo con

progestagenos en vacas y vaquillas Brown Swiss en el Altiplano Peruano

1.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Comparar la morfometria folicular en vacas y vaquillas Brown Swiss del
Altiplano Peruano sometidas a un protocolo de sincronizacion de celo.
- Determinar la tasa de prefiez entre vacas y vaquillas Brown Swiss del Altiplano

Peruano sometidas a un protocolo de sincronizacién de celo.

11
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CAPITULO II
REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1 DINAMICA FOLICULAR

La teoria de crecimiento folicular en forma de ondas fue basado en observaciones
visuales e histolégicas, propuso la hipotesis de ocurrencia en forma de ondas y que
durante un ciclo estral se propagaban dos ondas foliculares (RAJAKOSKI, 1960). Esta
teoria fue puesta en duda por méas de 20 afios durante los cuales se realizaron multiples
estudios con resultados contradictorios sobre la naturaleza del crecimiento folicular,
variando entre ausencia de ondas foliculares y la presencia de tres o cuatro por ciclo estral
realizado el primer estudio ultrasonogréfico de ovarios bovinos, determinando la
presencia de ondas foliculares durante el ciclo estral (Pierson and Ginther, 1984). Aunque
se ha logrado un gran avance en el conocimiento de la fisiologia ovérica ain se
desconocen muchos eventos relacionados con el crecimiento y desarrollo de los foliculos.
Una onda de desarrollo folicular se puede definir como el desarrollo armonico y
simultaneo de varios foliculos antrales pequefios, en promedio 24 por onda con un rango
de 8 a 41, funcionando a través de estadios integrados de reclutamiento, seleccion y

dominancia folicular (Adams et al., 2008; Fernandez, 2003; Henao, 2010)

El crecimiento de foliculos bovinos ocurre en un patron denominado ondas de
crecimiento folicular. Con el apoyo de técnicas de biologia molecular, ultrasonografia y
otras, ha sido posible realizar estudios importantes sobre las variaciones que puede
presentar la dinamica folicular en ganado Bos taurus y Bos indicus, encontrandose
diferencias representativas entre y dentro de especies, ocasionadas entre otros, por efectos

genéticos y ambientales (Bo et al., 1994; Ginther et al., 1996, 1989; Henao, 2010). Es

12
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muy importante realizar estudios sobre la funcidn reproductiva teniendo en cuenta las
diferencias de la dinamica folicular entre estados fisioldgicos y condiciones ambientales
de hembras B. taurus, con el fin de optimizar los resultados en biotecnologia de la

reproduccion animal (Henao, 2010).

2.2 FASES DEL DESARROLLO DE LA DINAMICA FOLICULAR

Reclutamiento folicular
El reclutamiento es un proceso por el que, bajo la responsabilidad de factores

intraovaricos (factores de crecimiento ligados a la insulina y sus proteinas de enlace
[IGFBP]) estimulados por la FSH, un conjunto de foliculos antrales tempranos (2-3 mm
de didmetro) comienzan a crecer en un medio con suficiente soporte gonadotréfico que
les permita progresar a la ovulacion. Del grupo grande de foliculos que inician su
desarrollo solamente un pequefio porcentaje logra su potencial completo (endocrino y
gametogeénico), a lo que se denomina proceso de seleccion y crecimiento folicular

(Fernandez, 2003).

Es importante sefialar, que todos los foliculos reclutados tienen expresion de RNA
mensajero para FSH en la granulosa y para la LH en la teca, codificando receptores de las
gonadotropinas y enzimas esteroidogénicos. El reclutamiento es el proceso por el cual un
grupo de foliculos, provenientes del conjunto de foliculos en crecimiento lento
(desarrollados durante los anteriores cuatro a seis meses), inicia un crecimiento rapido
bajo el estimulo de la oleada de FSH. Cuando la FSH alcanza el pico de concentracion,
los foliculos més grandes de la onda tienen un diametro de aproximadamente 4 mm, tres
dias después cuando los foliculos mas grandes miden aproximadamente 8 mm de
didmetro, se selecciona un solo foliculo para continuar creciendo y se transforma en

dominante mientras que los demés regresan. El reclutamiento no ha recibido la misma

13
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atencion investigativa como la dominancia folicular y la ovulacién. Grupos, mas que
foliculos aislados, son reclutados y este proceso se relaciona con cambios medibles de la

FSH circulante (Fernandez, 2003; Ginther et al., 1996; Webb et al., 1999).

Seleccion y divergencia del foliculo dominante

La seleccion de un foliculo dominante se refiere al mecanismo que determina cual
foliculo de la cohorte es seleccionado para continuar creciendo y convertirse en
dominante. El principal evento morfoldgico en el proceso de seleccién es la divergencia
(corresponde al tiempo durante el cual el foliculo dominante y el subordinado mas
desarrollado crecen a tasas diferentes, antes de que el subordinado manifieste atresia). El

proceso de divergencia puede desarrollarse de tres maneras:

e El foliculo dominante y el subordinado méas desarrollado divergen gradualmente

en diametro entre los dias cero y cuatro de la onda folicular.

e EI foliculo dominante y el subordinado mas desarrollado tienen didmetros

semejantes hasta el momento de la divergencia.

e Ocasionalmente un foliculo subordinado puede ser inicialmente méas grande que
el futuro foliculo dominante, pero crece a menor tasa y no alcanza el estado

decisivo.

El mecanismo que establece la divergencia entre los foliculos comprende la
interaccion de varios factores. Se considera que la FSH y los estrogenos actlan
sinérgicamente para acelerar el crecimiento folicular (Fortune, 1994; Stock et al., 1993;
Webb et al., 1999). Para que ocurra el reclutamiento de los foliculos que conforman la
onda, todos los foliculos de ambos ovarios reciben una sefial especifica: un ligero

incremento de los niveles plasmaticos de FSH, que ocurre el dia cero de la onda folicular,

14
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repitiéndose entre los dias 8 y 10.5 en vacas con dos ondas foliculares (Fortune, 1994;
Sunderland et al., 1996). Cuando se hace monitoreo ultrasonogréafico diario de los ovarios,
la primera onda folicular de un ciclo estral se inicia probablemente el dia de la ovulacion,
no siendo posible determinar en este momento cual seré el foliculo que dominard, pero al
segundo dia puede existir divergencia entre el diametro del foliculo que llegard a
convertirse en dominante y el de los demés: 8.5+ 0.5 mmy 7.3 + 0.7 mm, respectivamente

(Henao, 2010).

Dominancia folicular

No se conoce con exactitud el mecanismo que permite que solo un foliculo de la
cohorte se convierta en dominante. El foliculo que serd dominante es el mas grande y con
menor umbral para responder a la FSH. El papel de la FSH en la proliferacion de células
de la granulosa puede explicarse mediante dos mecanismos no excluyentes. Primero la
FSH puede aumentar la respuesta de las células de la granulosa a los factores de
crecimiento, incrementando la expresion de receptores, tales como los receptores tipo |
del factor de crecimiento insulinoide en la célula de la granulosa de rata o segundo se ha
propuesto recientemente que los factores de crecimiento pueden mediar la accion de la
FSH sobre la proliferacién de células de la granulosa (Gougeon, 1996).

Morfolégicamente un foliculo dominante es aquel foliculo con un didmetro > 8
mm y que predomina sobre los demas de su cohorte. Un foliculo dominante es aquel que
luego de una fase de crecimiento es 2 mm mas grande que el segundo foliculo de mayor
tamafo y que predomino sobre los demas de su cohorte y estuvo presente en el ovario
hasta la evaluacion previa a su regresion u ovulacion. El foliculo dominante modifica el
patrén de crecimiento de los foliculos subordinados en ambos ovarios, mediante la
produccién de factores que actGan en forma endocrina, autrocrina y paracrina para

autopotenciar su desarrollo e inhibir a los subordinados este foliculo sufre tres fases de

15
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ﬂ. UNIVERSIDAD

desarrollo: crecimiento (incremento del diametro); estatica (pocos cambios en el
didmetro) y regresion (disminucién del didmetro [atresia]) (De Ondiz S&nchez et al.,

2002; Henao et al., 2002; Perea et al., 1998).

