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RESUMEN

Con la finalidad de evaluar el efecto del uso de la hCG y la GnRH sobre la
formacion de cuerpo luteo accesorio y el efecto del cuerpo liteo accesorio sobre
la tasa de prefiez en la transferencia de embriones, se estudiaron 28 animales
distribuidos en 2 grupos de 14 vaquillas cada uno. El primer grupo recibié una
dosis de 20 mcg. De GnRH el dia 6 post celo (7 receptoras) y el dia 7 post celo
(7 receptoras). El segundo grupo recibié la dosis de 1000 Ul de hCG el dia 6 post
celo (7 receptoras) y el dia 7 post celo (7 receptoras). Se transfirio a todas las
receptoras un embrion descongelado 7 dias después de su celo natural. La
presencia de cuerpo luteo y prefiez se realizé mediante palpacion de ovarios via
rectal corroborado con ecografia. Se encontré6 cuerpo liteo accesorio en el
42.9% de receptoras que recibieron GnRH y 71.4% en receptoras que recibieron
hCG el dia 6 post celo, ademas 85.7% de receptoras que recibieron hCG 7 dias
post celo presentaron cuerpo liteo accesorio. El porcentaje de prefiez fue 28.6%
en las receptoras que recibieron GnRH el dia 6 y 42.9% de prefiez con aplicacién
de GnRH el dia 7 post celo. Con respecto al uso de hCG se obtuvo 28.6% de
prefiez indistintamente del dia de aplicacion. Se observo que el uso de hCG
para la formacién de cuerpo liteo accesorio es mejor que la GnRH, sin embargo;
no se ve reflejado en el porcentaje de prefiez siendo de mayor utilidad la
aplicacion de GnRH el dia 7 simultdneamente a la transferencia de embrion. No
hubo diferencia estadistica significativa entre los grupos de receptoras que
recibieron GnRH ni entre los grupos de receptoras que recibieron hCG con
respecto al porcentaje de prefiez y la presencia de cuerpo lateo accesorio.

Palabras clave: Cuerpo liteo accesorio, donantes, embriones, GnRH, hCG y

receptoras.
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ABSTRACT

In order to evaluate the effect of the use of hCG and GnRH on the formation of
accessory corpus luteum and the effect of the accessory corpus luteum on the
pregnancy rate in embryo transfer, 28 animals distributed in 2 groups of 14 were
studied. heifers each. The first group received a dose of 20 mcg. GnRH on day 6
post-heat (7 recipients) and day 7 post-heat (7 recipients). The second group
received the 1000 IU dose of hCG on day 6 post-estrus (7 recipients) and on the
7th post-estrus day (7 recipients). A thawed embryo was transferred to all
recipients 7 days after its natural estrus. The presence of corpus luteum and
pregnancy was performed by palpation of ovaries rectally corroborated with
ultrasound. An accessory corpus luteum was found in 42.9% of recipients who
received GnRH and 71.4% in recipients who received hCG on day 6 post-estrus,
in addition 85.7% of recipients who received hCG 7 days post-estrus presented
accessory corpus luteum. The pregnancy rate was 28.6% in the recipients who
received GnRH on day 6 and 42.9% in pregnancy with GnRH application on day
7 post-heat. Regarding the use of hCG, 28.6% of pregnancies were indistinctly
obtained on the day of application. It was observed that the use of hCG for
accessory corpus luteum formation is better than GnRH, however; it is not
reflected in the percentage of pregnancy, with the application of GnRH being
more useful on day 7 simultaneously with the embryo transfer. There was no
significant statistical difference between the groups of recipients who received
GnRH nor between the groups of recipients who received hCG with respect to

the percentage of pregnancy and the presence of accessory corpus luteum.

Keywords: Accessory corpus luteum, donors, embryos, GnRH, hCG and

receptors
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INTRODUCCION

Con el propdsito de incrementar la produccion de carne y leche en la crianza de
vacunos se ha implementado programas de mejora genética basados
principalmente en el uso de la Inseminacion artificial, sin embargo; los promedios
en produccion lechera de vacunos al 2013 en el Departamento de Puno
proyectado por la mesa de concertacion de lacteos estima un promedio de 4.5
litros/dia/vaca el cual hace imposible desarrollar una crianza de vacunos
rentable. Estas consideraciones han permitido que Instituciones, profesionales y
productores incursionen en el desarrollo de la Transferencia de embriones como
alternativa para el logro de animales con mejores promedios de produccion
principalmente de leche.

En el Departamento de Puno, existe pocos reportes de trabajos realizados en
diferentes Provincias y Distritos, en todos ellos el porcentaje de prefiez con
embriones descongelados no supera el 40% creando incertidumbre en el
productor. Se atribuye que una causa no infecciosa de la baja tasa de prefiez por
transferencia de embriones seria la pérdida embrionaria debido a una
insuficiencia luteal, que se define como un cuerpo Iuteo con una vida media corta
o irregular, o una con una duracion normal, pero con una produccion de
progesterona baja. En la vaca, la forma mas comun de insuficiencia luteal es un
cuerpo liteo con vida corta, pero produccién normal de progesterona. La causa
no se conoce bien, pero parece estar relacionada con una liberacion prematura
de Prostaglandina F2« (Kastelic y Mapletoft, 2003).

En el presente estudio, se utiliza la GnRH y la hCG con el propésito de inducir la
formacion de un cuerpo luteo accesorio en vaquillas receptoras de embriones y

se evalla su efecto sobre el porcentaje de prefiez.
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CAPITULO |

PROBLEMATICA DE INVESTIGACION

1.1 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La transferencia de embriones ha pasado a ser, tras 20 afios de aplicacion
practica, un instrumento fiable en la cria de animales en los ultimos tiempos. La
transferencia de embriones, junto con otras biotecnologias a ella asociadas
(Conservacion de embriones, fertilizacion in Vitro, tipificacion genética y
transferencia génica) ha alcanzado una posicién clave como tecnologia basica

en la reproduccion y produccion animal (Gorlach, 1997).

Varios trabajos experimentales muestran la factibilidad de la aplicacién de la
transferencia de embriones en vacunos como una de las técnicas a ser usada
en un programa de mejoramiento genético acelerado en condiciones del
Altiplano Puneiio, sin embargo; los bajos resultados experimentales en prefiez y
natalidad limitan actualmente su uso masivo. Andlisis de varios trabajos sugieren
que parte de la baja prefiez seria resultado de una baja concentracion de
progesterona circulante el dia de la transferencia conduciendo a una muerte

embrionaria temprana. La etiologia de la muerte embrionaria es diversa, sin
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embargo, se puede dividir en factores genéticos y ambientales, dentro de estos
ultimos se encuentran las disfunciones endocrinas, estrés caldrico, alteraciones

en el ambiente uterino y endometritis (Thatcher et al., 1994).

Las disfunciones del cuerpo lateo han sido las mas discutidas como causa de
pérdidas embrionarias. Se pueden encontrar dos tipos de alteraciones en la
funcion latea: la primera consiste en un acortamiento de la vida media del cuerpo
luteo, y en la segunda se observa una produccién subnormal de progesterona.
Investigaciones diversas han concluido que una baja fertilidad es provocada por

una deficiencia en la funcion latea (Thatcher y Santos, 2001).

Con la finalidad de incrementar los niveles de progesterona circulante se han
estudiado diferentes metodologias incluyéndose la aplicaciéon de progesterona
exdgena y tratamientos conducentes a la formacion de cuerpo lateo accesorio 5,
6 y 7 dias después de la inseminacion artificial, con resultados diversos. La
formacion de un cuerpo luteo accesorio se puede lograr mediante la aplicacion

de GnRH o hCG 5, 6 0 7 dias después de la presentacion de celo en receptoras.

Estas informaciones plantean la hipotesis que la formacion de un cuerpo IUteo
accesorio en la fase de diestro en receptoras incrementa los niveles de
progesterona circulante y por consiguiente mejora los porcentajes de prefiez por

transferencia de embriones.
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1.2 Objetivos
1.2.1 General
Evaluar el efecto de la formacién de un cuerpo lateo accesorio inducido
con hCG o GnRH sobre el porcentaje de prefiez por transferencia de
embriones en receptoras.
1.2.2 Especificos
e Evaluar el efecto del uso de la hCG y la GnRH sobre la
formacion de cuerpo luteo accesorio.
e Evaluar el efecto del cuerpo liteo accesorio sobre la tasa

de prefiez en la transferencia de embriones.
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CAPITULO Il

MARCO TEORICO

2.1 TRANSFERENCIA DE EMBRIONES (TE)

La Transferencia de embriones es una técnica de reproduccion asistida que
basicamente consiste en la deposicion de un embrién (en sus primeros estadios
de desarrollo) recuperado del tracto genital de una hembra (donadora) en el de
otra (receptora) para su posterior gestacion y parto. Desde el punto de vista
metodoldgico la TE es sencilla en su concepto; pero, compleja en cuanto a su
realizacion, debido principalmente al gran nimero de factores que inciden sobre
ella y la necesidad de una serie de pasos precisos y consecutivos, de cada uno

de los cuales dependerd el éxito o fracaso final de la técnica (CIETE, 2002).

211 IMPORTANCIA DE LA TRANSFERENCIA DE EMBRIONES.

Mediante los indices de ganancia genética en la produccion de leche
calculados en porcentaje por afio, es posible la evaluacion del impacto de la
tecnologia de produccién y transferencia de embriones bovinos. Con las
pruebas de progenie a través de un sistema eficiente, la ganancia genética
varia de 1,5 a 2,0 % por afo. Sin embargo, con un sistema de ovulacion

5
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multiple y transferencia de embriones (TE) en hembras seleccionadas, estos
indices varian entre 1,8 y 2,4 % el cual a su vez se mejora aun mas cuando
las vaquillas seleccionadas para la ovulacion mdultiple son animales de
pedigree, en este caso el indice genético varia entre 2,6 y 3,5 %. A medida
gue se avanza con la tecnologia los indices se mejoran considerablemente,
por ejemplo, cuando se utiliza la tecnologia de division de embriones en dos
partes, el indice sube a 4% y finalmente cuando se utiliza la tecnologia de

clones este indice aumenta de 20 a 25 % (De Bem et al., 1994).

2.2 CUERPO LUTEO (CL)

2.2.1 ESTRUCTURA Y FUNCION

El cuerpo lateo es una glandula temporal que se desarrolla a partir del
foliculo ovulatorio, proceso conocido como luteinizacién. Este proceso
consiste en todos los cambios morfolégicos, endocrinos y enziméticos que
ocurren en el foliculo preovulatorio hasta que este se transforma en un
cuerpo lateo funcional (Smith, 1994). La luteinizacion comienza antes de la
ovulacién en respuesta a la elevaciéon preovulatoria de las gonadotropinas
(LH y FSH), siendo la LH la hormona mas importante para la ruptura del
foliculo y su posterior transformacién en una estructura lutea (Niswender y

Nett, 1994).

La ovulacién ocurre en promedio 30horas después del pico preovulatorio de
LH. Esta hormona provoca cambios en las paredes del foliculo, que
conducen a su ruptura (Karsch et al,. 1992). Después de la ovulacién, el
espacio ocupado previamente por el foliculo es invadido por fibroblastos,
células endoteliales, células de la teca interna y células de la granulosa. Las

células esteroidogénicas del cuerpo lateo han sido clasificadas de acuerdo

6
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a su tamafo en células chicas y células grandes (Wiltbank y Niswender,
1992). El origen de estas células se ha estudiado mediante métodos
morfolégicos e inmunoldgicos; de esta forma, se conoce que durante la
luteinizacion las células de la teca interna y de la granulosa migran y se
distribuyen en el espacio que previamente fue ocupado por el foliculo
ovulatorio. Las células de la teca interna se multiplican y diferencian en
células lateas chicas, las cuales aumentan en namero, pero no en tamario.
Estas células constituyen aproximadamente el 20 % del volumen del CL y
representan el 25 % de las células. En contraste, las células de la granulosa
se hipertrofian pero no se multiplican, por lo que dan origen a un nimero de
células lateas grandes que coincide con el nimero de las células de la
granulosa presentes originalmente. Las células grandes llegan a representar
el 40 % del volumen del CL y el 0 % del total de células (Farin 1986, Hansel

1991, Wiltbank y Niswender, 1992).

