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RESUMEN

La hormona antimilleriana (AMH) es secretada en las células de la granulosa de foliculos
pre antrales y antrales pequefios, se ha propuesto como marcador hormonal para estimar la
reserva folicular ovarica. Con el fin de determinar la relacién del nivel de AMH sobre la
dindmica folicular, la respuesta superovulatoria y porcentaje de embriones viables. Se utilizo
un disefio experimental completamente aleatorizado con arreglo factorial, el factor A
correspondio a la categoria del animal vaquillas entre 24 y 30 meses (n=30), y vacas con
més de 3 afios de edad (n=30) vy el factor B correspondié a los niveles de la hormona
antimalleriana <200; 200-300 pg/ml y >300 pg/ml. El andlisis de regresion entre los niveles
AMH con el nimero de foliculos pequefios, grandes Yy total de foliculos (p<0,05); resultando
ajustes cuadraticos para foliculos pequefios (R?=0,66), foliculos grandes (R?=0,51) y tota de
foliculos (R?=0,67). Los valores promedios obtenidos muestran que en los rangos 200-300
y 300-450 (pg/ml ) ocurren los mayores valores de estructuras ovéricas (p<0,05). Con
respecto a embriones viables se alcanzaron los mayores promedios en los niveles
comprendidos  300- 450 (pg/ml). Los niveles plasmaticos de AMH y la respuesta
superovulatoria (p<0,05), presentaron ajuste lineal positiva (R?=0,73). El nimero de
embriones viables tambien presentaron ajuste lineal (R?=0,73). Se concluye que la poblacién
folicular antral, nUmero de estructuras ovaricas ynimero de embriones viables, es mayor a
medida que aumentan los niveles de AMH. Y que la edad tiene un ajuste lineal inverso con

relacion al nivel plasmético de AMH

Palabras Clave: AMH, AFC, ultrasonido, bovinos



ABSTRACT

The antimallerian hormone (AMH) is secreted in the granular cells of pre-antral and small
antral follicles, it has been proposed as a hormonal marker to estimate ovarian follicular
reserve. In order to determine the relationship of the AMH level on follicular dynamics, the
superovulatory response and percentage of viable embryos. A completely randomized
experimental design with factorial arrangement was used, factor A corresponded to the
category of animal heifers between 24 and 30 months (n = 30), and cows with more than 3
years of age (n = 30) and factor B corresponded to antimillerian hormone levels <200; 200-
300 pg / ml and> 300 pg / ml. Regression analysis between AMH levels with the number of
small, large follicles and total follicles (p <0.05); resulting in quadratic adjustments for small
follicles (R2 = 0.66), large follicles (R2 = 0.51) and total follicles (R2 = 0.67). The average
values obtained show that in the ranges 200-300 and 300-450 (pg / ml) the highest values of
ovarian structures occur (p <0.05). With respect to viable embryos, the highest averages
were reached at levels between 300-450 (pg / ml). The plasma levels of AMH and the
superovulatory response (p <0.05) presented positive linear adjustment (R2 = 0.73). The
number of viable embryos also presented linear adjustment (R2 = 0.73). It is concluded that
the antral follicular population, number of ovarian structures and number of viable embryos,
is greater as AMH levels increase. And that age has an inverse linear adjustment in relation

to the plasma level of AMH

Keywords: AMH, AFC, ultrasound, cattle



I. INTRODUCCION

La transferencia embrionaria es un método reproductivo de gran impacto en la productividad
y en la calidad del producto obtenido en la produccion animal por su influencia en la presion
y precision de la seleccion, la variabilidad genética y el intervalo generacional que son los
factores que determinan la tasa de progreso genético. El uso de la transferencia embrionaria
en la reproduccion bovina como instrumento de diseminacion de los genes de animales
selectos data desde hace mas de 50 afios (B6 y Mapletoft 2003), sin embargo, su difusién
como método reproductivo no ha sido tan rapida sobre todo cuando la produccion
embrionaria se hace via superovulacion (método in vivo o MOET) debido principalmente a
la gran variabilidad en las respuestas en términos de embriones transferibles obtenidos por
sesion o ronda superovulatoria, resultando muchas veces en ausencia de representacion con

crias elevando el costo de generacion de las crias.