2.3 ENDOCRINOLOGIA Y  FACTORES INTRAOVARICOS  DEL
CRECIMIENTO FOLICULAR

La fase inicial del crecimiento folicular, originada a partir de los foliculos
primordiales, presumiblemente es independiente de las gonadotropinas hipofisiarias y se
caracteriza por un desarrollo lento de los foliculos, que dura cuatro a seis meses, hasta su
conversion en foliculos antrales pequefios. En contraste con esta, la etapa final,
denominada fase folicular, que se desarrolla en forma de ondas, tiene crecimiento rapido,
influenciado por las hormonas gonadotropicas, hasta convertirse en foliculo maduro. El
crecimiento, maduracién, ovulacion y luteinizacion del foliculo de Graaf dependen de
patrones apropiados de secrecion, concentraciones suficientes y proporciones adecuadas
de FSH y LH en el suero. Entre las hormonas participantes se incluyen esteroides,
prostaglandinas y glucoproteinas, todos secretados por las células B del 16bulo anterior

de la hipdfisis (Galindo, 2004; Henao et al., 2002; Webb et al., 1999).

Aun no se conoce si el efecto estimulante de la FSH sobre el crecimiento folicular
es directo, porque contrario a lo que sucede in vivo, es dificil demostrar un efecto directo
de la FSH sobre la proliferacion de las células de la granulosa in vitro ya que este depende
del conjunto de factores de crecimiento presentes en el medio de cultivo (Henao et al.,
2002). Esta discrepancia entre in vivo e in vitro indica que son necesarias las interacciones
entre las células de la granulosa y otros tipos de células ovaricas intersticiales o tecales
para la estimulacion éptima de las células de la granulosa por la FSH; los factores
intraovaricos estimulados por la FSH estan involucrados en el proceso de reclutamiento

foliculary los IGF (Factores de crecimiento ligados a la insulina) y sus proteinas de enlace
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(IGFBP) han sido implicados en la amplificacion de la accion de la FSH (Fernandez,

2003).

Antes de que inicie la desviacion, algunos eventos bioquimicos en el interior del
foliculo aseguran la futura dominancia de la estructura seleccionada (Beg and Ginther,
2006). Los factores intrafoliculares que han sido sugeridos como candidatos para la
regulacion de la desviacion son aquellos relacionados con el sistema de los factores de
crecimiento similares a la insulina (IGF), esteroides, inhibina-A, activina- A, receptores
de gonadotropinas, factores angiogénicos y otros factores intrafoliculares (Ireland et al.,
2004). Sin embargo, los Unicos factores que han estado implicados temporalmente o
funcionalmente en la desviacion son los IGF y su sistema asociado, el estradiol y los
receptores de la hormona luteinizante (LH) (Espinoza et al., 2007). EI mecanismo que
activa esos procesos bioquimicos no es claro, pero ocurre durante un descenso progresivo
en las concentraciones circulantes de FSH y un incremento inicial en la LH (Beg and

Ginther, 2006).

La FSH tiene una participacion importante en el inicio de la formacion del antro,
ya gue esta gonadotropina estimula la mitosis de las células de la granulosa y la formacién
del liquido folicular, ademés estradiol favorece el efecto mitético de la FSH, la cual
estimula las células de la granulosa a través de receptores de membrana cuyo nimero por
célula permanece constante durante el crecimiento folicular. Ademas, la hormona FSH
induce la sensibilidad de las células de la granulosa hacia la hormona luteinizante al

incrementar el nimero de receptores para esta Gltima (Galindo, 2004; Hafez, 2002).

Asimismo, un tema de particular interés ha sido determinar la relacion entre la
FSH y la emergencia de las ondas foliculares, existiendo buena evidencia que las

fluctuaciones de las concentraciones séricas de la FSH estan intimamente asociadas con
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la emergencia de las ondas. Esto es seguido por un descenso que esta negativamente
correlacionado con las concentraciones séricas de estradiol que es producido

fundamentalmente por el foliculo més grande de la onda folicular (Rubianes, 2000).

2.4 CARACTERISTICAS DE LA DINAMICA FOLICULAR ENTRE ESTADOS
FISIOLOGICOS Y CONDICIONES AMBIENTALES EN HEMBRAS
BOVINAS

Variaciones en la dindmica folicular pueden deberse a factores como la dieta,
manejo, produccion de leche, periodo de lactancia, y postparto (Ginther et al., 1996). La
dieta puede afectar el patrén de ondas de crecimiento folicular, debido a que una nutricion
pobre esta asociada a bajas concentraciones de IGF-I circulante, reduccion del didmetro
del foliculo dominante de todas las ondas y también reduce el tiempo de persistencia de
este foliculo durante la primera onda. Asimismao, reportan que factores de tipo nutricional,
de manejo y la época del afio estan relacionados con la dindmica folicular que involucran
complejas interacciones neurohormonales del hipotalamohipdfisis — ovarios (Badinga et

al., 1994).

Las condiciones ambientales de altitud elevada son uno de los factores que afectan
directamente en la productividad del ganado lechero, un hecho especialmente relevante
en paises cuyas condiciones orograficas estan caracterizadas por la posesion de zonas de
media y alta montafia. Las frecuentes variaciones climéticas en este tipo de ambiente
acompafadas de una restriccion nutricional hacen que la rentabilidad de las explotaciones
ganaderas se deteriore debido a la pérdida de fertilidad de sus animales. Uno de los
problemas que aparecen de forma frecuente son los anestros prolongados y los problemas
de ovulacién debido a las condiciones climéticas extremas (Gutierrez- Reinoso et al.,

2016)
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2.5 CONSECUENCIAS PRACTICAS PARA EL USO DE TECNOLOGIAS DE
REPRODUCCION

En manejo reproductivo, la utilizacion de metodologias capaces de inducir y
sincronizar las ovulaciones es muy interesantes como técnicas de incremento de los
rendimientos reproductivos, en términos de fertilidad y prolificidad; ya sea utilizando la
monta natural o la inseminacién artificial sistematica. Sin embargo, estas técnicas
necesitan para su éxito que se den circunstancias adecuadas de desarrollo y maduracion
folicular, con el fin de conseguir una fertilidad 6ptima, ya que se producen variaciones
importantes en los resultados obtenidos dependiendo del estado ovarico en el que se
encuentra la hembra cuando se administra un determinado tipo de tratamiento. Los
conocimientos actuales sobre dindmica folicular indican que la mejora en los resultados
de estos tratamientos clasicos, asi como la puesta a punto y utilizacion de nuevos métodos,
implica la generacion o activacion de una nueva onda de crecimiento folicular,
provocando la ovulacion de un ovocito joven y sano (Lopez-Sebastian et al., 1997;
Martinez et al., 2000). El conocimiento de la dindmica folicular es particularmente
importante en estos animales, no solo para comprender mejor los mecanismos ovaricos,
sino también porque, desde un punto de vista aplicativo, podria ayudar a mejorar los

rendimientos de los tratamientos conceptivos (Pérez Marin et al., 2004).

2.6 SINCRONIZACION DE CELO

El objetivo de un buen programa de sincronizacion es el control preciso del celo,
que posibilite la inseminacion artificial en tiempo fijo (IATF) sin deteccion de celo,
ademas necesita estar aliado a altos indices de fertilidad con ovulacion sincronizada, las
poblaciones blanco son generalmente, los rebafios de bovinos de leche, cuyas tasas de
prefiez son generalmente pésimas debido al bajo indice de deteccion de celos y de

concepcién ademas de la ocurrencia de anestro, y los de bovinos de carne con alta
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incidencia de anestro en la época escogida para la reproduccion. Las estrategias de
programacion de la ovulacion se han basado en el control de la vida del cuerpo lateo con
prostaglandinas, en la induccion de la ovulacién con GnRH o en el impedimento del estro

con el uso de tratamientos a base de progestagenos (Thatcher, 2004).

Sincronizacion con Progestagenos

El uso de progestagenos ha sido usado para extender la fase luteal, resultando en
mayor cantidad de animales detectados en celos en un periodo méas corto pero con menor
fertilidad. Més recientemente el uso de la hormona liberadora de las gonadotrofinas
(GnRH) vy estradiol han sido incorporados a los tratamientos con progestagenos
resultando en aceptables porcentajes de prefiez. Estas combinaciones hormonales que
aseguran concentraciones circulantes elevadas de progesterona y sincronizan tanto la
emergencia de una nueva onda de foliculos ovaricos como la ovulacion son los
denominados protocolos para la Inseminacion artificial a tiempo fijo ([IATF] (Colazo et
al., 2004). Los progestagenos empleados en el manejo del ciclo estral son: Acetato de

Melengestrol (MGA), Implantes subcutaneos y los dispositivos intravaginales.