Bioguimicamente se observa que después del pico de LH la produccién de
androstenediona y 17 Beta estradiol disminuyen, y en contraste comienza a
incrementarse la sintesis de progesterona (Alilay Dowd, 1991). Asi, en el dia
4 6 5 después de la ovulacién las concentraciones de progesterona en
sangre son mayores de 1 ng/ml, lo que indica que el CL ha adquirido su plena
funcionalidad. A partir de ese momento, y hasta el dia 14 del ciclo en la oveja,
o del dia 18 en la cabra y vaca, el cuerpo liteo secretard progesterona
(Arvizu et al., 1995, Hansey y Convey 1983, Quirke et al.,, 1979). La

progesterona es el principal producto de secrecion del cuerpo IUteo.
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2.2.2 DESARROLLO Y REGRESION FISIOLOGICA DEL CUERPO
LUTEO

Después de la ovulacion, el cuerpo luteo se diferencia por completo hasta
convertirse en una glandula endocrina tipica que secreta P4. La hormona
esteroide secretada por el cuerpo luteo cumple varias funciones: a) prepara
al endometrio para la implantacién; b) capacita al blastocisto para
implantarse, y ¢) mantiene la prefiez después de la implantacion. La vida util
del cuerpo lateo que varia entre especies, depende principalmente del curso
de la formacién del embridn. Después de la implantacion del blastocisto, el
cuerpo luteo experimenta un gran crecimiento y continlda sintetizando y

secretando hormonas esteroides. (Hafez, 1987).

La LH es responsable de la formacion y mantencion del cuerpo luteo (Docke,
1981). Después del aumento preovulatorio de la concentracion de LH en la
sangre periférica, una relativamente baja secrecion basal posibilita el
desarrollo morfologico y funcional del cuerpo lateo, donde se presentan

diferentes mecanismos de accién (Docke, 1980).

Las células luteinicas menores o células luteinicas pequefias poseen
receptores para LH que secretan apenas bajas cantidades de P4 en
ausencia del estimulo de la LH. Las células luteinicas mayores a su vez,
presentan muy pocos receptores para LH, sin embargo; producen gran

cantidad de P4 independiente del estimulo hormonal (Fitz et al., 1982).

Las células luteinicas mayores poseen entre tanto, receptores para
prostaglandinas de tal forma que la secrecion de esteroides y la vitalidad de

estas ceélulas estan determinadas por la PGF2a. La PGF2a también actua
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sobre las células luteinicas menores, posiblemente disminuyendo el estimulo
de LH. Se supone que este efecto ocurre via células mayores, ya que las
células menores no poseen receptores para PGF2a (Silva et al., 1984). Un
efecto vasoconstrictor asi como un bloqueo en la sintesis de progesterona
(P4) (Berhman et al.,, 1971) después de la accién de la prostaglandina,

también son discutidos.

La PGF2a se forma en el Utero y se transporta hasta el ovario via sanguinea
(Bairdy y Land, 1973) o por difusion entre la via uterina y la arteria ovérica
(Hafez, 1987). Después de la lutedlisis la secrecion de progesterona termina
y las células luteinicas se degeneran. La evolucién completa se presenta por
la infiltracion de fibroblastos, que forman un tejido de cicatrizacién (corpus

albicans) (Baker, 1976).

2.3 FUNCION E IMPORTANCIA DE LA PROGESTERONA (P4)

La progesterona regula los cambios que deben ocurrir en oviducto y Gtero para
qgue el embrion se desarrolle; esta hormona regula las secreciones uterinas, de
las cuales los embriones recibiran los nutrientes y sustancias que estimularan su
crecimiento y diferenciacion (Roberts y Hazer, 1988). Esta hormona actla
basicamente sobre los érganos genitales de la hembra, siendo responsable de
la preparacién del Utero para el establecimiento y mantenimiento de la gestacion
(Alila y Dowd, 1991). En la mucosa del oviducto y del Utero, la progesterona
estimula la secrecién de sustancias que nutriran al embridon hasta que este
comience a hacerlo a través de la placenta. Ademas, la progesterona evita las
contracciones del Utero, cierra el cérvix y modifica las caracteristicas del moco
cervical, volviéndolo mas viscoso, lo que evita el paso de agentes extrafios al

interior del Gtero. Por otra parte, la progesterona estimula el desarrollo del
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sistema alveolar de la glandula mamaria, preparandola para la sintesis y

secrecion de leche (Niswender y Nett, 1994).

2.4 MUERTE EMBRIONARIA

En ovejas y en vacas se ha encontrado que altas concentraciones de
progesterona estimulan el desarrollo embrionario (Kerbler et al., 1997, Pope et
al., 1995). Las anormalidades en la funcion latea se han asociado con la muerte
embrionaria temprana, asi, se ha observado que las vacas con baja fertilidad
(subfértiles) tienen una funcion Iitea anormal durante los primeros 7 dias
posteriores a la inseminacion (Kimura et al., 1987, Shelton et al., 1990). Esta
anormalidad también es comun en vacas en lactacion que se encuentran en
balance negativo de energia durante las siguientes 6 semanas posparto (Villa-
Godoy et al., 1998). En estos animales se obtienen bajos porcentajes de
concepcion, los que se asocian con esa disfuncion lutea. El estrés cal6rico
ocasiona alteraciones en la funcion del cuerpo luteo; se ha observado que las
vacas sujetas a estrés caldrico producen menos progesterona que las vacas que
se encuentran en temperatura de confort (Rosemberg et al., 1997). La asociacion
de la funcion lutea con la falla en la concepcion no solo depende del efecto que
pudiera tener la progesterona sobre el desarrollo embrionario sino que se asocia
con la falla en el reconocimiento materno de la gestacion, de tal forma que una
vaca que tiene buena funcion del cuerpo lateo mantiene una relacién
progesterona-estradiol dentro de cierto rango, que hace menos susceptible el
mecanismo de inicio de secrecion de PGF2a, mientras que otra vaca con una
fase latea subnormal no logra una relacién adecuada entre estas dos hormonas,
por lo cual el inicio de la secrecion de la PGF2a es mas sensible (Lamming y

Mann, 1995). Bajo estas circunstancias, el establecimiento y mantenimiento de
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la gestacion en las vacas con fases luteas subnormales se encuentra
doblemente en desventaja, ya que por un lado al haber menos progesterona el
desarrollo del embrion sera mas lento y tendra menor capacidad para producir
interferon trofoblastico bovino (bINT-t) (Kerbler et al., 1997), Y por otra parte, los
mecanismos que inician la secrecion pulséatii de PGF2a son mas sensibles
debido a la relaciéon anormal entre progesterona y estradiol (Lamming y Mann,
1995). (Thatcher et al., 1989) sefialan que un decremento en la actividad folicular
durante la gestacion temprana podria favorecer el mantenimiento del cuerpo
luteo. (Pritchard et al., 1994) encontraron en vacas productoras de carne que el
porcentaje de concepcidn a primer servicio disminuyo significativamente cuando

las concentraciones de estradiol aumentaron en el dia 14 a 17 del ciclo.

2.5 FORMACION DE CUERPO LUTEO ACCESORIO

Es posible la induccién de una segunda ovulacion posterior al celo natural en
vacas mediante el uso de hormonas que realizan este proceso, tales como la
GnRH y hCG; como resultado se tiene la formacion de un cuerpo liteo accesorio.

(Gatica, 2006).

Se trabajo en programas de Inseminacion artificial induciendo la formacion de
cuerpo luteo accesorio aplicando hCG al 5° dia post IA; la mayor parte del
incremento en la progesterona plasmatica luego de la aplicacion de hCG se
debid a ese cuerpo luteo accesorio. El tamafio del cuerpo lateo, la produccion in
vitro de progesterona y las concentraciones plasmaticas de progesterona fueron
mas grandes con los cuerpos lateos accesorios inducidos por hCG que en los
inducidos por GnRH. Debido a la induccion de ovulacion al 5° dia, esas vacas
van a experimentar un ciclo de tres ondas foliculares, debido a una mas

temprana emergencia de la segunda onda (Thatcher y Santos, 2001). Ademas,
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la tercera onda folicular sera retardada. El desarrollo del embrion esta
relacionado con concentraciones mas altas de progesterona y con la habilidad
del mismo para generar Interferon tau (IFN- t). Por ende, la induccién de un
cuerpo lateo accesorio por medio de hCG, con el consecuente incremento de
progesterona mejorara la sobrevivencia embrionaria. Se disefié un estudio para
determinar los efectos de la hCG (3,300 Ul de Chorulon, intramuscular, Intervet
Inc., Millsboro, DE) administrada 5 dias después de la inseminacion, sobre la
formacion de cuerpo IUteo accesorio, concentracion de progesterona en plasma,
tasa de concepcidn y pérdida de gestacion en vacas Holstein de alta produccion.
Después de la sincronizacion del celo (GnRH seguido 7 dias después por
Prostaglandina F2alfa) y de la inseminacion a celo detectado, 406 vacas Holstein
de alta produccién (43.0 +- 0.45 Kg. de leche/ dia al tiempo de la I1A) se inyectaron
ya fuese con hCG o con solucion salina, al 5° dia después de la inseminacién

(203 por tratamiento) (Thatcher y Santos, 2001).

El tratamiento con hCG al 5° dia del ciclo indujo la formacién de uno o mas
cuerpos lateos accesorios en el 86.2% de las vacas tratadas comparado con el
23.2% de las vacas control. El cuerpo lateo accesorio incrementd la
concentracion plasmatica de progesterona en vacas tratadas con hCG mas no
en los controles. El tratamiento con hCG incrementé (P<0.01) las tasas de
concepcion al dia 28 (45.8 vs. 38.7%), al dia 45 (40.4 vs. 36.3%) y al dia 90 (38.4
vs. 31.9%) después de la inseminacién. Este estudio apoya el concepto de que
mayores cantidades de progesterona durante la fase luteal, aumentan la

sobrevivencia embrionaria (Thatcher y Santos, 2001).

Con el propésito de inducir una ovulacion en el diestro, se inyecté 8 vacas con

hCG y 8 vacas con GnRH el dia 7 del ciclo. A los 3 dias los animales fueron
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sacrificados encontrandose cuerpo Iiteo accesorio en todas las vacas tratadas
con hCG, en tanto que en 7 de las 8 vacas tratadas con GnRH también se

encontré cuerpo liteo accesorio (Gatica, 2006).

2.6 GONADOTROPINA CORIONICA HUMANA

La estructura quimica de la hCG ha sido bien definida como una glucoproteina
que consta de subunidades a y 8, con un peso molecular de 40 000 daltons. La
subunidad a cuenta con 92 aminoacidos y dos cadenas hidrocarbonadas. Esta
subunidad es similar a la unidad a de la LH de seres humanos, cerdos, ovinos y
bovinos. La subunidad B tiene 145 aminoacidos y cinco cadenas
hidrocarbonadas. La gonadotropina coridnica humana se sintetiza a partir de las
células del citotrofoblasto de la placenta de primates prefiados, y se la encuentra
tanto en la sangre como en la orina. Se ha descubierto en la orina, a los ocho
dias de la concepcion mediante métodos sensibles de radioinmunoensayo, esto
es; solamente un dia después de la implantacion en el ser humano. La
gonadotropina coriénica humana tiene acciones tanto de LH como de FSH, pero
predominan las de LH. Es capaz de convertir el cuerpo luteo del ciclo menstrual

en el ser humano en cuerpo liteo de la prefiez.

La accion de LH de la hCG la ha convertido en la primera hormona disponible
para tratar quistes ovaricos en el ganado lechero. El tratamiento con hCG en una
vaca con quistes ovaricos requiere por lo general de 5000 a 10000 Ul de hCG
después de lo cual, los foliculos ovulan y forman un cuerpo luteo o, lo que sucede
mas a menudo, se luteinizan. En cualquier caso, las estructuras Iuteas producen
progesterona y el cuerpo Iuteo continta ejerciendo sus funciones por 20 dias,

cuando involuciona normalmente y permite que la vaca cumpla un ciclo
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aproximadamente a los 21 dias después del tratamiento, tiempo en el cual se
espera que el animal tenga el mismo éxito de concepcién que una vaca sin

quistes (Hafez, 1997).