Entre los factores que determinan la proporcion de embriones transferibles por ronda
superovulatoria, los mas importantes son el niumero de ovulaciones obtenidas, la tasa de
fertilizacion de los ovocitos ovulados y la proporcién de embriones (ovocitos fecundados)
que desarrollan hasta el estadio adecuado para su transferencia. Contar con un método
confiable para poder predecir el rendimiento en embriones transferibles de las vacas
donadoras de embriones, ha sido un objetivo muy ansiado en la industria de la produccion
embrionaria por muchos afios. Es conocido que sélo los foliculos antrales son capaces de
responder a la accion estimuladora de las gonadotropinas desarrollando hasta su maduracion
y ovulacion bajo la accion coordinada de la hormona foliculo estimulante (FSH) y
luteinizante (LH).

La reserva ovarica de un animal es la cantidad o pool de foliculos en el ovario que tiene para
su vida reproductiva. Evaluar esta reserva ofrece informacion muy importante sobre la
capacidad reproductiva animal y se puede estimar por medio de recuento folicular por
ecografia y/o la determinacion de la Hormona Antimilleriana (AMH). Esta hormona fue
empleada en reproduccion humana como marcador de la reserva ovarica y su concentracion

se asocia con el numero de foliculos antrales (de Vet et al. 2002) y es considerada por



Fanchin et al. (2003) como un indicador del estado funcional del ovario mejor que otros
marcadores como la inhibina B, FSH, LH y estradiol. Monniaux (2012) manifiesta que la

AMH esta relacionada con la poblacion folicular ovarica y la fertilidad.

En bovinos la AMH ha sido propuesta como predictor del nimero de foliculos antrales
(Batista et al. 2014) y de la produccion de embriones (Rico et al. 2011), estos autores
concuerdan la AMH se asocia positivamente con la poblacion de foliculos antrales, es por
estos antecedentes que se plantea a la AMH como un importante marcador hormonal para

ser utilizado en conjunto con las biotecnologias reproductivas (Baruselli et al. 2015).

Larson (2014), demostr6 que en las células de Sertoli en los machos y en las células de la
granulosa en las hembras es el sitio donde se sintetiza y secreta AMH vy por la implicacién
que tiene en estas células se plantea como un excelente marcador sobre el potencial
reproductivo en bovinos y otras especies, ya que estudios manifiestan que esta glicoproteina

tiene poca variacion durante los diferentes ciclos reproductivos.

El potencial que tiene una vaca para producir ovocitos, la sobrevivencia de sus embriones
y fetal son los méas importantes factores que establecen su potencial reproductivo, ya que de
esto la tasa de natalidad. Por esto el desarrollo de nuevas tecnologias para el diagnéstico que
determinen o predigan la fertilidad de la vaca, sera un gran avance para el sector ganadero
(Mossa et al. 2013).

Batista et al. (2014) compararon los niveles circulantes de AMH entre Bos taurus y Bos
indicus y reportan diferencias entre los niveles circulantes entre estas especies pero no se
indican cudles serian los niveles de AMH relacionados con adecuada respuesta
superovulatoria y fertilidad en el Bos indicus. En la costa del Ecuador la ganaderia esta
basada principalmente en la crianza y explotacién de razas y cruces con Bos indicus, siendo
la raza predominante para la produccion de carne la raza Brahman; es de mucho interés el
uso de la superovulacion y transferencia embrionaria en esta raza con fines de mejora
genética por lo que la utilizacion de los niveles circulantes de AMH para la seleccion de
donantes de embriones para superovulacion es de mucha importancia, planteandose por lo
tanto como objetivo general de la presente investigacion determinar la relacion del nivel
sérico de hormona antimdilleriana sobre el desarrollo folicular, respuesta super ovulatoria y
proporcion de embriones viables en hembras de la raza Brahman criadas en condiciones

climaticas de la costa Ecuatoriana. Y como objetivos especificos: 1) Evaluar la relacion



entre los niveles circulantes de AMH y el namero de foliculos que constituyen la poblacion
de foliculos antrales y el tamafio de los foliculos, el tamafio del ovario y el tamafio de los
cuerpos lateos formados post ovulacion. 2) Establecer la relacion entre la edad y los niveles
circulantes de AMH en hembras Brahman. 3) Comprobar la relacion entre la edad de la
hembra y el namero de foliculos antrales en el ovario. 4) Verificar la relacion entre los
niveles circulantes de AMH vy la respuesta superovulatoria en hembras Brahman. 5) Valorar
la relacion entre los niveles circulantes de AMH y la cantidad y proporcion de embriones
viables obtenidos por superovulacién. 6) Determinar los niveles minimos recomendables
para obtener adecuada respuesta superovulatoria y tasa de embriones transferibles en
hembras Brahman.