2.7 ULTRASONOGRAFIA REPRODUCTIVA

Con el inicio de la ultrasonografia a tiempo real, los conocimientos sobre
desarrollo folicular eran deducidos indirectamente a través del estudio de patrones
ciclicos de gonadotropinas y hormonas esteroideas y/o experimentalmente usando
técnicas de medida y recuento de foliculos en ovarios de matadero, por laparascopia
después de marcarlos, etc (Fortune, 1993; Ireland and Roche, 1983; RAJAKOSKI, 1960).
La técnica de ecografia en reproduccion bovina se incrementa cada dia por el veterinario
clinico y el especialista en biotecnologia de la reproduccién, pues su utilizacién es
demandada cada vez mas por los ganaderos y los centros cientificos, ya que su aplicacion
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confirma o desestima la valoracion realizada por palpacién rectal, constituyendo un
medio diagndstico de certeza en la dindmica de las ondas foliculares, desarrollo del
cuerpo luteo, la determinacion del estado de gestacion precoz, sexado de las crias y la
evaluacion de los procesos patolégicos del sistema reproductor, entre otros usos (Tamayo,

2000).

La ecografia es una técnica de diagnostico por imagen sobre la base de la emision
de ultrasonidos y la recepcién de ecos. Estos ecos se producen por la reflexion de los
ultrasonidos a nivel de los distintos tejidos. Cuanto mayor sea la reflexion, mayor
intensidad tendran los ecos, pero menor cantidad de ultrasonidos seran capaces de seguir

avanzando y mandar informacion (Diez, 1997; Griffin and Ginther, 1992; Tejero, 2008).

Modo de utilizacion del ecégrafo

En el diagnoéstico y valoracion ecogréafica del sistema reproductor de la vaca es
imprescindible lograr imagenes de alta calidad, disminuyendo la proporcion de artefactos,
por lo que la preparacion de la hembra a examinar y de las condiciones de trabajo y
proteccion contribuye notablemente a obtener una mayor precision en la interpretacion
de dichas imagenes (Tejero, 2008). En la préctica de rutina, la ecografia se realiza
parecida a la exploracion del sistema reproductor por via rectal; generalmente no es
necesario vaciar la ampolla del recto de su contenido de heces fecales, pero si es
recomendable hacerlo en estado de gestacidn de poco tiempo o en caso de vacas dificiles
de ecografiar (Bellenda, 2003). Previamente a la introduccion de la sonda debemos
efectuar una breve exploracién rectal con el propésito de conocer la ubicacion del Gtero
y de los ovarios, pues no es recomendable palpar y ecografiar simultdneamente ya que el

ecografista debe concentrar su atencion en la observacion y valoracion de las imagenes
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registradas en la pantalla del ecdgrafo. Debemos precisar un buen contacto del transductor
con la mucosa rectal para obtener imagenes de mejor calidad. La sonda se introduce por
via transrectal sujeta entre los dedos pulgar, indice y corazon y se sitla sobre la
localizacion del utero y ovarios, desplazandola suavemente; con movimientos
controlados del transductor se logra una buena sucesién de imagenes correspondientes a
los distintos cortes de los 6rganos o tejidos examinados — scaneados (Quintela, L; Becerra,

2006; Tamayo, 2000; Tejero, 2008).

Examen general de los ovarios

Con el ecografo se puede monitorizar el crecimiento y regresion de las estructuras
ovaricas de forma no invasiva. Los tres componentes principales del ovario (foliculos,
cuerpo luteo y estroma) son facilmente distinguibles y éste es un método preciso para
determinar estas estructuras y sus dimensiones. El estudio ecografico de los ovarios
resulta una importante ayuda en el manejo reproductivo de los bovinos por la posibilidad
de evaluar las caracteristicas de la dindmica folicular, la presencia de foliculos ovulatorios
y a través de un seguimiento, estimar el momento de la ovulacion y ademas se pueden
ver cuerpos lateos y estructuras patoldgicas en ovario (neoplasias y quistes) (Fricke,

2002; Griffin and Ginther, 1992; Sanchez, R; Alfonso, 2000; Tejero, 2008).

El examen ecogréfico de los ovarios se realiza habitualmente por via transrectal
previa evacuacion completa del recto. Los ovarios se localizan siguiendo los cuernos
uterinos. La movilidad del ovario hace que esta exploracion sea mas dificil que la del
Gtero. La sonda se sostiene normalmente entre los dedos pulgar, indice y medio, mientras
que para la manipulacién del ovario se mantiene este contra la sonda y se intenta sujetar
con el anular y el dedo mefiique. El ovario se visualiza moviendo la sonda de izquierda a
derechay viceversa (Diaz et al., 1998; Pieterse, 1999; Quintela, L; Becerra, 2006; Tejero,
2008).

22

repositorio.unap.edu.pe

No olvide citar adecuadamente esta tesis



. UNIVERSIDAD

NACIONAL DEL ALTIPLANO
Repositorio Institucional

Determinacion de la dinAmica folicular

Gracias a la ecografia se puede afirmar que el crecimiento folicular se produce por
ondas, y hay trabajos que afirman la existencia de dos, tres ondas, incluso cuatro en cada
ciclo (lo mas normal son dos o tres ondas). Otros autores definen al comienzo de una onda
de crecimiento folicular como el dia en que se detecta el crecimiento de un gran numero
de foliculos al mismo tiempo, seguido por la posterior seleccion de un foliculo dominante
y la regresion y atresia de los foliculos mas pequefios o subordinados. En ausencia de
lutedlisis, el foliculo dominante deja de crecer y comienza a regresar dando lugar al
crecimiento de una nueva onda folicular. Se ha demostrado que la primera onda de
desarrollo folicular comienza en promedio el dia 0 del ciclo. El dia O es definido como
el primer dia en que detectamos la desaparicion del foliculo preovulatorio del ciclo

anterior (Sanchez, R; Alfonso, 2000; Scully et al., 2014; Tejero, 2008).

Para evaluar la dindmica folicular se deben monitorear los cambios individuales
de los foliculos > 4 mm presentes en cada ovario. La rutina de trabajo consiste en una
revision minuciosa de cada ovario durante la que se miden los foliculos y van dibujandose
en una planilla segun su posicion relativa, siendo la planilla individual para cada animal,
teniendo un diagrama del ovario derecho y otro del izquierdo. Ademas de la posicion de
cada foliculo se anotan su diametro y la posicion y didmetro del cuerpo liteo. Para la
determinacion de la posicion de cada foliculo se coloca el transductor sobre cada ovario
y se va rotando sobre su eje longitudinal. EI didmetro de los foliculos se puede medir con
el calibre electrénico del equipo o mediante una gradilla transparente que se coloca sobre
la pantalla. Cuando se realiza un seguimiento diario del desarrollo folicular, la posicion
y didametro de los foliculos se comparan con los de los dias previos y de esta forma se

pueden individualizar y diferenciar los foliculos que no crecen, los que crecen, los que
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regresan y la aparicion de otros nuevos o la desaparicion u ovulacion del foliculo
dominante de la segunda o tercera onda. Esta identificacion individual de los foliculos
requiere de gran coordinacion entre los 0jos y los movimientos de la mano para permitir
una visualizacion directa y mas detallada de todas las estructuras y muchas veces se debe
realizar un escaneo minucioso para encontrar un foliculo, ya que las sombras u otras
interferencias pueden ocultarlo. Otra forma de trabajo es grabar las imagenes en un video
para luego analizarlas (Bd, G; Cutaia, L: Chesta, 2009; Cabrera et al., 2012; Caccia, M;

& Bo, 2000; Chase Jr et al., 1997).

Identificacion y medicion del foliculo

Como indican en diversos estudios que el diametro se determina colocando las
marcas ecograficas de medida sobre la pared interna y por lo tanto se mide la cavidad
folicular y no el foliculo en si. Si tiene forma irregular el diametro folicular serd la media
entre el diametro mayor y el menor. En la practica no se puede deducir automéaticamente
la fase del ciclo estral segin el tamafio de los foliculos. Estudios para demostrar la eficacia
del ultrasonido mostraron que cuando se comparé en numero de foliculos identificados
por ultrasonografia y por corte de los ovarios no hubo diferencias significativas entre las
técnicas, demostrando que el diagnostico mediante ultrasonografia es un método
confiable para la identificacion y medicion de los foliculos en vaquillonas (Pierson and

Ginther, 1984; Tejero, 2008).