2.7 HORMONA LIBERADORA DE GONADOTROPINAS

La teoria del control hormonal de la hipofisis anterior, fue formulada en 1974
con base en los datos fisiologicos y anatémicos de que los nervios hipotalamicos
liberaban sustancias hormonales al sistema portal hipotadlamo — hipofisiario.
Treinta afios después, se determind las estructuras quimicas de las hormonas
del hipotalamo que controlaban la funcion hipofisiaria. Las sustancias del
hipotalamo que controlan la liberacion de las hormonas hipofisiarias fueron

inicialmente denominadas factores de liberacion.

La hormona liberadora de gonadotropinas es undecapéptido con peso molecular
de 1183 daltons. Esta hormona induce la liberacion tanto de la hormona LH como
de la FSH a patrtir de la hipofisis. La sintesis de un gran niamero de analogos
estructurales de la GnRH, ha tenido gran importancia en el establecimiento de
las relaciones de estructura y actividad de esta hormona. Se han sintetizado dos
tipos basicos de analogos de GnRH. Los analogos antagonistas parecen unirse
a un sitio receptor en la hipofisis, pero no induce la liberacién de LH o FSH y
bloguean la accién de la hormona natural. Los analogos estimuladores se han

sintetizado e inducen la liberacion de LH y FSH, al igual que la GnRH natural.

La liberacion de LH como de FSH es controlada por la GnRH. La GnRH es eficaz
para disolver los quistes foliculares en la vaca. En este caso, 100 pg. de GnRH
inducen la liberacién de cantidades sustanciales de LH enddgena que, a su vez,

inducen luteinizacion o ruptura de los foliculos quisticos. Una vaca con ovarios
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quisticos tratados presentara estro en 19 a 23 dias después y luego de le puede

cruzar (Hafez, 1997).

2.8 DINAMICA FOLICULAR

Estudios recientes utilizaron ecografia transrectal para analizar los estadios
finales del crecimiento folicular en bovinos. En la Fig. 1 y 2 se muestra un
esquema del crecimiento folicular y la FSH en una vaca con 2 ondas foliculares
y otra con 3 ondas foliculares durante un ciclo estral de 21 dias. Alrededor del
momento de la ovulacidbn se empieza a desarrollar un grupo de foliculos
pequefios en los ovarios. Dicho crecimiento se conoce como onda folicular. De
este grupo de foliculos se selecciona un foliculo dominante que continda
creciendo mientras regresa el resto de los foliculos de la onda folicular. Debido
a la presencia de un cuerpo luteo funcional y altas concentraciones de
progesterona este primer foliculo dominante no produce un pico de LH,
comportamiento de celo ni sigue hasta la ovulacién. El primer foliculo dominante
pasa a no ser funcional y comienza una nueva onda folicular a la mitad del ciclo.
Una vez mas se selecciona un foliculo dominante de esta segunda onda folicular
y este foliculo continla hasta ovular porque este foliculo dominante es funcional
al momento de la regresion del cuerpo luteo. Algunas vacas tienen 3 ondas de
crecimiento folicular con lo cual el segundo foliculo dominante regresa, se inicia
una tercera onda folicular y el tercer foliculo dominante es funcional al momento

de la lutedlisis y es por lo tanto el foliculo ovulatorio (IRAC, 2003).
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Figura 2. Intervalo interovulatorio de 3 ondas
Fuente: (Adams et al., 2008)

2.9 SELECCION DE HEMBRAS DONANTES EN PROGRAMAS DE T.E.

ARos atras, la transferencia de embriones solamente ha sido econémicamente
factible en ganado muy valioso, pero con los recientes avances (técnicas no
quirdrgicas de recuperacion y transferencia y mejores tasas de prefiez de
embriones congelados) los costos han sido significativamente reducidos,
Frecuentemente, el 10 al 20% de un grupo élite de raza pura puede ser

econdmicamente usada como donadora (CIETE, 2002).
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La Seleccion de donadoras deberia ser basada bajo tres criterios: Superioridad
genética, habilidad reproductiva y valor de mercadeo de la progenie. Las novillas
pueden ser valiosas como donantes de embriones pero el nUmero de embriones
transferibles es bajo, la propagacion de hembras infértiles no es recomendable,
a medida que la edad avanza (después de 10 afios), el indice de fertilizacion del
ovulo declina, en donantes tanto la obesidad como la condicion de
enflaquecimiento pueden reducir la fertilidad, las donantes pueden ser
vacunadas al menos contra IBR, DVB, parainfluenza Ill, enfermedades causadas

por clostridios y en algunas areas leptospirosis (Elsden y Seidel, 1986).

2.10 SELECCION DE RECEPTORAS EN PROGRAMAS DE T.E.

Seleccion de receptoras sanas y saludables, y completamente habiles para la
reproduccion es el primer paso y el mas importante. La receptora ideal es la
hembra unipara (que ha tenido un parto) que ha destetado exitosamente sus
propias crias y que es aun joven y capaza de gestar normalmente, parir sin ayuda

y criar sus crias exitosamente (CIETE, 2002).

La seleccion de recipientes se debera realizar teniendo en cuenta condiciones
de calidad, flexibilidad econ6mica y disponibilidad, la raza parece no tener una
consideracion significativa, aunque los animales cruzados generalmente son
mas fértiles. Las vacas viejas no deberan utilizarse por su decreciente habilidad
de mantener la prefiez. Animales salvajes son indeseables por las condiciones

de manejo (Elsden y Seidel, 1986).

2.11 OVULACION MULTIPLE

La ovulacién multiple consiste en la estimulacién hormonal de la donante para

la formacion y desarrollo de varios foliculos y su ovulacién en ambos ovarios en
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un momento previamente fijado (Gorlach, 1997). La superovulacion es el
aumento del nimero fisiolégico de ovulaciones propio de la especie, provocado
mediante la administraciéon de gonadotrofinas. En el bovino, se considera que
hubo respuesta al tratamiento cuando se producen mas de dos ovulaciones. La
superovulacién, en un programa de transferencia de embriones, debe
complementarse con un régimen oOptimo de inseminacion artificial, utilizando

semen de muy buena calidad.

En 1984 se demostrd que la respuesta superovulatoria resulta muy variable. En
un estudio retrospectivo que incluyé 1263 donantes, el autor encontré que
solamente el 68% de las hembras inducidas a superovular produjeron embriones

transferibles. El 32% restante lo integraron:

e 7% sin estimulacion ovérica

e 7% sin recoleccion de ovocitos ni embriones

e 17% sin embriones transferibles

e 1% donde no se efectud el lavaje porque presentaron celo antes de
administrarsele la prostaglandina F2a durante el tratamiento

hormonal. (Palma, 2008).

2.12 COLECTA DE EMBRIONES

En el inicio, en 1973 colectar embriones de una vaca se hacia bajo anestesia
general e involucraba un gran equipo y un trabajo muy fatigoso. Mas tarde en
1975 se desarrollaron un método semiquirurgico, a través, del techo de la vagina
con un aparato llamado “Pataculta”. Finalmente se desarroll6 la colecta Trans —

cervical también llamada no quirdrgica. En la actualidad la sonda méas usada,
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copiada del modelo Foley, es la sonda alemana en dos tamafios, N° 15 para
vaquillonas y N° 18 para vacas (De Bem et al., 1994). La sonda o catéter flexible
aleméan es modelo Neustadt/Aisch con balon hinchable, que se introduce con un
mandril o fijador para hacerla rigida, a través de la vagina, cervix y cuerpo uterino

hasta uno de los cuernos (Gorlach, 1997).

La colecta propiamente dicha Fig. N° 3 consiste en pasar artificialmente el liquido
a través del Utero con PBS (Phosphate — BufferedSaline) a una temperatura de
alrededor de 25 °C, pH 7.2 y osmoralidad de 290 miliosmol. La sonda de la
colecta pasa por el cuello uterino y se fija en uno de los cuernos por un globo de
aire. El liquido es introducido por gravedad en volimenes de 50 a 150 ml,
dependiendo del tamafio del utero, completando un volumen total de 500 a 1000
ml. La recuperacion del liquido también se efectla por gravedad. La utilizacion

de un filtro facilita y agiliza la obtencion de los embriones (De Bem et al., 1994).

— RECOLECCION NO QUIRURGICA
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Figura 3. Esquema de colecta de embriones
Fuente: (Adaptado de Elsden y Seidel, 1986)
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2.13 CLASIFICACION Y MANIPULACION DE EMBRIONES BOVINOS

Las técnicas de produccion, colecta, transferencia y conservacién de
embriones han evolucionado en los ultimos afios. Sin embargo la evaluacion
morfolégica de los embriones a través del exdmen en microscopio

estereoscopico con aumento entre 10 a 100 veces, es aun bastante subjetiva.

En esta evaluacion morfoldgica la clasificacion embrionaria establece patrones
morfolégicos que juzgan la forma, pero no la vida embrionaria. Solamente la
practica y el contacto diario con los embriones, son los que dan al técnico el

criterio de la real calidad del embrion (De Bem et al., 1994).

La clasificacion propuesta por la Sociedad Internacional de Transferencia de

Embriones (IETS) toma en cuenta:

e Estadio del embrién, de acuerdo a la edad del embridon al momento de

la coleccion.

e Morfologia del embrién, sin anormalidades o irregularidades.

A).- Embriones Transferibles:

e GRADO A ¢ grado 1.- Excelentes o buenos
e GRADO B 6 grado 2.- Regulares

e GRADO C 6 grado 3.- Pobres

B).- Embriones no transferibles:

e GRADO D 6 grado 4.- Embriones degenerados o muertos

e GRADO E 6 grado 5.- Ovocitos no fertilizados
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5. Blastocisto temprano 6. Blastocisto
(7 Dias) (7-8 Dias)

8. Blastocisto eclosionada

7. Biastocisto expandido (9 Dias) 9. Blasiocisto
[8-9 Dias) eclosionado expandic
[8-10 Dias!

Figura 4. Estadio de embriones segun dia de desarrollo
Fuente: (Adaptado de Elsden y Seidel, 1986)

2.14 CRIOPRESERVACION DE EMBRIONES BOVINOS.

La criopreservacion posibilita almacenar embriones de una amplia variedad
de especies mamiferas sin que se pierdan su capacidad de desarrollar y nacer
vivos. Si bien los embriones son un conjunto de células, se aplican principios
criobidlogicos originalmente estudiados en células aisladas tales como linfocitos

y fibroblastos (Palma, 2008).

Las técnicas de criopreservacion permiten conservar embriones por distintos

periodos dependiendo de las temperaturas que se utilicen. La refrigeracién es
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un método simple por medio del cual pueden mantenerse embriones a
temperaturas entre 0° y 4°C durante 24 a 72 hras. La conservacion a -196 °C
permite mantener embriones por periodos extensos. En 1989 se identificd cuatro
etapas comunes a las diferentes técnicas: exposicion de los embriones a
concentraciones molares de agentes crioprotectores, enfriamiento desde
temperaturas fisiologicas hasta temperaturas lo suficientemente bajas como para
causar un virtual cese de todas las reacciones quimicas inducidas térmicamente,
calentamiento desde la temperaturas de conservacion a temperaturas
fisiolégicas y finalmente, extraccion del crioprotector. En la congelacion
convencional, ampliamente difundida, los embriones alcanzan su equilibrio
osmotico antes de comenzar el descenso de la temperatura y lo mantienen
durante el enfriamiento. Este, se lleva a cabo lentamente permitiéndole a los
embriones contraerse y ceder agua, en respuesta al incremento gradual de la
concentracion de la solucion extracelular. Se han desarrollado otras técnicas en
las que se efectla una deshidratacion parcial de los embriones sin que estos
alcancen su equilibrio osmatico, ellas son la vitrificacion y la congelacion
ultrardpida. En la primera, dicha deshidratacion ocurre antes del enfriamiento
rapido y en la segunda, durante un breve periodo intermedio de exposicion de

los embriones a temperaturas debajo de 0 °C (Palma, 2008).