I1. REVISION DE LITERATURA

2.1 OVOGENESIS Y FOLICULOGENESIS

La ovogénesis es el proceso de formacion y desarrollo del ovocito. Comienza con las
ovogonias, que derivan de las células germinales primordiales en el embrion y culmina
cuando el ovocito Il finaliza su meiosis. Las células germinales primordiales se diferencian
del epitelio del saco vitelino durante el desarrollo embrionario, migran a través del

mesenterio y colonizan las gonadas primitivas del mesonefro (Gigli et al. 2006).

El desarrollo de los foliculos primordiales ocurre cuando pasan de un estado de reposo a un
estado de crecimiento que consta de dos fases: La primera ocurre un aumento del nimero de
células y el cambio de su forma de células planas a cuboides, la segunda sobreviene el

aumento en el diametro del ovocito (Wezel & Rodgers 1996; Braw-Tal 2002).

Un foliculo primordial consta de un ovocito cuyo crecimiento se ha detenido en el estado de
diploteno de la profase | de la meiosis y esta rodeado por una capa simple de células planas

(pre granulosas) constituyendo la reserva de foliculos en reposo (Nilsson et al. 2001).

Los miembros de la superfamilia de factores transformante son considerados probables
promotores de la aceleracion de foliculos primordiales, ya que observa que un requisito para
el inicio del crecimiento del ovocito es el cambio de células de la granulosa de planas a
cubicas (Braw-Tal 2002). El papel del oocito en la activacion de los foliculos primordiales
esta determinado por la accién de un gen llamado figla, que se encarga coordinar la expresion
de genes que componen la zona pelicida y la produccion de uno o varios factores

fundamentales para la formacién de foliculos primordiales (Eppig 2001).

En varias especies las etapas iniciales del crecimiento folicular avanzan muy lentamente. En
contraste, con las etapas despues de la formacion del antro que son mucho mas rapidas. La
atresia folicular parece ser mas abundante cuando los foliculos se acercan al tamafio de

reclutamiento para la posible ovulacién (Fortune 1994)



La dinamica folicular es un proceso continuo que finaliza con la ovulacién y consta de dos
fases; la primera, conocida como “desarrollo folicular basal” la cual esta principalmente bajo
control paracrino de los factores de crecimiento. En esta fase la hormona foliculo estimulante
(FSH) puede ejercer un efecto mitogénico indirecto sobre las células de la granulosa por
aumento en la expresion de los factores de crecimiento o de sus receptores. La segunda fase
se conoce como “desarrollo folicular terminal” y depende estrictamente de las
Gonadotropinas. El crecimiento es rapido y ocurre por agrandamiento del antro folicular
debido a importantes cambios en la diferenciacion de las células foliculares (Pefia et al.
2007).

De acuerdo a Fortune (1994), la seleccion y dominancia ocurren por aumentos progresivos
en el contenido sérico de androgenos que llegan por los vasos sanguineos de la médula y la
capacidad de las células de la granulosa en aromatizar el andrégeno a estradiol y un aumento
de la (LH). Durante la fase folicular parece ser necesario para estos cambios, aunque no esta
totalmente esclarecido los factores que participan en el proceso de crecimiento del foliculo
dominante; aunque se puede inducir la ovulacién de este mediante la aplicacion de un
analogo de GnRH (Pefia et al. 2007).

La funcion de las moléculas asociadas con la activacion de los foliculos primordiales en
bovinos, explica la importancia de iniciar el crecimiento de este grupo de foliculos en reposo
y mantenerlo hasta una etapa en la que el ovocito madure y sea fecundado. De esta manera
se evalla la calidad de los foliculos y sus ovocitos, los cuales son parte importante en la
aplicacion de las biotecnologias de la reproduccion y de la conservacion en especies en
peligro de extincion y en mujeres infértiles (Fortune et al. 1998; Fortune 2003).