Determinacion del momento de la ovulacion

La ovulacién en la vaca se detecta facilmente. Si se realiza un seguimiento del
animal se observa la desaparicion del foliculo preovulatorio (mucho mas grande que los
demas foliculos del ovario; alrededor de 15-17 mm) y esto se corrobora con la posterior
formacion del cuerpo luteo (B6, G; Cutaia, L: Chesta, 2009).
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Morfologia y crecimiento del cuerpo lateo (CL)

La ultrasonografia también ha sido usada para caracterizar el cuerpo lGteo bovino
durante el intervalo interovulatorio. La ecografia transrectal tipo B de tiempo real da una
imagen bidimensional del tejido luteal bovino. La imagen ecografica del CL es uniforme,
circunscrita, menos ecogenica que el estroma ovarico que le rodea, y puede contener un
area central no ecogenica o una pequefia zona densa y ecogénica. La apariencia ecogréafica
de las estructuras luteales varia segun el estado de desarrollo. Normalmente se distingue
a lo largo de casi todo el ciclo estral e inclusive hasta cerca de la siguiente ovulacién (en
promedio: 1,4 dias antes de que la misma) aunque hay solo unas diferencias muy limitadas
y frecuentemente no visibles en la ecogenicidad del CL durante las distintas fases del

ciclo estral (Pierson and Ginther, 1988, 1984; Pieterse, 1999; Tejero, 2008).

Se han realizado estudios para determinar la eficiencia de la ultrasonografia en la
observacién y medicion del cuerpo liteo comparado con la examinacién de las mismas
estructuras post mortem. Se concluyd que no hay diferencias entre las dos técnicas ya
que se visualiz6 correctamente en todas las vaquillonas la localizacion del cuerpo luteo
en el ovario izquierdo o derecho entre los dias 12 y 14. Se realizaron trabajos iniciales de
morfologia luteal demostraron que existen dos tipos distintos de cuerpo liteo: con o sin
cavidad central. Estos cuerpos lUteos cavitarios presentan una zona anecogénica oscura,
probablemente conformada por el liquido folicular del foliculo que origind al cuerpo ltuteo
y rodeado por tejido luteal. Esta cavidad es frecuentemente oval, a veces es redonda y
casi siempre es de situacion central. Un CL con cavidad se denomina CL quistico, pero
no existen evidencias de que estas estructuras sean patoldgicas (Foley, 1996; Kito et al.,

1986; Pierson and Ginther, 1988).
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Hasta el dia 10 después de la ovulacion en los ciclos normales, del 30 al 50% de
los CLs poseen una cavidad visible ecogréficamente. La frecuencia de CLs cavitarios
disminuye luego un 3-4% por dia. Asi, hacia el dia 13-15 del ciclo menos del 30% de los
CLs presentan cavidad. Diversos autores indican que de los 3.222 CLs que se observaron
ecograficamente utilizando una sonda transrectal de 5 MHz, el 69% eran compactos y el
31% tenian cavidades de diversas formas y tamafios. Sin embargo, afirman que un CL
con cavidad se puede identificar del 37 al 79% de las veces. Las diferencias observadas
en las prevalencias de aparicion de los CLs quisticos, pueden ser debidas a la frecuencia
de los exdmenes realizados, asi como a las dimensiones de estas cavidades luteales

centrales (Gnemmi et al., 2018; Grygar et al., 1992).

Otros autores, afirman que el CL con cavidad se puede identificar en un 60% de
las veces. Se encontraron entre un 30 y un 80% de los casos, porcentajes en los que se
reportan el 48% y 30% de CLs cavitarios. En base a exdmenes de ultrasonidos en vacas,
el 79% de los CL de aspecto normal contienen cavidades. Son muchos los autores que en
sus trabajos han comprobado que estas cavidades que se pueden encontrar en el interior
de los CLs no interfieren en la gestacion, concentracion de progesterona, perfiles
hormonales, con la duracion del ciclo estral y con la fertilidad. En numerosos trabajos, el
estudio de la concentracion hormonal de ambos tipos de CLs (quisticos y no quisticos),
no ha revelado una disminucion en la capacidad de producir progesterona en el caso de
existir una cavidad. No hay una tendencia a ver una cavidad central de un ciclo a otro en
un mismo animal. Cuando se encontraba una cavidad en el CL como no hay correlacion
entre el tamafio de la cavidad y los niveles plasmaticos de progesterona, el tamafio de esta
cavidad en muchos trabajos se ignora a la hora de hacer las medidas del CL (B9, G;
Cutaia, L: Chesta, 2009; Kastelic et al., 1990; Kito et al., 1986; Pieterse, 1999; Rupérez,

2004; Tamayo, 2000).
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Dinamica y morfologia del Gtero

El utero se ha de ecografiar en toda su longitud, obteniendose cortes transversales,
longitudinales y oblicuos. La imagen de los cuernos vacios es la mas facil de identificar,
visualizandose en la pantalla uno o méas redondeles de entre dos y cuatro centimetros de
diametro. En el diestro el endometrio es mas ecogénico (mas brillante) que el miometrio,
existe impregnacion progesterénica: los cuernos estan enrollados y hay mayor nimero de
secciones ecograficas transversales. A veces se pueden distinguir los pliegues
endometriales pero no se ve fluido en la luz uterina (Rupérez, 2004; Tamayo, 2000;

Tejero, 2008).

En el proestro la pared tiene una ecotextura mas heterogénea (por el aumento de
vascularizacion y el edema de los cuernos) que en el diestro y durante el celo normalmente
es posible diferenciar los pliegues endometriales y el miometrio, asi como las pequefias
acumulaciones de liquido en la luz del Gtero, cuya presencia se corresponde con descargas
visibles de moco por la vulva o durante las exploraciones vaginales con espéculo. Ademas
del estudio de los eventos normales, la ultrasonografia puede ser til para el diagnostico
de diversas patologias del tracto reproductivo bovino, como pidémetras, metritis,

salpingitis, hidrosalpinx (Ginther et al., 1989; Tejero, 2008).

Monitoreo ecografico en protocolos de sincronizacion de celo

La caracterizacion de las ondas foliculares en bovinos y diagndstico de prefiez
usando el ultrasonido ha sido particularmente importante. Aumentando y mejorando el
desarrollo de protocolos de sincronizacion encontrando nuevas explicaciones de la
dindmica folicular durante el ciclo estral. La descripcion de diferentes mecanismos

fisioldgicos durante el ciclo estral y la comprension de las dinamicas foliculares ovaricas,
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han permitido su manipulacion practica con fines productivos en los bovinos. Esta
manipulacion del ciclo estral permitié el avance de distintas técnicas de reproduccion
asistida, siendo la mas destacada a nivel comercial la inseminacion artificial (1A), la
superovulacion y transferencia de embriones in vivo (TE) y la produccion de embriones
in vitro (PIV). La IA gano popularidad y comenz0 a ser utilizada de forma masiva desde
la implementacion de la inseminacion artificial a tiempo fijo (IATF) (Adams et al., 2008;

Forde et al., 2011; Machaty et al., 2012; Roche et al., 2018).

Han sido un objetivo importante en los programas de reproduccion actuales la
optimizacion del tamafio y salud del foliculo, especialmente para la IATF. Los foliculos
ovulatorios méas grandes mostraron una mayor tasa de ovulacion y dieron lugar a un
mayor nimero de prefieces en el ganado vacuno los cuales puedes ser evaluados
exactamente mediante ultrasonografia. Se ha demostrado que la sincronizacion exacta de
la ovulaciéon depende del crecimiento sincronizado de un foliculo dominante y de su
ovulacion en un tiempo predeterminado. Los tratamientos que eliminan el foliculo
dominante pueden llevar a la emergencia de una nueva onda folicular, y el crecimiento
sincronizado de un nuevo foliculo dominante. De este modo la evaluacion guiada por
ultrasonografia consigue sincronizar la emergencia de la siguiente onda folicular

(Bergfelt et al., 1994; Filho et al., 2010; Perry et al., 2014; Wiltbank et al., 2006).