2.15 COMUNICACION EMBRIOMATERNA

Contrariamente a lo que ocurre en roedores y humanos, la implantacién en
los animales domésticos sigue a un extenso periodo pre — receptivo de 8 — 15
dias. Tanto las moléculas histotrofas de la madre (proteinas, carbohidratos,
azucares, lipidos, iones y productos de la secrecién del embrién, contribuyen a

su desarrollo dentro del lumen endometrial. Muchos de esos productos, como
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las proteinas de transporte, proteasas, inhibidores de proteasas, citoquinas,
linfoquinas y moléculas que participan en la adhesion, ejercen una influencia
mutua entre el embridon y el endometrio uterino, de lo que se define como

comunicacién embriomaterna para que:

e Desarrolle el embridn, produzca y libere sus sefales que permiten la
continuidad del cuerpo luteo durante ese periodo (reconocimiento de la
gestacion) vy,

e Contribuya a crear un ambiente uterino compatible con la receptividad de

la adhesion y fusion endometrial (implantacion).

La implantacion comienza con la aposicion del blastocisto a la mucosa del Gtero
y poco después el blastocisto se adhiere fuertemente a la pared y el trofoblasto
transmigra a través del epitelio luminal del Utero. La adhesion del blastocisto a la
pared uterina es el primer paso para la implantacion y posterior placentacion.
Para que eso tenga lugar deben cumplirse 2 requisitos criticos: La adecuad
sincronizacion del desarrollo del endometrio y el embrion y la eficaz
comunicacién entre el embrion y las células endometriales. Este periodo se
define como “ventana de implantacion”. En la especie bovina el 40% de las
pérdidas embrionarias ocurre durante los dias 8 y 17 de la gestacién e indica que
la mortalidad embrionaria temprana es una razén muy importante en la
disminucién de la eficacia reproductiva en la produccién de leche y carne. El
didlogo molecular implica interacciones célula — célula y célula con la matriz
extracelular, mediado por una amplia variedad de moléculas de adhesion,
factores de crecimiento, citoquinas, quimioquinas, proteinas moduladoras,
enzimas, prostaglandinas, ciclooxigenasas, metaloproteinasas, radicales libres,

etc.. Las moléculas reconocidas en el trofoblasto son, ademas del IFN 7 el
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lactdgeno placentario (PL, placentallactogen), la proteina de leche uterina (uterin
milk protein) y metaloproteinasas de la matriz (matrixmetaloproteinases, MMP).
Su adecuada expresion o inhibicion contribuird a la 6ptima receptividad para la
implantacion. La falla en mantener la gestacidon es considerada como la
consecuencia de la insuficiente comunicacion entre el embridn y las células del

endometrio (Palma, 2008).

2.16 INTERFERON TAU

En la vaca, oveja y cabra, el IFN 7 fue bien caracterizado como una sefal
embrionaria para inhibir la secrecion de PGF2a en los dias 13 a 15 en la oveja 'y
15 a 21 en la vaca con la produccion maxima los dias 14 a 16. IFN7 es
segregado por las células trofoblasticas mononucleares (trofoectodermo
primitivo) del blastocisto. Su produccion esta en relacion directa con la
elongacion y el tamafio de las vesiculas trofoblasticas y disminuye con el
comienzo de la placentacion. Durante ese ajustado tiempo de expresion, el IFN ©
interactda con receptores de tipo IFN de las células epiteliales para modificar la

produccion de prostaglandinas y prevenir la lutedlisis.

El IFN 7 induce el mantenimiento de la gestacion a través de varios mecanismos,
la inadecuada o insuficiente reaccion a su estimulo es causa de muerte
embrionaria temprana y pérdida de la gestacion. Por ello se considerd que el
nivel de secrecion de IFN t puede ser un parametro para establecer el grado de
calidad del embrion y que la suplementacién con IFN t puede incrementar la
viabilidad de los embriones in vivo. Induce la expresion de los genes de

estimulacion del interferon (ISGs) (Palma, 2008).
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CAPITULO Il

METODOLOGIA

3.1 AMBITO DE ESTUDIO

El presente trabajo de investigacion se realizé en un lote de 28 vaquillas Brown
swiss de productores del Distrito de Mafiazo, Provincia de Puno, Departamento
de Puno, a una altitud de 3926 m.s.n.m. con las coordenadas Latitud Sur 15° 47’
54” y longitud oeste 70° 20’ 28” pertenece a la zona agroecoldgica Suni. Limita
por el Este con el Distrito de Vilque, por el Oeste con el Distrito de Ichufia
Provincia General Sanchez Cerro Departamento de Moquegua, por el Norte con
los Distritos de Cabana y Cabanilla Provincia de San Roman y al Sur con el
Distrito San Antonio de Esquilache. Se caracteriza por tener un clima seco y frio
con una temperatura promedio anual de 12°C y una precipitacion pluvial de650
mm/afio (Senamhi, 2009). La ejecucion comprendié desde Enero del 2014 hasta

Abril del 2016.
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3.2 MATERIAL EXPERIMENTAL

3.2.1 DONADORAS. - Las donadoras utilizadas para la produccion de

embriones fueron:

a. 02 vacas de Raza Brown Swiss con Registro adquiridas del establo
Huampani— Chaclacayo — Lima el afio 2007, adaptadas a condiciones
del Distrito de Mafnazo, cuyos embriones fueron congelados vy
almacenados en tanques criogénicos desde el afio 2007.

b. 01 vaca Brown Swiss con Registro nacida por transferencia de
embriones en el afio 2008 en el Distrito de Mafazo, Provincia y

Departamento de Puno cuyos embriones fueron congelados vy

almacenados.

3Rtgl§tl‘0§ @enealémws he la i&aga Broton %mlss be[ ithu
CERTIFICADO DE REGISTRO

Vaca "HUAMPANI DOMINATE EMORY NUTA"

Nacida el 7 ge Marzo Gel 2001 S0 LIva
Padre Hilltop Acres PR Dominate ET ,AHB-190913
Madre Huampani Emory Gun Rocho ,R.G 16225 .

Criador Establo Huampani S.A.-
Propietario Establo Huampani S.A.-Huampani-Lima.-

Fecha de Registro 27 de Junio del 2001

Tatuajes: Oreja lzquierda 7244 .- Oreja Derecha HH 957 .~ ing. J 1 Jefe do-ig

Los tatuajes podrén, ser verificados en por los

T R Sy

F|gura 5. Donante: Huampani Dominate Emory NUTA
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O @ AR e
Registros Genealdgicos de la Raza Brown Siviss del Pern g‘:‘i
CERTIFICADO DE REGISTRO =

R.G. No. | 17258 =
Vaca "HUAMPANI COLLECT PETE KIAI" %
Nacida el 7 de Junio del 2000 en LIMA &:«:‘
Padre R Hart BC Collection ,AHB-189182 »;,,:
Madre Huampani Pete Pat Waya ,R.G 16277 . t:.‘;:
Criador Establo Huampani S.A.- /" 1;%
Propietario Estableo Huampani S.A.-Huampani-Lima.- / %@5‘

Fecha de Registro 27 de Junio del 2001

X .Jg;t

Tatuajes: Oreja lzquierda 7234.~- Oreja Derecha HH 937.- S ete g/p Tos, Rdgistros

el I 5 / 53
AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA O R N e

T T TS T RS TS N

: ASCRIGAR - PERU WW
. CERTIFICADO DE REGISTRO
Raza Brown Swiss
Vaca  gaN |SIDRO PAYOFF DOMINATE ROSA ET

Nacida el. 55 4o Agosto.del 2008 an
Padre

k.

e A )

R.G. No:

o PR - D SRR SR S IR

Puno
Triangle Acres PO PAYOFF ET RG. AHB 193627

g M™adre i ampani Dominate Emory NUTA RG. 17244

E Criadon e

3 - Roberto Florentino Zegarra Ponce

g :PO:'EZS'::J Roberto Florentino Zegarra Ponce : Fundo San Isidro - Afiazani - Mafiazo - Puno ,Paio™

k echa de Regist

: WRO  dade AdestalElDBIEY b MR s N '

E Tatuajes: Oreja lzquler'v:ﬂa2474 reja Derecha = Jefe de los Reg's 4

: > “HARLES PRIME RODRIGDEIM6ar-PE 2
& Los tatuajes podran ser verificados en cualquier momento por los Registros Geneal&lcgg.'m S E
DETEIED T3 Rl CAE e Rl @RS Re -
PATITITITL: By BIBIPIRIBIBITIBIE IBITITISITII IS

Figura 7. San Isidro Payoff Dominate ROSA ET

MANEJO DE DONADORAS

Aspectos Sanitarios: Despistaje de enfermedades en donantes. - Se envié
muestras de sangre a los laboratorios del SENASA Lima y Universidad
Nacional Mayor de San Marcos para el descarte de IBR, DVB, Leucosis, TBC,
brucelosis. El resultado fue negativo para las enfermedades mencionadas.
Aspectos nutricionales: La alimentacion de donantes se realizé en establo,
a base de heno de avena ad libitum y suplementacion con concentrado

elaborado en Mafiazo utilizando la metodologia “Cuadrado de Pearson” con
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insumos adquiridos de Mercados locales, con un aproximado de 17% de
Proteina Total y 1.6 Mcal/kg la proporciéon de insumos mezclados fue el
siguiente:

Cuadro 1. Proporcion de insumos para alimento
balanceado de donantes

INSUMOS CANTIDAD
Afrecho de cebada 50%
Afrecho de trigo 30%
Pasta de soya 10%
Harina de pescado 9%
e 0 sl

De esta mezcla de alimento balanceado se le proporcioné a las donantes la
cantidad de 2 Kg. /vaca/dia hasta lograr una condicion corporal de 3 a 3.5
previo a la ejecucién del protocolo de superovulacién (Cuadro 2).

3.2.2 EMBRIONES. - Los embriones fueron producidos en Mafazo, y
criopreservados con etilenglicol en pajuelas de 0.25 ml. El protocolo para la

superovulacién de las donadoras fue la siguiente:

Cuadro 2. Protocolo de superovulacién

DIA DETALLE
P4 + E2
FSH
FSH
FSH + PGF2alfa
FSH + retiro de implante

CELO e LA,

Colecta de embriones, congelado y
almacenamiento.

OO |N|O| 0|

e Dia 1.- Insercion de dispositivo intravaginal a base de progesterona +

inyeccion de benzoato de estradiol.
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e Dia 5.- Inyeccion de Hormona Foliculo estimulante (FSH)

e Dia 6.- Inyeccion de hormona Foliculo estimulante (FSH)

e Dia7.- Inyeccion de hormona Foliculo estimulante (FSH) +
Prostaglandina F2«.

e Dia 8.- Inyeccion de hormona Foliculo estimulante (FSH) + retiro de
dispositivo intravaginal.

e Dia 9.- Deteccion de celo e inseminacion artificial a las 12 horas
después del inicio y 12 horas luego de la 12 inseminacion.

e Dia 16.- Colecta de embriones, congelado y almacenamiento. Se
realiz6 mediante la técnica no quirdrgica esquematizada en la (Figura
3.)

e Congelamiento de embriones. - Se realizO mediante la técnica
“convencional” descrito por (Palma, 2008), en pajuelas de 0.25 ml y
almacenamiento en tanque criogénico con nitrdgeno liquido.

El protocolo para la congelacién de embriones fue el siguiente:

Cuadro 3. Protocolo de Congelamiento de embriones
PROCESO DESCRIPCION

Embriones son sumergidos en Etilenglycol

Fase de equilibramiento
al 1.5 M + sucrosa.

Luego del empajillado se induce a la
Seeding formacion de hielo a una temperatura de -
6°C

Descenso de temperatura a razon de 0.5

Descenso de temperatura | °C/min. Hasta -35 °C luego sumergir en

nitrégeno liquido

. En tanque criogénico con nitrégeno
Almacenamiento o
liquido.