Por otra parte, Ireland (1987), indica que en la foliculogénesis, los foliculos antrales son
dependientes de las gonadotropinas, las que provocan desarrollo y maduracion, pero muchos
de estos foliculos sufren atresia. El proceso para llegar a la supervivencia del foliculo
ovulatorio, se estima que estd en dependencia a la sensibilidad de los foliculos a las

gonadotropinas.

En la yegua se presenta una foliculogénesis estacional y por este motivo puede presentar
ovulaciones diestrales, el bovino es poliéstrico continuo sus ondas foliculares se observan

durante todo el afio incluso durante la prefiez, puede presentar hasta tres ondas foliculares en



cada ciclo estral. Los camélidos sudamericanos también responden al modelo de ondas
foliculares y son una especie de ovulacion inducida (Gigli et al. 2006).

Segun Gigli et al. (2006), durante el ciclo estral, en cada una de las oleadas foliculares,
inician su desarrollo alrededor de 5 a 20 foliculos, los que van a reiniciar su meiosis después
de una elevacion secundaria de los niveles de FSH, y su un umbral de concentracion que

varia entre animales y foliculos.

La emergencia de la segunda onda se presenta entre los dias 9 y 10 en los ciclos estrales de
dos ondas foliculares, y entre los dias 8 y 9 para los de tres ondas. En los ciclos estrales que
presentan tres ondas foliculares, la tercera onda folicular emerge entre los dias 15y 16. (Gigli
et al. 2006).

Motta et al. (2011) reportaron que, durante cada oleada folicular, hay un grupo de foliculos
pequefios, medianos y grandes en cada gonada femenina, de estos uno sera el ovulatorio,
mediante un proceso de seleccidn hasta el didmetro preovulatorio y generando la atresia de
los foliculos pequefios. En la dindmica folicular ovarica pueden ocurrir de una a cuatro ondas
de crecimiento folicular (Pierson & Ginther 1987) en la que existen diferencias entrelos Bos

taurus (taurino) y los Bos indicus (cebuino).

Cada onda de desarrollo folicular involucra cuatro fases sucesivas. La fase de reclutamiento
se define como un grupo o cohorte de foliculos capaz de responder a la FSH para continuar
su crecimiento. Como consecuencia, un grupo de 5 a 7 foliculos (< 5 mm en didmetro)
emerge del pool de foliculos pequefios que son capaces de responder a las gonadotropinas,
de lo cual uno de ellos seré seleccionado (fase de reclutamiento) (Fortune, 1994). La fase de
desviacion ocurre cuando se inicia la diferencia en el crecimiento de los dos foliculos méas
grandes, el tamafio folicular en el cual se observa la diferencia entre ambos foliculos tiene

8,5 mm en promedio (Ginther et al. 1989).

En el ciclo estral del ganado Brahman pueden tener varias ondas foliculares, presentando la
siguiente proporcion (6,7%)una, dos (90,0%) o tres (3,3%), la variacion en el numero de
ondas foliculares también fue observada en hembras Gyr multiparas que desarrollaron dos
(6,6%), tres (60,0%), cuatro (26,6%) o cinco (6,6%) ondas foliculares por ciclo, en vacas
Cebu mestizas durante el primer ciclo estral postparto que formaron una (16,5%), dos (67%)

o tres (16,5%) ondas foliculares por ciclo, en vacas Guzera multiparas con dos (37,5%), tres



(50%) o cuatro (12,5%) ondas foliculares por ciclo (Pierson & Ginther 1987; revisado en
Henao 2010).

En investigacion realizada por Moreira et al. (2000), en la raza Gyr, encontraron ciclos
estrales con dos, tres, cuatro y cinco ondas foliculares, (6,67%), (60.00%), (26,67%)
(6,67%) respectivamente, la divergencia folicular de la primera onda folicular ocurrié en el
dia 5,7£1,7, en la segunda onda en el dia 10,2+0,9, la tercera en el dia 14,7+0,9 y la cuarta
18,7+1,2 dias del ciclo estral.