2.8 ANTECEDENTES

Adams, GP; Matteri, RL; Ginther, (1992); Bo et al., (1994); Ginther et al., (1996); Griffin
et al., (1989), sugieren que el crecimiento de foliculos bovinos ocurre en un patrén denominado
ondas de crecimiento folicular. Con el apoyo de técnicas de biologia molecular, ultrasonografia y
otras, ha sido posible realizar estudios importantes sobre las variaciones que puede presentar la
dinamica folicular en ganado Bos taurus y Bos indicus, encontrandose diferencias representativas

entre y dentro de especies, ocasionadas entre otros, por efectos genéticos y ambientales (Henao,
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2010). Es muy importante realizar estudios sobre la funcion reproductiva teniendo en cuenta las
diferencias de la dindmica folicular entre estados fisiologicos y condiciones ambientales de
hembras B. taurus, con el fin de optimizar los resultados en biotecnologia de la reproduccion
animal (Gonella Diaza et al., 2013; Henao, 2010). El diametro maximo del foliculo dominante se
refiere al mayor diametro que toma el foliculo dominante iniciarse su regresion u ovulacion
(Ginther et al., 2019, 2018). El diametro maximo de los foliculos dominantes en el ganado B.
indicus es menor que el que se presenta en B. taurus y esto parece obedecer a una respuesta
genética (Henao, 2010). Las vacas Brahman estudiadas por Cabrera et al., (2012) desarrollaron
foliculos dominantes con diametro maximo de 10,2+0,1 mm, mientras que las estudiadas por
Henao et al., (2004, 2002), desarrollaron un didmetro preovulatorio de 10 a 14 mm. Quispe, A;
Quispe, Y; Perez, U, Lugue, (2013) en condiciones del Altiplano Peruano en vacas de raza Brown
Swiss en produccion reportan un didmetro maximo de FD de 15.8+2.2 mm para el grupo de vacas
aparentemente normales y para el grupo de vacas con problemas reproductivos el didmetro
méaximo FD fue de 10.1+3.3 mm. El uso de progestagenos ha sido usado para extender la fase
luteal, resultando en mayor cantidad de animales detectados en celos en un periodo més corto
pero con menor fertilidad. Mas recientemente el uso de la hormona liberadora de las
gonadotrofinas (GnRH) y estradiol han sido incorporados a los tratamientos con progestagenos
resultando en aceptables porcentajes de prefiez. Estas combinaciones hormonales que aseguran
concentraciones circulantes elevadas de progesterona y sincronizan tanto la emergencia de una
nueva onda de foliculos ovaricos como la ovulacién son los denominados protocolos para la
Inseminacién artificial a tiempo fijo (Colazo et al., 2004; Rigoglio et al., 2013). Los progestagenos
empleados en el manejo del ciclo estral son:Acetato de Melengestrol (MGA), Implantes

subcutaneos y los dispositivos intravaginales.
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CAPITULO IlIlI

MATERIALES Y METODOS

3.1 LUGAR DE ESTUDIO Y PERIODO DE DURACION

El presente estudio se realizd en el Centro de Investigacion y Produccién
Chuguibambilla—Universidad Nacional del Altiplano, dirigida por la Facultad de
Medicina Veterinaria y Zootecnia, ubicado en el distrito de Umachiri, provincia de
Melgar, region de Puno, teniendo una extension total de 4, 326 Has. A una distancia de
156 Km. de la ciudad de Puno, Geograficamente se encuentra entre las coordenadas

Latitud Sur 14° 47 377, Longitud Oeste 70° 47 507, Altitud de 3974 msnm.

3.2 MANEJO Y ALIMENTACION

Los grupos de vacas de produccién y vaquillas tuvieron un manejo parecido que
consistio en descansar en ambientes con cobertizos, alimentacidn con pastos cultivados
(combinacion de leguminosas y gramineas) por 6 horas aproximadamente,
complementando se les ofreci6 aproximadamente 5 kilos/dia de ensilado (avena). En caso
de las vacas en seca por motivos de manejo solo tuvieron un pastoreo en pastos cultivados
por 7 a 8 horas aproximadamente sin ofrecimiento de ensilado, todas con acceso de agua

libre.

3.3 DESCRIPCION DEL MATERIAL EXPERIMENTAL

Material Experimental
Para el presente trabajo se seleccionaron 11 vacas en produccion no gestantes
diagnosticadas por palpacion rectal y ultrasonografia, sin problemas reproductivos
aparentes; para el segundo grupo se seleccionaron 9 vacas en seca (baja o nula
produccion lechera) no gestantes diagnosticadas por palpacion rectal y ultrasonografia,

con aparentes problemas reproductivos ambos grupos fueron evaluadas segun los
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registros propios del establo, entre dos y cuatro partos con una condicién corporal entre
2.5 a 3.0 (de una escala de 1 a 5); finalmente para el tercer grupo se seleccionaron 9
vaquillas no gestantes diagnosticadas por palpacién rectal y ultrasonografia, sin
problemas reproductivos aparentes las cuales fueron evaluadas segun los registros propios

del establo con una condicidon corporal entre 2.5 a 3.0 (de una escala de 1 a 5).

Tabla 1. Distribucion del material experimental segun tratamiento, raza y clase animal
de estudio.

RAZA CLASE ANIMAL n° DE

(Tratamientos) ANIMALES

Brown Swiss  Vacas en Produccién 11
Brown Swiss Vacas en Seca 9
Brown Swiss Vaquillas 9

3.4 DISENO DE INVESTIGACION

Seleccion de vacas

Los animales inicialmente fueron identificados conforme a los registros existentes
en el Programa de Vacunos. Se seleccionaron vacas en produccion, en seca y vaquillas
de la raza Brown Swiss vacias, ciclando normalmente de acuerdo al seguimiento mensual
de los registros de celo al inicio de los estudios se clasificaron a los animales segun el

estado ovarico que tuvo cada animal del experimento (Menchaca et al., 2013).

Evaluacion ultrasonogréafica
Para estudiar el estatus ovarico, la dindmica de crecimiento folicular y

caracteristicas morfométricas del cuerpo luteo (CL) y foliculos se realiz6 el dia 0 (inicio
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del protocolo). Para ello se emple6 un ecografo CHISSON D600 VET® equipado con un
transductor lineal con doble frecuencia de onda (5.0 — 7.5 MHz), indicada para el examen
transrectal de grandes animales. Ambos ovarios de cada vaca seran explorados mediante
ultrasonografia utilizando una frecuencia de 7.5 MHz (Henao et al., 2002; Pierson and
Ginther, 1988). Durante cada examen los ovarios fueron observados cuidadosamente, en
al menos dos planos diferentes realizando un barrido de un extremo a otro del ovario, para
ver que esté en su totalidad (Cabrera et al., 2012; Pieterse, 1999; Quintela, L; Becerra,

2006).

Cada imagen seleccionada en la pantalla del monitor fue evaluada (con la opcion
freezze) obteniéndose imagenes estaticas y utilizando el calibre electrénico del equipo de
ultrasonografia se realizaron mediciones de estructuras ovaricas (foliculos y cuerpo llteo)
y registraron el numero de estas, ademas las imagenes obtenidas de las estructuras
ovaricas fueron diagramadas en mapas ovaricos (Ovariograma, ver anexos) enfatizando
la posicion relativa de estructuras foliculares y luteales de cada ovario permitiendo la
identificacion individual y seguimiento de sus cambios durante exdmenes sucesivos

(Cabrera et al., 2012; Chase Jr et al., 1997).

Determinacion de las caracteristicas de la dindmica folicular
Para realizar el seguimiento del desarrollo folicular en cuanto a su posicion y
didmetro, comparar con los de los dias previos, individualizar, diferenciar los foliculos
que no crecen, los que crecen, los que regresionan, la aparicion de otros de una onda
folicular se realizard la medicién del diametro de los foliculos utilizando el calibre
electrénico del ecografo en milimetros (mm). Para el célculo del diametro medio de los
foliculos se colocara las marcas ecogréaficas de medida sobre la pared interna del antro

folicular y en los foliculos no esféricos con forma irregular, se promediara el diametro
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vertical y transversal en su mayor seccién (Pierson and Ginther, 1988, 1984; Quirk et al.,

1986).

Diametro maximo de los foliculos dominantes
Para determinar esta variable se deben promediar los diametros de los foliculos
dominantes incluyendo el del foliculo ovulatorio por ciclo, correspondiente al mayor
diametro antes de que iniciara su regresion u ovulacién, tomando en cuenta los promedios
para grupos de estudio e independientemente del nimero de ondas que haya tenido el

ciclo estral (Pierson and Ginther, 1984).

Protocolo de Sincronizacion de Celo y evaluacion ultrasonografica
Se utiliz6 un protocolo de sincronizacion de celo con base a progestagenos y
gonadotropina corionica equina (eCG) (Bryan et al., 2010), el cual considera los
siguientes pasos:

- Dia 0: aplicacion de benzoato de estradiol (BE: Estrovet®, Montana) 2 mg y
colocacion del dispositivo intravaginal bovino (DIB: DIB®, Syntex), que contiene 1
g de progesterona.

- Dia 8: aplicacion de un analogo de prostaglandina F», (Cloprostenol [PG]: Prostal®,
Over) 0.15 mg y eCG dosis de 400 Ul (Novormon® 5000, Syntex), por via
intramuscular profunda. Remocion del DIB.