Repositorio Institucional UNA-PUNO

No olvide citar esta tesis




Universidad

TESIS EPG UNA - PUNO i Nacional del
= Altiplano

e Fase de equilibramiento. - Consisti6 en colocar los embriones en
solucion de Etilenglycol 1.5 M + Sucrosa con un maximo de 10 min.
Posteriormente es empajillado.

e Seeding.- Una vez empaijillado se coloco en el congelador y se bajé
su temperatura hasta -6 °C. En este estado se procedid a inducir la
formacién de cristales en el medio extracelular de los embriones
mediante la friccion con nitrégeno liquido de las porciones extremas
de la pajuela a la posicion del embrién con crioprotector.

e Descenso de temperatura.- Posterior al “seeding”, los embriones en
pajuela fueron colocados nuevamente en el congelador el cual bajé la
temperatura de -6 °C hasta -35°C a razoén de 0.5 °C/min.

e Almacenamiento.- Luego del descenso de temperatura hasta -35°C,
los embriones en pajuela fueron sumergidos directamente en
nitrégeno liquido y almacenados en un tanque criogénico.

DESCRIPCION DE LA COLECTA DE EMBRIONES

Donadora : Huampani Dominate Emory NUTA RG.: 17244PERU
Semental : Cozy Nook Wonderment TRACE RG. :68113671USA
Raza : Brown Swiss

Propietario : Asociacion GAMA — Mafiazo

Cuadro 4. Estructuras colectadas vaca NUTA

ESTRUCTURAS | CANTIDAD
Embriones viables 18
Embriones no viables 5
Ovocitos 2
Zona peldcida

TOTAL 27
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RG. : 17234PERU
RG. :197735USA

Donadora : Huampani Collect Pete KIAI
Semental : Lost EIm BELLBOY

Raza : Brown Swiss
Propietario : Dyoni Calder6n Mamani — Mafazo
Cuadro 5. Estructuras colectadas vaca KIAI
ESTRUCTURAS CANTIDAD
Embriones viables 6
Embriones no viables 7
Ovocitos 0
Zona pellcida 0
TOTAL 19
Donadora : San Isidro Payoff Dominate ROSA ET RG. : 17234PERU
Semental : Hilltop Acres GOLDMINE RG. :198015USA
Raza : Brown Swiss
Propietario : Dyoni Calderén Mamani — Mafiazo

Cuadro 6. Estructuras colectadas vaca ROSA

ESTRUCTURAS CANTIDAD
Embriones viables 8
Embriones no viables 3
Ovocitos 1
Zona pellcida 0

TOTAL 12

3.2.3 RECEPTORAS

Se utilizaron 28 receptoras Brown Swiss PPC con edades aproximadas de
1.5 a 2 afios y composicién dentaria entre dientes de leche y dos dientes
permanentes, las cuales fueron alimentadas en época lluviosa al pastoreo
en praderas de alfalfa + Dactylis y suplementadas con heno de avena en
comederos y en época seca pastoreo en praderas naturales vy

suplementacién con heno de avena.

La seleccion de receptoras obedecio a los siguientes criterios:
- Vaquillas con ciclicidad, lo cual se comprobé mediante palpacion de

ovarios via transrectal encontrando estructuras como cuerpo liteo o
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foliculo terciario, esto corroborado con la informacion del productor de
ocurrencia de celo.

- Vaquillas que anteriormente no hayan tenido servicio de inseminacion
artificial o monta natural (Informacién del productor).

- Vaquillas que a la evaluacion visual presenten condicion corporal entre
2.5a3.

- Larelacion de vaquillas seleccionadas se muestra en los (Cuadros 14y
15 del anexo I).

Las receptoras fueron distribuidas en cuatro lotes formados por 07 animales

cada lote, los mismos que han estado identificadas por sus propietarios.

3.2.4 DISTRIBUCION DE VAQUILLAS RECEPTORAS

Las 28 vaquillas receptoras seleccionadas para transferencia de embrion

fueron distribuidas de la siguiente manera:

Cuadro 7. Distribucién de receptoras para aplicacion de hormonas.

HORMONAS
DETALLE
GnRH HCG TOTAL
DIA Dia 6 Dia 7 Dia 6 Dia 7
N° Vaquillas 7 7 7 7 28

3.25 HORMONAS APLICADAS PARA FORMACION DE CUERPO
LUTEO ACCESORIO
a.- GnRH (Hormona liberadora de Gonadotropinas)
El producto comercial utilizado fue GESTAR de laboratorios OVER que
contiene acetato de buserelina. Se aplic6 20 mcg. por receptora via

intramuscular.
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b.- hCG (Gonadotropina Corionica Humana)

El producto comercial utilizado fue CHORULON de laboratorios Intervet.
La dosis que se utilizé fue 1000 Ul via intramuscular.

Todas las receptoras (28) recibieron la transferencia de 01 embridn
descongelado el dia 7 posterior al celo natural en el cuerno uterino
ipsilateral al ovario con cuerpo lateo palpable (Cuadros 16 y 17 del

Anexo 2).
3.3 PROCEDIMIENTO PARA LA TRANSFERENCIA DE EMBRIONES

3.3.1 DETECCION DE CELO
La ocurrencia de celo de las vaquillas fue natural y se detecto visualmente,
considerando:

- Edematizacion y enrojecimiento de la vulva

- Descarga vaginal de mucus cristalino

- Intranquilidad de la vaquilla

- Aceptacion a ser montada

3.3.2 TRANSFERENCIA DE EMBRIONES
Se realizé mediante las siguientes acciones:

- Determinacion de ovario con cuerpo luteo mediante palpacion de ovarios
via transrectal. Para que la vaquilla reciba el embrién se selecciond
aquellas que poseian un cuerpo luteo palpable sobresaliente con respecto
a la superficie del ovario.

- Se vacié manualmente el estiércol contenido en el recto de la receptora y

posterior lavado y secado de la vulva con agua y jabon.
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- Inyeccion de la anestesia epidural con lidocaina al 2% entre la 1ra. y
segunda vértebra coccigea.

- Armado de la pistola de transferencia que consisti6 en el
descongelamiento del embridon en agua a 35°C durante 10 segundos,
calentamiento de la pistola de transferencia, cargado de la pajuela
previamente cortada en el tapén a la pistola de transferencia y proteccion
de la misma con funda de transferencia de embriones y camiseta sanitaria

- Emplazamiento del embrién en la porcion medial del cuerno uterino

ipsilateral al ovario con presencia de cuerpo lateo.

3.3.3 DIAGNOSTICO DE CUERPO LUTEO ACCESORIO Y PRENEZ

El diagndstico de cuerpo luteo accesorio se realizd con el uso de
ecografo transrectal marca Chison D600 con transductor lineal serie 7.5
MHZ y por palpacién via rectal de ovarios 7 dias posteriores a la aplicacion
de GnRH o HCG. El diagnéstico de prefiez se realizd por ecografia
corroborado por palpacion via rectal de Utero gravido 50 dias posteriores
a la transferencia de embriones a las receptoras que no retornaron en celo,
los resultados se muestran en los (Cuadros 16 y 17 del Anexo 2).

3.4 ANALISIS ESTADISTICO

La diferencia en el porcentaje de prefiez en receptoras con y sin cuerpo liteo
accesorio entre los diferentes grupos fue evaluado con la prueba exacta de

FISHER debido al bajo N° de receptoras que recibieron embrién descongelado.

Para el presente trabajo de investigacion, se utilizé dos muestras independientes
y menores o iguales a 15 (N<15), y que son mutuamente excluyentes. La prueba

de la probabilidad exacta de Fisher para una tabla de 2x2, es una técnica para
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analizar datos discretos cuando dos muestras independientes son pequefias. El

esquema y la formula son las siguientes:

Cuadro 8. Esquema estadistico de Fisher

GRUPO
VARIABLE I " TOTAL
POSITIVO A B A+B
NEGATIVO C D C+D
TOTAL A+C B+D N

A+ B)(C+ D) (A+C)! (B +D)!
p= NVAIBIC! D

Los indices reproductivos para determinar la Eficiencia Reproductiva son las
siguientes:

1. Porcentaje de prefiez

2. Presencia de cuerpo luteo accesorio

3. Servicios por concepcion
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CAPITULO IV
RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados logrados en cuanto a los indices reproductivos que se evaluaron,

se muestran en el (Cuadro 9).

Cuadro 9. indices reproductivos logrados

HORMONAS
PARAMETROS GnRH hCG
GnRHdia6 | GnRHdia7 | hCG dia6 | hCG dia7

Total vaquillas transferidas con embrion 7 7 7 7
N° de vaquillas prefiadas 2 3 2 2
Presencia de cuerpo liteo accesorio 3(42.9%) 3(42.9%) 5(71.4%) | 6(85.7%)
Porcentaje de Prefiez 28.6% 42.9% 28.6% 28.6%
Servicios por concepcién 3.5 2.3 3.5 3.5

4.1. EFICIENCIA REPRODUCTIVA

Para evaluar la eficiencia reproductiva de los dos Grupos (Aplicacion de GnRH
y aplicacibn de hCG respectivamente), se tomdé en cuenta parametros

reproductivos detallados a continuacion:
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41.1 PORCENTAJE DE PRENEZ

Cuadro 10. Porcentaje de prefiez por Transferencia de
Embriones en receptoras con aplicaciéon de GnRH.

VARIABLE H(,)RMONA Gr,]RH TOTAL
Dia 6 Dia 7
POSITIVO | 2(28.6%) | 3(42.9%) 5
NEGATIVO| 5(71.4%) | 4(57.1%) 9
TOTAL 7 7 14
p=0.3671

a) Nivel de significancia: a< 0.05

b) Como p = 0.3671 > a = 0.05, entonces no existe significacion

estadistica.

Cuadro 10. El porcentaje de prefiez por transferencia de embriones fue de
28.6% (n=2) cuando se inyecté GnRH el dia 6 después del celo natural y
de 42.9% (n=3) cuando las receptoras recibieron la inyeccién de GnRH
simultaneamente a la transferencia de embriones el dia 7 posterior al celo
natural, este resultado muestra un avance significativo en el porcentaje de
prefiez con embriones descongelados, sin embargo; sometido a la prueba
de FISHER no mostro significacion estadistica. Bo et al., (2012) manifiesta
gue una estrategia para aumentar la concentracion de progesterona
circulante en las receptoras es inducir la formacion de un cuerpo liteo
accesorio por induccion de la ovulacién del foliculo dominante de la
primera onda alrededor del momento de la transferencia de embriones.

Sin embargo, Los resultados no han sido consistentes.

Por otro lado, Marques et al., (2003) y Rodrigues et al., (2003) confirmaron
gue el uso de GnRH en el momento de la transferencia de embriones es
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beneficioso y si aumenta el porcentaje de prefiez. En otro trabajo
experimental realizado por Tribulo et al.,, (2005), en un programa de
transferencia de embriones a tiempo fijo utilizaron 1500 Ul de hCG por
receptora en el momento de la transferencia y en otro grupo de receptoras
50 mg de buserelina (analogo de GnRH); lograron 53.8% y 54.2% de
prefiez respectivamente y concluyeron que el uso de hCG o GnRH en el
momento de la transferencia no incrementa la tasa de prefiez en

receptoras con celo sincronizado.

Ellington et al., (1991) por su parte, aplico buserelina (analogo de la
GnRH) al momento de la transferencia de embriones obteniendo 72% de
gestacion con respecto al grupo control (68%). Estas consideraciones, y
los resultados alcanzados en el presente estudio demuestran la utilidad
del uso de la hormona GnRH simultaneamente a la transferencia de

embriones descongelados el dia 7 post celo natural.

Cuadro 11. Porcentaje de prefiez por Transferencia de
Embriones en receptoras con aplicacién de hCG

HORMONA hCG
VARIABLE TOTAL
Dia 6 Dia 7
POSITIVO | 2(28.6%) | 2(28.6%) 4
NEGATIVO| 5(71.4%) | 5(71.4%) 10
TOTAL 7 7 14
p = 0.4406

a) Nivel de significancia: a< 0.05

b) Como p = 0.4406> a = 0.05, entonces no existe significacion

estadistica.
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Cuadro 11. El porcentaje de prefiez por transferencia de embriones con la
aplicacién de hCG el dia 6 o 7 posterior al celo natural fue de 28.6% para
ambos casos. Al andlisis estadistico no existe diferencia significativa.
Estos resultados son comparables a los obtenidos por Martinez et al.,
(2006) quién en un estudio aplicé 1500 Ul de hCG al momento de la
transferencia de embriones descongelados en 72 receptoras logrando
51.3% de prefiez comparado con el grupo control que tuvo 41.4% (n=70)

encontrando diferencia significativa.