Mientras que Perea et al. (1998), indicaron, que vacas cebu mestizas durante su primer ciclo
estral después del parto, el 16,5% de ellas mostraron una onda folicular, el 67% dos ondas y

16,5% tres ondas foliculares.

Para Moreira et al. (2000), la primer onda folicular emerge en el dia 1,2+0,5, la segunda el
dia 7,2+0.9, la tercera el dia 11,2+0,9 y la cuarta el dia 15+1,4 de cada ciclo estral, en ganado
Gir. Mientras que Figueiredo et al. (1997), indica, el ganado Nelore presentan tres oleadas
de desarrollo folicular, la primera el dia 1,5+0,2, la segunda el dia 9,1+0,4, y la tercera en el
dia 15,1+0,4 del ciclo estral.

2.1.1 CONTEO FOLICULAR ANTRAL.

El Conteo folicular antral AFC desarroll6 mucho interés desde la mejoria de la ecografia
ovarica y la validacion de nuevos marcadores endocrinos, con los equipos de ecografia
actuales es posible evaluar el nimero de foliculos antrales mayores de 1 mm de didmetro
presentes en los ovarios de las mujeres y grandes especies domésticas o silvestres. En la
actualidad, esta evaluacion es una practica rutinaria muy importante para estimar la actividad
ovarica de las hembras. AFC ayuda a los médicos a diagnosticar la infertilidad femenina, y

predecir la capacidad reproductiva (Monniaux et al. 2014).

En humanos y los grandes mamiferos, los foliculos crecen lentamente después de la
formacion del antro, es en este estadio, cuando se convierten en gonadotropina dependiente
y entran en una fase de rapido desarrollo terminal, que se producen en un patron de onda
(Fortune 1994).

La dependencia de los foliculos a las gonadotropina se adquiere con un didmetro
determinado, en cada especie (por ejemplo, 200 pum en roedores, 1 mm en cerdos, 2 mm en

ovejas, 3-5 mm en humanos y vacas, y alrededor de 10 mm en caballos). Por debajo de este
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diametro, los pequefios foliculos antrales constituyen un conjunto de foliculos que no

responden a las gonadotropinas (Monniaux et al. 1997).

2.2 FACTORES INTRAOVARICOS.

La activacion, crecimiento inicial de los foliculos primordiales y posterior desarrollo
folicular estan comandados por factores de crecimiento intraovaricos de accién local no
dependientes de gonadotropinas (Wezel & Rodgers 1996; Fortune 2003; Aerts & Bols 2008).
Estos factores de crecimiento son polipéptidos producidos a partir de diversos tipos celulares
y no se almacenan intracelularmente (Hill 1989). Estos factores de crecimiento realizan su
trabajo de forma autocrina y paracrina, para lo que se requiere una comunicacion entre el
oocito y las células granulosas y entre cada una de las células granulosas (Eppig 2001). Estas
células presentan conexiones gap, que permiten la comunicacion entre las células, las células
de la granulosa se comunican mediante estas uniones, que se encuentra constituida por

proteinas conocidas como conexinas (Fair 2003).

Gracias a este sistema de comunicacion bidireccional mediante la transferencia de sefiales
locales y endocrinas que se establece con las células somaticas y el oocito, varias hormonas
y factores de crecimiento estimulan y regulan el desarrollo de los foliculos (Eppig 2001;
Gilchrist et al. 2004; Skinner 2005).

Dos importantes factores secretados por oocitos, son el factor de diferenciacién del
crecimiento 9 y la proteina morfogenética dsea 15, que activan las vias de sefializacién en
las células del cumulus. En las uniones gap, las conexinas forman un poro que permite el
paso de moléculas desde el citoplasma de una célula al citoplasma de otra, sin pasar por el
espacio extracelular. Esta forma de comunicacion es vital en el desarrollo y fertilidad del
oocito, debido que el oocito dirige la proliferacion y funcion de células de la granulosa,
mientras que estas se encargan de la nutricion y mantenimiento del oocito a traves del paso
de iones, metabolitos, aminoacidos y pequefias moléculas necesarias para su crecimiento
(Aerts & Bols 2008).