- Dia10: aplicacion de un analogo de la hormona liberadora de gonadotropinas (acetato
de buserelina [GnRH]: Gestar®, Over) 1.05 mg, por via intramuscular profunda. La

IA se hizo 12 horas después. Asi como muestra en el siguiente grafico:
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PGF: eCG: US I 1A | DIAGNOSTICO
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Gréfico 1. Protocolo de sincronizacion y evaluaciones ultrasonogréficas.

Para la evaluacion ultrasonografica se utiliz un ecografo Chison D600 VET con
un transductor rectal a una frecuencia de 7.0 MHz. Las actividades realizadas fueron:
- Dia 0: Se determind la funcionalidad ovarica, clasificando a los animales segun el
estado ovarico y se inicid el protocolo de sincronizacion (Menchaca et al., 2013)
- Dia 8: Se determind el didmetro del foliculo dominante (FD).
- Dia 10: Se repitio la medicion del FD para obtener su tasa de crecimiento (mm/dia),

por diferencia entre el tamafo del dia 10 y dia 8.

3.5 ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados cuantitativos obtenidos fueron sometidos a estadistica descriptiva
evaluando las medidas de tendencia central y de dispersién; en caso de la comparacién
entre clase animal fueron sometidos a un Disefio Completamente al Azar para determinar
la diferencia estadistica, el estatus ovarico a inicio de la sincronizacion de celo y la tasa

de prefiez fueron sometidas a un Prueba no paramétrica de Chi cuadrado. Los datos fueron
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procesados mediante el programa estadistico R version 3.4.4, todas las pruebas fueron

realizadas con un nivel de significancia de 0.05 (R Core Team, 2017).
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION

La tabla 02 muestras las estructuras ovaricas presentes en las vacas en produccion,
seca y vaquillas al inicio del protocolo de sincronizacién, las cuales fueron evaluados

mediante ultrasonografia segun técnica descrita anteriormente.

Tabla 2. Estatus ovarico de las vacas y vaquillas sometidas a la sincronizacion de celo.

Foliculos Foliculos Cuerpo luteo

<8 mm >8 mm vy foliculos

Vacas en Produccion 111 33.3 55.6
(<120 dias)
Vacas en seca (=260 dias) 0 77.8 22.2
Vaquillas 11.1 33.3 55.6
(p = 0.09796)

El estatus ovarico en los animales del experimento divididos entre clase animal
muestra diferencia estadistica por lo que se puede inferir que el estatus ovarico evaluado
mediante ultrasonografia depende de la clase animal observandose en caso de las vacas
en produccién y vaquillas los mismos porcentajes de foliculos <8 mm (anestro profundo),
foliculos >8 mm (anestro superficial) y cuerpo Iateo y foliculos (ciclicidad) siendo de
11.1, 33.3 y 55.6% respectivamente, mientras que para las vacas en seca fue para foliculos
<8 mm de 0%, foliculos >8 mm de 77.8% y finalmente con cuerpo luteo y foliculos de
22.2%. El mayor porcentaje de vacas ciclicas en los grupos de produccion y vaquilla en
comparacion con las vacas en seca se podria deber a un efecto alimenticio puesto que los

animales de este ultimo grupo no fueron suplementados con ensilado, la insulina, IGF-I
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y la leptina pueden tener efectos directos sobre la pituitaria al incrementar la secrecion de
LHy sobre el ovario al regular la esteroidogénesis, ejerciendo un factor de mantenimiento
y control sobre la células de produccion de andrégenos las mismas que son estimuladas
por la LH (hormona luteinizante) a la vez que depende de las concentraciones de 17f3-
estradiol por tanto existe una incapacidad de responder al aumento de la LH debido a que
las células de los foliculos son incapaces de producir receptores para LH (Stewart et al.,

1995).

La condicién de la clase animal de vaca en seca conlleva a entender que es un
grupo de animales con baja o nula produccion de leche y vacias (no prefiada) por un largo
tiempo desde su Ultimo parto (>260 dias abiertos), por tanto se presume que a pesar de la
evaluacion ginecoldgica antes del inicio del estudio podrian tener algunos problemas
reproductivos en comparacion con el grupo de vacas en produccion y vaquillas; existe
evidencia de que las infecciones uterinas contribuyen a la reduccion de la fertilidad siendo
los productos bacterianos o mediadores inmunitarios producidos en respuesta a la
infeccion quienes suprimen la secrecion hipofisiaria de LH las mismas que se asocian con
la inhibicion de la foliculogénesis, disminucion de esteroidogénesis ovarica, fases luteas
anormales y una mayor incidencia de enfermedad quistica (Sheldon and Owens, 2017;

Williams et al., 2007).

Los porcentajes obtenidos en vacas en produccién y vaquillas estan por encima
de 50% en el grupo con CL y foliculos que se traduce en animales con ciclicidad, los
mismos que son parecidos a lo reportado en vacas Brown Swiss con 66.7, 75y 60% de
ciclicidad en diversos trabajo de tesis desarrollados en ambientes parecidos a los del
presente estudio (Perez et al., 2017; Pfufio Laura, 2017). El grupo de vacas en seca como

se menciono son animales con algunos problemas reproductivos reportando solamente un
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22.2% con presencia de CL (con ciclicidad) porcentaje parecido a lo reportado en un
estudio en vacas Brown Swiss con problemas reproductivos con 50% y 37.5%;
generalmente los problemas reproductivos son desarrollados a partir de infecciones
uterinas por bacterias las cuales secretan endotoxinas que previenen la produccion del
pico preovulatorio de LH causando persistencia de quistes foliculares, estas endotoxinas
en altas dosis afectan la concentracién del estradiol por tanto hay una inhibicién sistémica
de todo el proceso de ovulacion que incluye la secrecion de GnRH por parte del

Hipotalamo (Battaglia et al., 2000; Karsch et al., 2002).

La tabla 03 muestras la tasa de crecimiento folicular evaluado el dia 8 y 10 de
iniciado el protocolo de sincronizacion de celo siendo la unidad de medida en milimetros
(mm)/dia, ademas. En cuanto a la tasa de crecimiento observado no muestran diferencia
estadistica (p=0.987) por lo que el crecimiento de foliculos desde el dia 8 al dia 10 del
protocolo de sincronizacion son parecidos en las tres clases de animales (vacas en

produccion, en seca y vaquillas).

Tabla 3. Tasa de crecimiento folicular en los tres grupos de estudio.

n Tasa de crecimiento
(mm/dia)!
Vacas en produccion 11 2.3+1.5%
(<120 dias)
Vacas en seca (>260 9 2.4+ 1.8
dias)
Vaquillas 9 2.3+1.8°
(p=0.987)
38
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En cuanto a la variable de tasa de crecimiento del FD entre los dias 8 y 10 de
iniciado el protocolo de sincronizacion de celo, asi como el didmetro folicular el dia de la
IATF (Dia 10). Se observa un crecimiento positivo de los FD en los tres grupos debido,
posiblemente, al aumento de receptores a FSH en las células de la granulosa, ademas de
la secrecion de la activina (del propio FD) e inhibina (accion hacia los demaés foliculos de
la cohorte) por parte de los FD; el DIB produce una retroalimentacion negativa que
permite una sincronizacion adecuada de la onda folicular y de la ovulacién (Ginther et
al., 1996; Vasconcelos et al., 2001).

La comparacion de la tasa de crecimiento con otros estudios realizados en la
misma raza y ambiente son parecidos siendo 2.19+1.13mm en vacas y 1.93+1.13mm en
vaquillas esta similitud es probablemente por las mismas condiciones en la que fueron
conducidos los estudios (Perez et al., 2016); en las mismas condiciones ambientales con
una raza de cruce industrial (Aberdeen angus x criollo) las tasas de crecimiento son
inferiores en comparacion al presente estudio siendo de 0.5£0.87mm en el grupo de
Ovsynch y 1.2+0.71mm en el grupo de CIDR-Synch esta diferencia podria deberse al
factor racial, al amamantamiento que inhibe la ovulacion debido probablemente a la
accion de opioides (neurotransmisores) que estarian involucrados en la inhibicion sobre

la LH (Lacuesta et al., 2000; Perez Guerra et al., 2017).

La tabla 04 muestra el didmetro del foliculo dominante (FD) evaluado el dia 10
de iniciado el estudio reportado en la unidad de medida de mm, para los tres grupos de
estudio. La comparacion de los promedios y sometidos al analisis de varianza muestra
alta significancia (p=0.00197), observandose primeramente una similitud entre las vacas
en produccion con las vacas en seca y vaquillas respectivamente; mientras que al

comparar vacas en seca y vaquillas muestras diferentes letras por tanto se infiere que estos
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dos grupos muestran diferencia en el didmetro del FD tal como se observa en la siguiente

tabla:

Tabla 4. Didmetro del foliculo dominante (FD) en los tres grupos de estudio.