En otro estudio Nishigai et al., (2002) obtuvieron 67% de prefiez, al
administrar 1500 Ul/vaca de hCG para reforzar la funcion Iutea en el dia
6 post estro en receptoras de embriones (congelados). En el presente
estudio a diferencia de otros autores el uso de hCG es de menor utilidad
en comparaciéon con la GnRH con respecto al porcentaje de prefiez, se

requiere ampliar el estudio en un nimero mayor de animales.

4.1.2 PRESENCIA DE CUERPO LUTEO ACCESORIO PALPABLE

Cuadro 12. Cuerpo luteo accesorio en vaquillas con aplicacion

de GnRH
HORMONA GnRH
VARIABLE TOTAL
Dia 6 Dia 7
POSITIVO | 3(42.9%) | 3(42.9%) 6
NEGATIVO | 4(57.1%) | 4(57.1%) 8
TOTAL 7 7 14
p = 0.4079

a) Nivel de significancia: a< 0.05

b) Como p = 0.4079> a = 0.05, por lo tanto, se concluye que no

existe diferencia significativa.
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Cuadro 12. La presencia de cuerpo luteo accesorio palpable en las
receptoras se obtuvo en el 57.1% cuando se inyecté GnRH el dia 6 o el
dia 7 después del celo natural, estadisticamente no existe diferencia
significativa con referencia al dia de aplicacion. Estos resultados son
similares a los obtenidos por Fonseca et al., (2001) quien en un estudio
de transferencia de embriones descongelados en novillas administro
GnRH en el 5° dia posterior al celo logrando cuerpo lateo accesorio

palpable en el 41.7%.

En otro trabajo con fines experimentales realizado por Gatica, (2006), se
utiliz6 GnRH en vacas el dia 7 después del celo para lograr un cuerpo
lGteo accesorio obteniendo 87,5% de vacas con presencia de cuerpo luteo
accesorio evaluado cuatro dias después de su aplicacién, del mismo
modo; Rendel, (1997) utiliz6 GnRH (Buserelina) en vacas holstein el dia
7 después de la inseminacién artificial, encontrdndose cuerpo lateo
accesorio en el 78.7% de las vacas tratadas. En el presente trabajo el uso
de GnRH en receptoras de embriones produjo cuerpo luteo accesorio en
porcentaje inferior a lo logrado con el uso de hCG, esta caracteristica

también es reportada por los autores mencionados.

Cuadro 13. Cuerpo lateo accesorio en receptoras con aplicacion

de hCG
VARIABLE H,ORMONA h,CG TOTAL
Dia 6 Dia 7
POSITIVO | 5(71.4%) | 6(85.7%) 11
NEGATIVO| 2(28.6%) | 1(14.3%) 3
TOTAL 7 7 14
p = 0.4038
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a) Nivel de significancia: a< 0.05

b) Como p = 0.4038> a = 0.05, por lo tanto, se concluye que no

existe diferencia estadistica significativa.

Cuadro 13. Se encontré cuerpo luteo accesorio en el 85.7% de receptoras
que recibieron 1000 Ul de hCG el dia 7 posterior al celo natural y en el
71.4% de receptoras que recibieron la misma dosis de hCG el dia 6
demostrando ser mas beneficioso que la GnRH con fines de formacion de
cuerpo luteo accesorio. La mayor respuesta del uso de hCG fue también
demostrado por Gatica, (2006) quién con el objetivo de lograr un cuerpo
lateo accesorio utilizdé GnRH y hCG en vacas el dia 7 después del celo

obteniendo 100% con el uso de hCG frente a 87,5% con el uso de GnRH.

En otro estudio Wallace et al., (2011) utilizé 1000 Ul de hCG por receptora
el dia 7 simultaneamente a la transferencia de embriones descongelados
en receptoras de razas carnicas; obtuvo cuerpos IUteos accesorios

logrando 58.6% de prefiez con respecto al grupo control (51.3%).

La hCG se ha aplicado en tratamientos de sincronizacion el dia 6,
obteniéndose tasas de prefiez mas altas frente a grupos sin la aplicacion
de esta hormona. Estos resultados igualmente sugieren que la hCG, la
cual tiene accion LH, dependiendo del dia de su aplicacion induce la
ovulacion y la formacién de cuerpos lateos accesorios, los cuales
incrementan la concentracién de P4 plasmética y la tasa de prefiez en
hembras receptoras de embriones bovinos (Baruselli et al., 2003), sin

embargo; en el presente trabajo a pesar de que la hCG fue mas util que
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la GnRH en la formacion de cuerpo Iuteo accesorio no fue superior en el

porcentaje de prefiez.
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CONCLUSIONES

- Se ha demostrado que la mejor eficacia en la formacion de cuerpo luteo
accesorio palpable en vaquillas receptoras de embriones es producto de
la aplicacion de hCG el dia 7 post celo (dia de la transferencia de
embriones) comparado con el uso de GnRH.

- El porcentaje de prefiez por transferencia de embriones con aplicacion de
GnRH el dia 7 (42.9%) supera a lo logrado con aplicacion de hCG
(28.6%).

- El porcentaje de prefiez por transferencia de embriones fue de 28.6% para
el grupo de receptoras que recibieron GnRH el dia 6 post celo y de 42.9%
para el grupo de receptoras que recibieron GnRH simultdneamente con la
transferencia de embriones el dia 7 posterior al celo. Del mismo modo el
porcentaje de prefiez fue de 28.6% para el grupo de receptoras que
recibieron hCG el dia 6 post celo y de 28.6% para el grupo de receptoras
que recibieron una dosis de hCG el dia 7 post celo simultaneamente con

la transferencia de embriones.
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RECOMENDACIONES

- Realizar estudios mas amplios sobre el uso de la GnRH de aplicacion
simultdnea a la transferencia de embriones (dia 7 post celo) para el
incremento del porcentaje de prefiez, su superioridad con respecto al uso
de hCG se ha demostrado en el presente estudio, sin embargo, debido al
bajo N° de receptoras trabajadas; ha inducido a realizar la prueba
estadistica de Fischer en la cual no mostro significancia estadistica.

- Los laboratorios de reproduccion animal deben de implementarse con
equipos para produccion de embriones in vitro, para garantizar la
disposicion de embriones con desarrollo adecuado al dia 7 a bajos costos.

- Realizar estudios sobre la transferencia de 02 embriones sexados en
receptoras con cuerpos luteos accesorios, se espera que esta estrategia
elevard el porcentaje de prefiez evitando las “decepciones” de los

productores que utilizan esta tecnologia reproductiva.
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Anexo 1.

Cuadro 14. Grupo de receptoras para la aplicacion de GnRH

SELECCION DE RECEPTORAS UTILIZADAS EN EL ESTUDIO

FECHA DE ESTRUCTURAS
N° RECEPTORA PALPADAS EN PROPIETARIO OBSERVACIONES
REVISION
OVARIOS

1 | 5/03/2016 | Marcelina Cuerpo lateo Comunl_dad campesina
Vizcachani

2 5/03/2016 | Hilda Sin estructuras Comunl_dad campesina
Vizcachani

3 | 5/03/2016 | Maria Cuerpo liteo Comun@ad campesina
Vizcachani

4 5/03/2016 | Catalina Foliculo Comum_dad campesina
Vizcachani

5 | 5/03/2016 |Marilin Foliculo Comunidad campesina
Vizcachani

. , Comunidad campesina
6 | 5/03/2016 | Yolita Cuerpo lateo Vizcachani

7 | 5/03/2016 | Marina Cuerpo liteo Comunl_dad campesina
Vizcachani

8 5/03/2016 | Manuela Foliculo Comunl_dadcam_pesma
Vizcachani

, Comunidad campesina
9 | 5/03/2016 | Camucha Cuerpo lateo Vizcachani

10 | 5/03/2016 | Cebosa Sin estructuras Comunl_dad campesina
Vizcachani

11 | 5/03/2016 | Mabel Sin estructuras Comunl_dad campesina
Vizcachani

- . Comunidad campesina
12 | 5/03/2016 | Cecilia Cuerpo lateo Vizcachani

13 | 5/03/2016 | Yuliza Cuerpo liteo Comunidad campesina
Vizcachani

14 | 5/03/2016 | Mocosa Cuerpo liteo Comunidad campesina
Vizcachani

. , Comunidad campesina
15 | 5/03/2016 | Monchi Cuerpo lateo Vizcachani

16 | 5/03/2016 |Sara Cuerpo liteo Comunidad campesina
Vizcachani

17 | 5/03/2016 | Negra Cuerpo liteo Comunidad campesina
Vizcachani

18 | 5/03/2016 | Clorinda Sin estructuras Comunidad campesina
Vizcachani

19 | 5/03/2016 |Kiara Sin estructuras Comunidad campesina
Vizcachani

20 | 5/03/2016 | Petunia Sin estructuras Comunl_dad campesina
Vizcachani
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Cuadro 15. Grupo de receptoras para la aplicacion de hCG

FECHA DE ESTRUCTURAS

N° REVISION RECEPTORA | PALPADAS EN PROPIETARIO OBSERVACIONES
OVARIOS

1 05/07/2014 | Paola Cuerpo luteo Guido Ortega Achata
2 05/07/2014 Luisa Cuerpo luteo Guido Ortega Achata
3 05/07/2014 Barrosa Cuerpo luteo Dyoni Calderén Mamani
4 05/07/2014 Flaca Cuerpo luteo Dyoni Calder6n Mamani
5 05/07/2014 Mora Cuerpo luteo Guido Ortega Achata
6 05/07/2014 Comadre Cuerpo luteo Amparo Pacheco
7 05/07/2014 Cindy Cuerpo luteo Amparo Pacheco
8 05/07/2014 Mora Sin estructuras Guido Ortega Achata
9 05/07/2014 Lisa Sin estructuras Guido Ortega Achata
10 05/07/2014 Yessica Foliculo terciario | Guido Ortega Achata
11 05/07/2014 Lola Foliculo terciario | Guido Ortega Achata
12 05/07/2014 Princesa Cuerpo luteo Guido Ortega Achata
13 05/07/2014 Primera Sin estructuras Guido Ortega Achata
14 05/07/2014 Bony Cuerpo lateo Guido Ortega Achata
15 05/07/2014 Sola Cuerpo lateo Guido Ortega Achata
16 05/07/2014 Cachuda Cuerpo luteo Guido Ortega Achata
17 05/07/2014 Paty Cuerpo lateo Guido Ortega Achata
18 05/07/2014 Sandy Sin estructuras Guido Ortega Achata
19 05/07/2014 Marcia Cuerpo luteo Guido Ortega Achata
20 05/07/2014 Pamela Cuerpo lateo Guido Ortega Achata
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Anexo 2. DETALLES DE LA TRANSFERENCIA DE EMBRIONES

Cuadro 16. Transferencia de embriones (Hormona GnRH)

CUERPO | [INYECCION TRANSFERENCIA
N° | RECEPTORA | LUTEO DE GnRH OBSERVACIONES
PALPABLE [DIA6 |DIA7 |FECHA CUERNO | EMBRION(*)
1 | Marcelina Si Si 23/03/2016 | Derecho MO
2 | Hilda Si No No No No CL pequefio
3 | Maria Si Si 22/03/2016 | Izquierdo MO
4 | Catalina Si Si 22/03/2016 | Derecho MO
5 | Marilin Si Si 22/03/2016 | Derecho MO
6 | Yolita No No No No No
7 | Marina Si Si 24/03/2016 | Izquierdo M1
8 | Manuela Si Si 23/03/2016 | Izquierdo BIO
9 | Camucha Si Si 23/03/2016 | Derecho MO
10 | Cebosa Si No No No No CL pequefio
11 | Mabel Si No No No No CL pequefio
12 | Cecilia No No No No No Quiste folicular
13 | Yuliza Si Si 24/03/2016 | Derecho BIO
14 | Mocosa Si Si 24/03/2016 | Derecho MO
15 | Monchi Si Si 22/03/2016 | Derecho MO
16 | Sara Si Si 22/03/2016 | Derecho M1
17 | Negra Si Si 22/03/2016 | Derecho M1
18 | Clorinda Si Si 22/03/2016 | Derecho MO
19 | Kiara Si Si 23/03/2016 | lzquierdo MO
20 | Petunia No No No No No