El factor de crecimiento transformante p (TGF-p), el factor de crecimiento y diferenciacion
9 (GDF-9) y la proteina morfogénica de hueso 15 (BMP-15) se sintetizan de modo especifico
en el oocito en los estadios tempranos y participan en el crecimiento folicular hacia el estadio
primario (Knight & Glister 2003).



Nilsson et al. (2001), manifestaron, que en cultivos de ovario neonatal de ratas, el factor de
crecimiento fibroblastico (FGF) en el desarrollo folicular temprano, que es expresado por el
oocito de los foliculos primordiales y primarios, controla la expresion del ligando Kit (KL)
y origina el incremento de las células de la granulosas, las células tecales y el estroma durante

el desarrollo de los foliculos.

Los factores de crecimiento transformante-B (TGF-B), son sintetizados en las células
somaticas del ovario y el ovocitos; ellas tienen funcion como reguladores del desarrollo
folicular intraovarico. Las proteinas morfogenéticas dseas, BMP-4 y BMP-7, se expresan en
las células del estroma y de latecay participan en la transicion folicular primordial a primaria
de manera positiva; en cambio con la AMH se evidencia un papel negativo, del cambio de
célula pre-granulosa, a granulosa y posterior progresion a la etapa antral (Knight & Glister
2003).

2.2.1 HORMONA ANTIMULLERIANA

La hormona Antimulleriana (AMH) es un miembro de la superfamilia del TGF-f3 (Weenen
2004). La AMH se expresa en células de la granulosa y hasta ahora es considerada como el
mejor marcador hormonal para la reserva folicular ovérica. De esta manera la AMH en la
especie humana tiene su aplicacion en diagnostico clinico y en la mejora de las aplicaciones
de biotecnologias (Shaw et al. 2011). También la AMH puede desempefiar un papel
importante en la seleccion de foliculos primordiales y en el crecimiento ciclico de los
foliculos (Carlsson 2006).

Broekmans et al. (2008); (Rico et al., 2009) muestran que el nivel sérico de AMH se
relaciona con el nimero de foliculos ovaricos, como también propone que la AMH tenga
un rol importante en la seleccién de foliculos dominantes. La AMH producida es producida
principalmente por foliculos preantrales y antrales, participa en el desarrollo del foliculo. La
AMH durante la foliculogénesis, en el reclutamiento inicial inhibe la transformacion de
foliculos primordiales a foliculos primarios, y en el reclutamiento ciclico causa inhibicion

de la sensibilidad a la hormona foliculo estimulante (Monniaux et al. 2012).

En un estudio realizado en humanos, se evalud la expresion de AMH mediante técnicas
inmunohistoquimicas en secciones ovaricas, con esto desarrollaron un nuevo anticuerpo
monoclonal para AMH humano, la expresion de AMH no se observé en foliculos

primordiales, mientras que el 74% de los foliculos primarios mostraron al menos una sefial



débil en las células de la granulosa y el nivel mas alto de expresion de AMH fue en las
células de la granulosa de los foliculos secundarios, preantrales y antrales < 4 mm de
diametro, pero la expresion de AMH desaparecio gradualmente en los foliculos antrales entre
4y 8 mm (Weenen et al. 2004).

2.2.2 ESTUDIOS DE HORMONA ANTIMULLERINA EN LA ESPECIE BOVINA

Durlinger et al. (2002) describen, que varios estudios in vivo e in vitro muestran la
participacion de la AMH en dos puntos criticos de seleccion del desarrollo folicular: inhibe
el reclutamiento de foliculos primordiales en el grupo de foliculos en crecimiento y también

disminuye la capacidad de respuesta de los foliculos en crecimiento a la FSH.

Jimenez-Krassel et al. (2015) reportan, que las concentraciones circulantes de AMH son un
biomarcador confiable para predecir la vida productiva del rebafio, debido a la correlacién
positiva entre la hormona y el recuento de foliculos antrales (AFC), la funcién ovarica y la
fertilidad, ademas encontraron que aproximadamente el 25% de las vacas tienen una AFC
relativamente baja y concentraciones bajas de AMH. Con esto concluyeron, que las vaquillas
con concentraciones bajas de AMH muestran una baja tasa de fertilidad, lo que conlleva que
se descarten a muy temprana edad, por lo que su tiempo vida Util es mas corta, en

comparacién con vaquillas que tiene niveles séricos mas altos de AMH.