N Diametro (dia 10, mm)
Vacas en produccion 11 14.5 2,18
(<120 dias)
Vacas en seca (>260 9 16.6 + 3.1°
dias)
Vaquillas 9 12,1 +2.0°
(p=0.00197)

El diametro del foliculo dominante (FD) evaluado el dia 10 es una muestra del
desarrollo folicular a cargo del funcionamiento endocrinolégico, al disminuir las
concentraciones de Progestagenos se genera un feed back positivo por parte del FD
(evaluado el dia 8 post sincronizacidn) que es responsable de su crecimiento aumentando
en numero los receptores para FSH y LH en las capas celulares del FD permitiendo
finalmente la ovulacion (Galina, C; Valencia, 2004; Hafez, 2002). Los tamafios obtenidos
en el presente estudio son parecidos a lo reportado en un estudio (realizado en las mismas
condiciones ambientales del presente estudio) que evaluaron la dindmica folicular de
vacas Brown Swiss durante el ciclo estral siendo de 15.8+2.2mm (Quispe et al., 2013),
por tanto los didmetros obtenidos en vacas en produccion de 14.5 + 2.1mm y vacas en
seca con 16.6 + 3.1mm son foliculos con alta probabilidad de ovular lo que demostraria
la sincronizacion de la onda folicular como la accién hormonal dentro el protocolo. En
cuanto al didmetro en vaquillas fue de 12.1 + 2.0mm es diferente comparado con el grupo

40

repositorio.unap.edu.pe

No olvide citar adecuadamente esta tesis
]



. UNIVERSIDAD

NACIONAL DEL ALTIPLANO
Repositorio Institucional

de vacas en seca, esta diferencia podria deberse a su menor desarrollo sexual en

comparacion a vacas maduras (Galina, C; Valencia, 2004).

El grafico 02 muestra datos de tendencia central y dispersion en forma gréafica de
los tamarios de FD en las tres clases animales del experimento, que permite observar un
mayor diametro en las vacas en seca y con menor variabilidad, mientras que en vacas en
produccién se observa mayor cantidad de valores superiores al promedio, lo contrario
ocurre en vaquillas donde se observa mayor variabilidad por debajo del promedio. Cabe
resaltar que en estudios importantes en el estudio de didmetros de FD en vacas adultas
(14.5+£0.5mm) estan dentro de lo obtenido en el presente estudio (Ginther et al., 2018,

1989).

20
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Grafico 2. Grafico de cajas y bigotes de tamafio del FD en las tres clases de animales.

La comparacién del tamafio de FD del presente estudio en vacas en produccién
(14.5£2.1mm ) y seca (16.6x3.1mm) son parecidos a los reportados en diversos estudios
realizados en las mismas condiciones medio ambientales y raciales siendo de

15.91+2.61mm (Perez et al., 2016); en otro estudio realizado en el Valle del Mantaro con
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un protocolo de sincronizacion de celo (disminuye el diestro y prolongo el proestro) en
vacas de aptitud lechera (Brown Swiss y Holstein) reportaron diametros foliculares para
el protocolo Co-Synch (5 dias) 15.66x1.6mm y para J-Synch diametros de
14.79+2.97mm (Perez et al., 2018), la similitud se podria deber a que todos estos estudios
fueron realizados en condiciones ambientales, protocolos de sincronizacién, raciales
parecidas al del presente estudio. Resultados inferiores son reportados en vacas (con
problemas reproductivos) con CL al inicio de tratamiento siendo de 12.25+4.23mm y
vacas sin CL al inicio del tratamiento presentaron didmetros de 13.63+4.21mm, la
diferencia podria deberse a que los animales con problemas reproductivos ven afectado
sus procesos normales de desarrollo folicular y ovulacion (bloqueo de la secrecion de LH)
(Battagliaet al., 2000; Karsch et al., 2002); de la misma forma en vacas de cruce industrial
(angus X criollo) reportan resultados inferiores en dos tratamientos de sincronizacion de
celo siendo para Ovsynch de 8.09+3.23mm y CIDR-Synch de 10.2+3.16mm (Perez
Guerra et al., 2017), esta diferencia puede deberse a lo mencionado anteriormente siendo
los factores principales el protocolo de sincronizacion, efecto racial como también el

amamantamiento (Lacuesta et al., 2000).

Los resultados obtenidos en vaquillas del presente estudio fue de 12.1+2.0mm
parecido a los reportado en un estudio realizado en las mismas condiciones raciales,
ambientales y de protocolos de sincronizacion de celo, siendo el didmetro promedio de
vaquillas de 12.77+1.33mm (Perez et al., 2016); sin embargo, otro estudio realizado con
protocolos cortos de sincronizacion de celo con progestagenos reportan diametros
inferiores en vaquillas siendo para Co-Synch (5 dias) de 10.66+2.9 y para J-Synch de
10.8+2.56, la diferencia probablemente debido al tiempo de exposicién del dispositivo

intrauterino como a la concentracion de Progestageno (Menchaca et al., 2013).
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La tabla 05 muestra el porcentaje de prefiez evaluado el dia 45 de iniciado el
estudio reportado realizado por US para los tres grupos de estudio. La comparacién de
los porcentajes y sometidos al analisis de prueba no paramétrica no muestra significancia
(p=0.354), observandose que no existe dependencia alguna entre la mayor o0 menor tasa
de prefiez con la clase animal, necesario indicar que para inferir fertilidad el numero de
unidades experimentales por grupo no es significativo ya que el principal objetivo del

estudio es la dindmica folicular; los porcentajes son como se observa en la siguiente tabla:

Tabla 5. Tasa de prefiez en los tres grupos de estudio.

N Tasa de prefiez
Vacas en produccion 9 44.4% (4/9)
(<120 dias)
Vacas en seca (>260 9 33.3% (3/9)
dias)
Vaquillas 9 66.67% (6/9)
(p=0.354)

Los porcentajes de prefiez presentados muestran ser de regulares a buenos esta
respuesta se puede deber al protocolo de sincronizacion utilizado en el que se incluye la
aplicacion de la hormona eCG que posee una actividad de FSH y LH las cuales provocan
un desarrollo sincronizado del futuro foliculo pre ovulatorio que se caracteriza en un
aumento en la tasa de crecimiento del foliculo dominante preovulatorio en su didmetro y
area del Cuerpo Luteo (CL) (Galina, C; Valencia, 2004; Hafez, 2002); ademas que la
aplicacion de eCG como funcién de LH tiene la capacidad de producir la formacién de

CL que genera una mayor produccién de Progesterona, hormona encargada del
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mantenimiento de la prefiez; ya que se ha demostrado que la accion de la eCG es de

aumentar el tamafio y numero de las células luteales (Rigoglio et al., 2013).

Resultados similares fueron reportados en vacas en produccion con similares
protocolos de sincronizacion (con progestdgenos) y condiciones ambientales y raciales
con porcentajes de 55% y 44.4% (Perez et al., 2018; Perez et al., 2016). Resultados
inferiores reportan esto probablemente al uso de protocolos distintos al utilizado en el
presente estudio siendo el OvSynch y el J-synch respectivamente alcanzando porcentajes
de 33.3% en ambos casos (Perez, U et al, 2018; Perez Guerra, et al., 2017); sin embargo,
estos porcentajes son parecidos a lo reportado en vacas en seca resultados obtenidos
probablemente por aparentes problemas reproductivas en esta clase animal (Battaglia et

al., 2000; Karsch et al., 2002).
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V. CONCLUSIONES

e El estatus ovarico observado fue del 11.1% con foliculos <8 mm, 33.3% con
foliculos >8 mm y 55.6% con cuerpo luteo (CL) tanto en vacas en produccion
como vaquillas, mientras que en vacas en seca los porcentajes fueron 0, 33.3 y
55.6% para los estatus con foliculos <8 mm, foliculos >8 mm y con CL
respectivamente.

e La tasa de crecimiento folicular fue para vacas en produccion, vacas en seca y
vaquillas de 2.3+1.5, 2.4+1.8y 2.3+1.8mm respectivamente (p=0.987).

e El didmetro de foliculo dominante fue para vacas en produccion de 14.5+2.1 mm,
vacas en seca de 16.6+£3.1 mm y vaquillas de 12.1+2.0 mm (p=0.00197).

e Latasa de prefiez fue para vacas en produccion, vacas en seca y vaquillas de 44.4,