(*) ESTADIO DEL EMBRION: (Fuente: CIETE, 2008).

e MO : Moérula compacta Excelente
e« M1 Mérula compacta buena
e BIO : Blastocisto excelente
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Cuadro 17. Transferencia de embriones (HORMONA hCG)

CUERPO | INYECCION TRANSFERENCIA
N° | RECEPTORA LUTEO DEhCG _ OBSERVACIONES
PALPABLE [DIA6 |DIA7 |FECHA CUERNO | EMBRION(*)
1 | Paola Si Si 13/07/2014 | Derecho M1
2 | Luisa No No No No No No Quiste folicular
3 | Barrosa Si Si 25/07/2014 | Izquierdo M1 Sangre en la funda
4 | Flaca Si Si 57/07/2014 | Derecho M1
5 | Mora Si Si 30/07/2014 | Derecho M1
6 | Comadre Si Si 11/03/2015 | lIzquierdo M1
7 | Cindy No No No No No No Sin estructuras
8 | Mora Si Si 30/03/2015 | Derecho BIO
9 |Lisa Si Si 25/03/2015 | Derecho MO
10 | Yessica Si Si 06/06/2015 | Derecho M1
11 | Lola Si Si 13/09/2015 | Derecho M1
12 | Princesa Si Si 15/09/2015 | lzquierdo M1
13 | Primera No No No No No Quiste folicular
14 | Bony Si Si 10/10/2015 | Derecho M1
15 | Sola Si Si 15/09/2015 | Derecho M1
16 | Cachuda Si Si 04/04/2015 | Derecho M1
17 | Paty Si Si 07/09/2014 | Derecho M1
18 | Sandy Si No No No No No CL pequefio
19 | Marcia No No No No No No
20 | Pamela No No No No No No

(*) ESTADIO DEL EMBRION: (Fuente: CIETE, 2008).

e MO : Moérula compacta Excelente
e« M1 Mérula compacta buena
e BIO : Blastocisto excelente
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Cuadro 18. Diagnostico de cuerpo Iuteo accesorio y prefiez con aplicacion de

GnRH
CUERPO LUTEO CUERPO LUTEO
N° RECEPTORA NATURAL PALPABLE INYECCION | ACCESORIO PALPABLE | DIAGNOSTICO
OVARIO OVARIO DE GnRH | OVARIO OVARIO DE PRENEZ
DERECHO | IZQUIERDO DERECHO | IZQUIERDO
1 Marcelina Si Dia 7 Si Positivo
2 Maria Si Dia 7 Si Negativo
3 Catalina Si Dia 7 No No Negativo
4 Marilin Si Dia7 No No Negativo
5 Marina Si Dia 7 No No Positivo
6 Manuela Si Dia 7 Si Negativo
7 Camucha Si Dia 7 No No Positivo
8 |Yuliza Si Dia 6 No No Negativo
9 | Mocosa Si Dia 6 Si Negativo
10 | Monchi Si Dia 6 No No Positivo
11 |Sara Si Dia 6 Si Positivo
12 | Negra Si Dia 6 No No Negativo
13 | Clorinda Si Dia 6 No No Negativo
14 | Kiara Si Dia 6 Si Negativo

Cuadro 19. Diagnostico de cuerpo luteo accesorio y prefiez con aplicacion

de hCG
CUERPO LUTEO CUERPO LUTEO
N° RECEPTORA NATURAL PALPABLE INYECCION | ACCESORIO PALPABLE | DIAGNOSTICO
OVARIO OVARIO DE GnRH OVARIO OVARIO DE PRENEZ
DERECHO | IZQUIERDO DERECHO | IZQUIERDO
1 Paola Si Dia 6 Si Negativo
2 Barrosa Si Dia 6 No No Positivo
3 Flaca Si Dia 6 Si Si Negativo
4 Mora Si Dia 6 Si Si Negativo
5 Comadre Si Dia 6 No No Positivo
6 Mora Si Dia 6 Si Negativo
7 Lisa Si Dia 6 Si Negativo
8 Yessica Si Dia7 Si Negativo
9 Lola Si Dia7 Si Negativo
10 Princesa Si Dia7 Si Negativo
11 Bony Si Dia7 No No Negativo
12 Sola Si Dia7 Si Negativo
13 Cachuda Si Dia7 Si Si Positivo
14 Paty Si Dia7 Si Si Positivo
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Anexo 3. MUESTRAS ECOGRAFICAS DE CUERPO LUTEO ACCESORIO

PUND _ Nome: -- X
oduccl 10: 2016-8-81-0 GN 7

El area sefialado muestra ecograficamente un cuerpo liteo de ovulaciéon normal en ovario
izquierdo (fotografia izquierda) y cuerpo luteo accesorio inducido en ovario derecho (fotografia
derecha)

El area sefialada muestra ecograficamente un cuerpo liteo accesorio inducido en ovario
izquierdo (fotografia izquierda) y cuerpo liteo de ovulacion normal en ovario derecho (fotografia
derecha)
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Anexo 4. EMBRIONES PRODUCIDOS Y SELECCIONADOS PARA
CONGELAR

Embriones de diferente estadio.- Seleccionados para congelamiento (Blastocistos,
morulas compactas, blastocisto inicial). Nétese en todos ellos la zona pellcida
intactas, forma esférica y espacio perivitelino definido.

Mérulas compactas de calidad Excelente.- Blastémeros definidos, zona pellcida
intacta, espacio perivitelino definido.
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Anexo 5. CRIAS NACIDAS POR TRANSFERENCIA DE EMBRIONES DE
RECEPTORAS CON APLICACION DE hCG

CBP GoldminePayoff KARINA ET ESI Trace Dominate BLANCA ET

Edad: 2 dias Edad: 01 semana
Propietaria: Amparo Pacheco Propietario : Guido Ortega Achata

Kiwi Zeus Collection SULTAN ET
Edad: 01 semana
Propietario: Dyoni Calder6n Mamani
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Anexo 6. DONADORAS UTILIZADAS EN EL ESTUDIO PARA
PRODUCCION DE EMBRIONES
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Anexo 7. PRODUCTOS HORMONALES UTILIZADOS EN
RECEPTORAS

1. CHORULON

Descripcion

Chorulon® contiene la hormona Gonodotrofina coriénica humana (hCG)
en forma de polvo blanco cristalino liofilizado, para el control de problemas
de fertilidad en hembras Bovinas, Equinas y Caninas.

Composicion
Cada frasco de material liofilizado contiene 5000 Ul de Gonadotrofina
coridénica (hCG). Cada frasco de diluyente contiene 5 ml de solucién

tampon estéril.
Modo de accidén

El principio activo de Chorulon® es hCG, una glicoproteina compleja con
actividad de hormona luteinizante (LH). En la hembra, la hCG se puede
utilizar para estimular la maduracién del foliculo en desarrollo e inducir la
ovulacion que desencadene la luteinizacion de las células de la granulosa,
para mantener la vida funcional del cuerpo luteo y aumentar la secrecion
de progesterona por las células luteinizadas. La hCG también aumenta la
accion de FSH sobre el crecimiento ovarico. En el macho, la hCG estimula
la produccion de testosterona en influye en desarrollo y mantencién de los

caracteres sexuales masculinos primarios y secundarios.

Indicaciones
Chorulon® puede ser usado para el control de problemas de fertilidad en

animales domésticos:

. Mejorar la tasa de concepcion en vacas
. Induccién de la ovulacion en yeguas y perras.
. Quistes ovaricos con ciclo estral irregular, ninfomania, o ausencia

de estro en vacas.
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. Anestro persistente en yeguas y perras.
. Ovulacion retardada / estro prolongado en perras.

Dosis y administracion:

Especie
P Indicacién Dosis Administracion
animal
Mejorar tasa de
concepcion 1500 U.l. al momento —
de la ILA. 6 monta.
Vaca,
vaquilla Enfermedad de ovarios
quisticos (anestros, _
estro prolongado, 3000 U . V.
ninfomania)
1500 - 3000 UL.L.
Anestros (foliculo = 2 o
. Repetir si fuese . .
cm diametro) . . i.m. Oi.v.
necesario a los 2 dias.
Yegua Induccion de la
g onee’ 1500 - 3000 U.1. 24 o
ovulacion (foliculos = 3 i.m. Gi.v.
., horas antes de la LA. 6
3,5 cm diametro)
monta
Anestro Después del
pretratamiento con . .
) i.m. 6i.v.
PMSG (Folligon), 500
U.l. al primer dia de
Perra
estro. _
i.m.
Ovulacion retardada  |100 - 800 U.l./dia
_ o 100-500 U.l. dos veces
Criptorquidismo por semana, hasta 6 -
semanas T
Perro im
Falta de libido 100-500 U.I. 6-12
horas antes de la cruza

Periodo de resguardo

Cero dias.
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Presentacion
Estuche con 5 frascos de material liofilizado que contienen 5000 U.l. de
Gonadotrofina coriénica (hCG) por frasco, acompafiado de 5 frascos de

diluyente de 5 ml c/u.
Condiciones de almacenamiento

Almacenar a una temperatura entre 8°C y 15°C el producto liofilizado y

entre 2° C a 8°C después de reconstituido. Proteger de la luz.

Contraindicaciones

Ninguna.
Precauciones y advertencias

En casos aislados, al igual que con todos los preparados proteicos, se
pueden presentar reacciones anafilacticas poco después de su aplicacion.
En tales circunstancias, el tratamiento indicado es una administracion de
Adrenalina (1:1000) por via intramuscular 6 endovenosa. También puede

estar indicada la terapia con glucocorticoides.

2. GESTAR

Descripcion:

Solucién lista para usar, que contiene la hormona liberadora de las
gonadotrofinas, sintética, que estimula la liberacion de FSH (Hormona
foliculo estimulante) y LH (Hormona luteinizante).

Formula:

Cada 100 ml contiene:

* Benzoato Acetato de Buserelina 0,00042 g

* Agentes de Formulacion c.s.

Especies animales a las que se destina:

Bovinos, equinos.
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Administracion:

Via intramuscular, subcutanea o endovenosa.

Dosificacion:

* Vacas:

- Quistes foliculares, aciclia, anestro: 5 ml.

- Ovulacioén retardada, atresia folicular: 2,5 ml.

- Incremento del indice de concepcion en la inseminacion artificial y

tras la sincronizacion de celo: 2,5 ml.

* Yeguas:
- Trastornos quisticos de ovario con o sin celo prolongado o

permanente: 10 ml.

- Aciclia: dos veces 5 ml a intervalo de 24 horas.
- Induccion de la ovulacion: 10 ml.

- Fijar el tiempo de ovulacion y monta: 10 ml.

- Mejora el indice de concepcion: 10 ml.

- Celo prolongado o permanente: 10 ml.

Presentacion:
Frasco de 50 ml contenido neto y caja con 12 frascos de 10 ml de

contenido neto.
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Anexo 8. ANALISIS ESTADISTICO: Probabilidad exacta de Fisher

Para el presente trabajo de investigacion, se utilizé dos muestras independientes
y menores o iguales a 15 (N<15), y que son mutuamente excluyentes. La prueba
de la probabilidad exacta de Fisher para una tabla de 2x2, es una técnica para
analizar datos discretos cuando dos muestras independientes son pequefias. El

esquema y la formula son las siguientes:

Variable | EREES T Combinacién
POSITIVO A B A+B
NEGATIVO C D C+D
TOTAL A+C B+D N

_ (A+B)(C+D)!I(A+C)I(B+D)!
P= N!AIBICID!

RESULTADOS DE PORCENTAJE DE PRENEZ CON APLIACION DE GnRH

The SAS System

Obs PRENNEZ GNRH COUNT
1 SI GNRH6 2

2 SI GNRH7 3

3 NO GNRH6 5
4 NO GNRH7 4

The SAS System
The FREQ Procedure
Table of PRENNEZ by GNRH

PRENNEZ GNRH

Frequency,

Percent ,

Row Pct ,

Col Pct ,GNRH6 »GNRH7 , Total

FFFFFFFFf FAFFFFFF FAFFFFFF

NO ) 5, 4 , 9

, 35.71, 28.57 , 64.29

, 55.56 , 44.44 ,

, 71.43 , 57.14 ,

FFFFFFFFF FAFFFFFF FAFFFFFF

ST ) 2, 3, 5

, 14.29 , 21.43 , 35.71

, 40.00 , 60.00 ,

, 28.57 , 42.86 ,

FFFFFFFFF FAFFFFFF FAFFFFFF

Total 7 7 14
50.00 50.00 100.00

Statistics for Table of PRENNEZ by GNRH

Statistic DF Value Prob
FHFFEFFFFFFF S S S S FFFFFSFFFFFFFS S FFFF S FFFFFSFFSSF
Chi-Square 1 0.3111 0.5770
Likelihood Ratio Chi-Square 1 0.3127 0.5760
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Continuity Adj. Chi-Square 1 0.0000 1.0000
Mantel-Haenszel Chi-Square 1 0.2889 0.5909
Phi Coefficient 0.1491
Contingency Coefficient 0.1474
Cramer's V 0.1491

WARNING: 100% of the cells have expected counts less than 5. Chi-Square may not be a valid test.

Fisher's Exact Test

FEF P FFFFFFSFFFFFFFEFFFFFFFFFFFFF

Cell (1,1) Frequency (F) 5

Left-sided Pr<= F 0.8671

Right-sided Pr>= F 0.5000

TableProbability (P) 0.3671como p = 0.3671 >a = 0.05, entonces no existe
significacidén estadistica.

Two-sided Pr <= P 1.0000

SampleSize = 14

Para PORCENTAJE DE PRENEZ ES EL MISMO VALOR p=0.3671 >a=0.85 (no significativo).

RESULTADOS DE PORCENTAJE DE PRENEZ POR TRANSFERENCIA DE
EMBRIONES EN VAQUILLAS CON APLICACION DE hCG.

Obs PRENNEZ GNRH COUNT
1 SI GNRH6 2

2 SI GNRH7 2
3 NO GNRH6 5

4 NO GNRH7 5

Table of PRENNEZ by GNRH

PRENNEZ GNRH

Frequency,

Percent ,

Row Pct ,

Col Pct ,GNRH6 ,GNRH7 , Total

FFFFFFFFF FAFFFFFF FAFFFFFF

NO N 5, 5, 10

, 35.71, 35.71, 71.43

, 50.00 , 50.00 ,

, 71.43 , 71.43 ,

FFFFFFFFf FFFFFFFF FFFFFAFF

SI ) 2, 2, 4

, 14.29 , 14.29 , 28.57

, 50.00 , 50.00 ,

, 28.57 , 28.57,

FFFFFFFFf FFFFFFFF FFFFFFFF

Total 7 7 14
50.00 50.00 100.00

Statistics for Table of PRENNEZ by GNRH

Statistic DF Value Prob
FEFFFFFFFFEFFEFFEFFSFSSSFSSSS S
Chi-Square 1 0.0000 1.0000
Likelihood Ratio Chi-Square 1 0.0000 1.0000
Continuity Adj. Chi-Square 1 0.0000 1.0000
Mantel-Haenszel Chi-Square 1 0.0000 1.0000
Phi Coefficient 0.0000
Contingency Coefficient 0.0000
Cramer's V 0.0000

WARNING: 50% of the cells have expected counts lessthan 5. Chi-Square may not be a valid test.

Fisher's Exact Test

FEFFFFFFFFFESFFFFFSFEFFFFFFFFFFFFF

Cell (1,1) Frequency (F) 5
Left-sided Pr<= F 0.7203
Right-sided Pr>= F 0.7203
TableProbability (P) 0.4406como p = 0.4406 >a = 0.05, entonces no existe
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Two-sided Pr<= P 1.0000 diferenciaestadisticasignificativa.
SampleSize = 14
PARA EL PORCENTAJE DE PRENEZ es el mismo VALOR DE p=0.4406 que no es significativo.

PRESENCIA DE CUERPO LUTEO ACCESORIO PALPABLE.

Obs PRENNEZ GNRH COUNT
1 SI GNRH6 3

2 SI GNRH7 3
3 NO GNRH6 4
4 NO GNRH7 4

Table of PRENNEZ by GNRH

PRENNEZ GNRH

Frequency,

Percent ,

Row Pct ,

Col Pct ,GNRH6 ,GNRH7 , Total

FFFFFFFFF FEFFFFFF FFFFFFFF

NO , 4 , 4, 8

, 28.57 , 28.57 , 57.14

, 50.00 , 50.00 ,

, 57.14 , 57.14 ,

FFFFFFFFF FEFFFFFF FFFFFFFF

SI , 3, 3, 6

, 21.43 , 21.43 , 42.86

, 50.00 , 50.00 ,

, 42.86 , 42.86 ,

FFFFFFFFF FEFFFFFF FFFFFFFF

Total 7 7 14
50.00 50.00 100.00

Statistics for Table of PRENNEZ by GNRH

Statistic DF Value Prob
FEFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFSF
Chi-Square 1 0.0000 1.0000
Likelihood Ratio Chi-Square 1 0.0000 1.0000
Continuity Adj. Chi-Square 1 0.0000 1.0000
Mantel-Haenszel Chi-Square 1 0.0000 1.0000
Phi Coefficient 0.0000
Contingency Coefficient 0.0000
Cramer's V 0.0000

WARNING: 100% of the cells have expected counts less than 5. Chi-Square may not be a valid test.

Fisher's Exact Test

ffffffffffffffffffffffffffffffffff
Cell (1,1) Frequency (F)

Left-sided Pr<= F 0.7040

Right-sided Pr>= F 0.7040

TableProbability (P) 0.4079como p = 0.4079 >a = 0.05, entonces no existe
Two-sided Pr<= P 1.0000 diferenciaestadisticasignificativa.

SampleSize = 14

PRESENCIA DE CUERPO LUTEO ACCESORIO EN VAQUILLAS
RECEPTORAS DE EMBRION CON APLICACION DE hCG.

Obs PRENNEZ GNRH COUNT
1 SI GNRH6 5

2 SI GNRH7 6
3 NO GNRH6 2

4 NO GNRH7 1

Table of PRENNEZ by GNRH

PRENNEZ GNRH

Frequency,

Percent ,

Row Pct ,

Col Pct ,GNRH6  ,GNRH7 , Total
FEFFFFFFF FFFFFFFF FFFFFFFFT
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NO s 2, 1, 3
, 14.29 , 7.14 , 21.43
, 66.67 , 33.33,

, 28.57 , 14.29 ,

FFFFFFFFF FFFFFFFF FFFFFFFF

SI , 5, 6, 11

, 35.71, 42.86 , 78.57

, 45.45 , 54.55 ,

, 71.43 , 85.71,

FFFFFFFFF FFFFFFFF FFFFFFFF

Total 7 7 14
50.00 50.00 100.00

Statistics for Table of PRENNEZ by GNRH

Statistic DF Value Prob
FFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFF A A FFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFS
Chi-Square 1 0.4242 0.5148
Likelihood Ratio Chi-Square 1 0.4308 0.5116
Continuity Adj. Chi-Square 1 0.0000 1.0000
Mantel-Haenszel Chi-Square 1 0.3939 0.5302
Phi Coefficient 0.1741
Contingency Coefficient 0.1715
Cramer's V 0.1741

WARNING: 50% of the cells have expected counts less than 5. Chi-Square may not be a valid test.

Fisher's Exact Test

FEFEFFFFFFFESFFFFFSSSFFFFFSSSSFFFF

Cell (1,1) Frequency (F) 2

Left-sided Pr<= F 0.9038

Right-sided Pr>= F 0.5000

TableProbability (P) 0.4038como p = 0.4038 >a = 0.05, entonces no existe
Two-sided Pr<= P 1.0000 diferenciaestadisticasignificativa

SampleSize = 14

PRESENCIA DE CUERPO LUTEO ACCESORIO EN VAQUILLAS
RECEPTORAS DE EMBRION CON APLICACION DE GNRH Y hCG EL DIA
6 POST-CELO

The SAS System

Obs PRENNEZ GNRH COUNT
1 SI GNRH6 3

2 SI GNRH7 5

3 NO GNRH6 4
4 NO GNRH7 2

Table of PRENNEZ by GNRH

PRENNEZ GNRH

Frequency,

Percent ,

Row Pct ,

Col Pct ,GNRH6 ,GNRH7 , Total

FEFFFFFFF FFFFFFFF FFFFFFFF

NO ) 4, 2, 6

, 28.57 , 14.29 , 42.86

, 66.67 , 33.33,

, 57.14 , 28.57 ,

FEFFFFFFF FFFFFFFF FFFFFFFF

SI ) 3, 5, 8

, 21.43, 35.71, 57.14

, 37.50 , 62.50 ,

, 42.86 , 71.43 ,

FEFFFFFFF FFFFFFFF FFFFFFFF

Total 7 7 14
50.00 50.00 100.00

Statistics for Table of PRENNEZ by GNRH

Statistic DF Value Prob
FFFFFFFFFFFF A F A A FFFFF A FFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFS
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.1667 0.2801
.1849 0.2764
.2917 0.5892
.0833 0.2980

Chi-Square

Likelihood Ratio Chi-Square
Continuity Adj. Chi-Square
Mantel-Haenszel Chi-Square

R R R R
OCO0OO0OROR R

Phi Coefficient .2887
Contingency Coefficient .2774
Cramer's V .2887

WARNING: 100% of the cells have expected counts less than 5. Chi-Square may not be a valid test.

Fisher's Exact Test
FEFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFF

Cell (1,1) Frequency (F) 4

Left-sided Pr<= F 0.9487

Right-sided Pr>= F 0.2960

TableProbability (P) 0.2448como p = 0.2448 >a = 0.05, entonces no existe
Two-sided Pr <= P 0.5921 no existe diferencia estadistica significativa.

SampleSize = 14

PRESENCIA DE CUERPO LUTEO ACCESORIO EN VAQUILLAS
RECEPTORAS DE EMBRION CON APLICACION GNRH Y hCG EL DIA 7

POST PARTO.
The SAS System
Obs PRENNEZ GNRH COUNT
1 SI GNRH6 3
2 SI GNRH7 6
3 NO GNRH6 4
4 NO GNRH7 1

Table of PRENNEZ by GNRH

PRENNEZ GNRH

Frequency,

Percent ,

Row Pct ,

Col Pct ,GNRH6 ,GNRH7 , Total

FFFFFFFFf FFFFFFFF FFFFFFFF

NO ) 4, 1, 5

, 28.57, 7.14 , 35.71

, 80.00 , 20.00 ,

, 57.14 , 14.29 ,

FFFFFFFFF FEFFFFFF FAFFFFFF

SI N 3, 6, 9

, 21.43 , 42.86 , 64.29

, 33.33, 66.67 ,

, 42.86 , 85.71 ,

FFFFFFFFF FAFFFFFF FAFFFFFF

Total 7 7 14
50.00 50.00 100.00

Statistics for Table of PRENNEZ by GNRH

Statistic DF Value Prob
FEFFFFFFFFFFFFFFEFFFF A S A FS
Chi-Square 1 2.8000 0.0943
Likelihood Ratio Chi-Square 1 2.9468 0.0860
Continuity Adj. Chi-Square 1 1.2444 0.2646
Mantel-Haenszel Chi-Square 1 2.6000 0.1069
Phi Coefficient 0.4472
Contingency Coefficient 0.4082
Cramer's V 0.4472

WARNING: 100% of the cells have expected counts less than 5. Chi-Square may not be a valid test.

Fisher's Exact Test
FEFFFFFFFFFFFFFFFFFSFFFFFFFFSFFFSS
Cell (1,1) Frequency (F) 4
Left-sided Pr<= F 0.9895
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Right-sided Pr>= F 0.1329
TableProbability (P) 0.1224como p = 0.3671 >a = 0.05, entonces no existe
Two-sided Pr<= P 0.2657 diferenciaestadisticasignificativa.

SampleSize = 14
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