33.3y 66.7% respetivamente (p=0.354).
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V1. RECOMENDACIONES

e El uso del presente protocolo de sincronizacion de celo permite alcanzar tamafios
foliculares adecuados que se traducen en tasa de prefiez aceptables segun clase
animal en condiciones del Altiplano Peruano.

e EIl uso de equipos que puedan determinar niveles sanguineos hormonales de
estrogenos, progesterona, FSH, etc serian de vital importancia para completar los
estudios sobre el comportamiento reproductiva en vacas Brown Swiss sometidas

a diversos protocolos de sincronizacion a nivel del Altiplano Peruano.
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Anexos de analisis estadisticos

Estatus ovarico del experimento

NRO DE Estatus
VACA ovarico Grupo

1 1 produccion
2 2 produccion
3 2 produccion
4 2 produccion
5 3 produccion
6 3 produccion
7 3 produccion
8 3 produccion
9 3 produccion
10 2 seca

11 2 seca

12 2 seca

13 2 seca

14 2 seca

15 2 seca

16 2 seca

17 3 seca

18 3 seca

19 1 vaquillas
20 2 vaquillas
21 2 vaquillas
22 2 vaquillas
23 3 vaquillas
24 3 vaquillas
25 3 vaquillas
26 3 vaquillas
27 3 vaquillas

Table # Counts

estatus ovarico
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clase animal 12 3
1126
2072
3126
> totPercents(.Table) # Percentage of Total
1 2 3Total
1 37 74222 333
2 00259 74 333
3 3774222 333
Total 7.4 40.7 51.9 100.0
> . Test <- chisq.test(.Table, correct=FALSE)
> Test
Pearson's Chi-squared test
data: .Table
X-squared = 7.8312, df = 4, p-value = 0.09796
> Test$expected # Expected Counts
estatus ovarico
clase animal 1 2 3
1 0.6666667 3.666667 4.666667
2 0.6666667 3.666667 4.666667
3 0.6666667 3.666667 4.666667
> round(.Test$residuals”2, 2) # Chi-square Components

estatus ovarico
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claseanimal 1 2 3

10.170.76 0.38

20.67 3.031.52

30.170.76 0.38

Analisis de varianza sobre la tasa de crecimiento.

clase rep tasa
Vacapro 1 3.3
Vacapro 2 2.72
Vacapro 3 1.58
Vacapro 4 2.415
Vacapro 5 5.905
Vacapro 6 1.645
Vacapro 7 2.335
vacapro 8 0.29
vacapro 9 1.26
vacapro 10 0.635
vacapro 11 2.7
vaquilla 1 3.8
vaquilla 2 2.675
vaquilla 3 341
vaquilla 4 2.23
vaquilla 5 -0.96
vaquilla 6 1.105
vaquilla 7 0.795
vaquilla 8 4.73
vaquilla 9 3.3
vacasec 1 0.805
vacasec 2 1.34
vacasec 3 0.685
vacasec 4 0.355
vacasec 5 4.085
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vacasec 6 4.29
vacasec 7 4.815
vacasec 8 3.525
vacasec 9 14

> summary(AnovaModel.1)
Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)
clase 2 0.07 0.0365 0.013 0.987

Residuals 26 73.29 2.8189

> with(Dataset, numSummary(tasa, groups=clase, statistics=c("mean", ""sd")))

mean sd data:n
vacapro 2.253182 1.521976 11
vacasec 2.366667 1.777992 9

vaquilla 2.342778 1.761984 9

Simultaneous Tests for General Linear Hypotheses
Multiple Comparisons of Means: Tukey Contrasts
Fit: aov(formula = tasa ~ clase, data = Dataset)
Linear Hypotheses:
Estimate Std. Error t value Pr(>[t|)
vacasec - vacapro ==0 0.11348 0.75463 0.150 0.988
vaquilla - vacapro ==0 0.08960 0.75463 0.119 0.992

vaquilla - vacasec == 0 -0.02389 0.79147 -0.030 0.999
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(Adjusted p values reported -- single-step method)
Simultaneous Confidence Intervals
Multiple Comparisons of Means: Tukey Contrasts

Fit: aov(formula = tasa ~ clase, data = Dataset)
Quantile = 2.4845
95% family-wise confidence level
Linear Hypotheses:

Estimate Iwr  upr
vacasec - vacapro == 0 0.11348 -1.76142 1.98839
vaquilla - vacapro == 0 0.08960 -1.78531 1.96450
vaquilla - vacasec == 0 -0.02389 -1.99031 1.94253

vacapro vacasec vaquilla

Analisis de varianza de tamano folicular

clase rep Tamafio
folicular
vacapro 1 12.56
vacapro | 2 13.81
vacapro 3 14.05
vacapro 4 12.86
vacapro | 5 17.28
vacapro 6 15.29
vacapro 7 15.31
vacapro 8 11.2
vacapro 9 17.36
vacapro | 10 16.81
vacapro | 11 13
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vaquilla 1 13.1
vaquilla 2 12.78
vaquilla 3 13.82
vaquilla 4 13.55
vaquilla 5 9.87
vaquilla 6 9.62
vaquilla 7 9.13
vaquilla 8 14.15
vaquilla 9 12.56
vacasec 1 9.93
vacasec 2 18

vacasec 3 13.57
vacasec 4 17.21
vacasec 5 16.35
vacasec 6 17.64
vacasec 7 20.07
vacasec 8 19.25
vacasec 9 17.31

> AnovaModel.3 <- aov(Tamafio.folicular ~ clase, data=Dataset)
> summary(AnovaModel.3)

Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)
clase 2 92.46 46.23 7.993 0.00197 **

Residuals 26 150.38 5.78

Signif. codes: 0 ™***'0.001 **'0.01*'0.05"'.'0.1"'1

> with(Dataset, numSummary(Tamafio.folicular, groups=clase, statistics=c("mean",

"sd")))

mean sd data:n
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vacapro 14.50273 2.068720 11
vacasec 16.59222 3.096630 9
vaquilla 12.06444 1.964377 9

Simultaneous Tests for General Linear Hypotheses
Multiple Comparisons of Means: Tukey Contrasts
Fit: aov(formula = Tamafio.folicular ~ clase, data = Dataset)
Linear Hypotheses:

Estimate Std. Error t value Pr(>[t])

vacasec - vacapro==0 2.089 1.081 1.933 0.1496
vaquilla - vacapro==0 -2.438 1.081 -2.256 0.0802.

vaquilla - vacasec ==0 -4.528 1.134 -3.994 0.0014 **

Signif. codes: 0 ™***'0.001 **'0.01*'0.05.'0.1"'1
(Adjusted p values reported -- single-step method)
Simultaneous Confidence Intervals
Multiple Comparisons of Means: Tukey Contrasts
Fit: aov(formula = Tamafio.folicular ~ clase, data = Dataset)
Quantile = 2.4839
95% family-wise confidence level
Linear Hypotheses:
Estimate Iwr  upr
vacasec - vacapro ==0 2.0895 -0.5955 4.7745

vaquilla - vacapro == 0-2.4383 -5.1233 0.2467
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vaquilla - vacasec == 0 -4.5278 -7.3438 -1.7117
vacapro vacasec vaquilla

"ab"  "b" "a"

Tasa de Prefiez en grupos de investigacion

NRO DE
VACA prefiez| Grupo

1 1  |produccion
2 1  |produccion
3 1  |produccion
4 1  |produccion
5 2 produccion
6 2 produccion
7 2 produccion
8 2 produccion
9 2 produccion
10 1 Seca

11 1 Seca

12 1 Seca

13 2 Seca

14 2 Seca

15 2 Seca

16 2 Seca

17 2 Seca

18 2 Seca

19 1 vaquillas
20 1 vaquillas
21 1 vaquillas
22 1 vaquillas
23 1 vaquillas
24 1 vaquillas
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25 2 vaquillas
26 2 vaquillas
27 2 vaquillas

> .Table # Counts
columns
rows  prefiez no prefiez
vac prod 4 5
vacsec 3 6

vaquill 6 3

> colPercents(.Table) # Column Percentages
columns

rows  prefiez no prefiez

vac prod 30.8 35.7

vacsec 23.1 429

vaquill 46.2 214

Total 100.1 100.0

Count 13.0 14.0
g> .Test <- chisq.test(.Table, correct=FALSE)
> Test

Pearson's Chi-squared test

data: .Table
X-squared = 2.0769, df = 2, p-value = 0.354
> Test$expected # Expected Counts
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columns
rows prefiez no prefiez
vac prod 4.333333 4.666667
vac sec 4.333333 4.666667
vaquill 4.333333 4.666667
> remove(.Test)

> remove(.Table)
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