Debido que los niveles de AMH son relativamente constantes durante los diferentes etapas
reproductivas en novillas lecheras, es suficiente la determinacion de la concentracién de
AMH por (nica vez, para predecir la longevidad del hato, y la AMH puede ser un marcador
fenotipico atil para mejorar la longevidad de las vacas lecheras (Jiménez-Krassel et al.
2015).

2.2.3 ESTUDIOS DE HORMONA ANTIMULLERIANA Y FERTILIDAD

En un estudio realizado por Jiménez-Krassel et al. (2015) comprobaron que las vaquillas
con niveles séricos bajos de AMH tienen una fertilidad subdptima, y se eliminan de un
rebafio por un rendimiento reproductivo bajo a un mayor ritmo, lo que determina que se
descarten del hato mucho mas rapido, comparadas con las hembras que muestran mayores
niveles de AMH. Ellos llegaron a esta conclusion después evaluar novillas Holstein de 11 a
15 meses de edad (n = 281) a las que se les realiz6 una sola medicion de AMH. Todas las
novillas no retiradas del rebafio tuvieron la oportunidad de completar 2 lactancias y

comenzar su tercera lactancia después del parto. Los resultados mostraron que las novillas
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con menor concentracién de AMH, tuvieron en promedio, una vida productiva méas corta (en
196 d), debido a una tasa de descarte mas alta por la reproduccion pobre (primera lactancia)

en comparacion con las hembras con mayor AMH.

Jimenez-Krassel et al. (2015); y Ribeiro et al. (2013), indican, que niveles séricos de AMH
y la fertilidad en ganado lechero se encuentran muy correlacionados entre si, de manera
positiva. Ribeiro et al. (2014) indican en un estudio realizado en los Estados Unidos, en el
estado de la Florida, vacas con bajos niveles sericos de AMH de primer servicio, presentaron
tasas de prefiez mas bajas, y mayores pérdidas de prefiez entre los dias 30 y 65 de gestacion.
Al respecto Jimenez-Krassel et al. (2015) manifiestan, que en vacas de leche, con niveles
séricos de AMH relativamente bajos, que fueron diagnosticados, a la edad de vaquillas, se
descartaron del rebafio, mucho mas rapido, en comparaciéon con las que tenian mayores

niveles circulantes de AMH.
2.3 REGULACION HORMONAL DE LA REPRODUCCION

El control de la funcion reproductora requiere una regulacion precisa, y temporal del eje
hipotalamo, hipofisis, gonadas. El hipotdlamo es un pequefio 6rgano del diencéfalo situado
en el piso del tercer ventriculo, supradptico y paraventricular se sintetizan las hormonas
neurohipofisiarias en los nicleos arqueado y ventromedial se liberan hormonas
hipofisiotropicas, como la hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH), es el factor del
cerebro que dirige el eje reproductivo Transportada a la adenohip6fisis por el sistema portal
hipotalamohipofisiario y estimula la sintesis de hormona luteinizante y foliculo estimulante
(Hafez 2000).

La hormona foliculo estimulante, promueve el crecimiento folicular, los foliculos pequefios
secretan pequefias cantidades de estrogenos lo que, unido a un nivel de progesterona, genera
una retroalimentacion negativa en el hipotalamo, provocando la secrecion tonica de FSH y
LH. En cambio cuando un foliculo llega a ser foliculo dominante, el incremento de los
niveles circulantes de estrogenos, y una disminucion de los niveles de progesterona, estimula
el centro ciclico provocando la secrecion del pico de LH, este pico desencadena la

maduracion final, ovulacion y luteinizacion folicular (Ireland 1987).

Ademas, el foliculo dominante secreta grandes cantidades de inhibina, quien tiene receptores
en la adenohipofisis, al unirse a dichos receptores causa inhibicion de la secrecion de FSH,

pero sobre la secrecion de LH, lo que causa atresia de los foliculos subordinados, los que no
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desarrollaron receptores para LH, la ovulacion marca la culminacion de la fase folicular y el
inicio de un nuevo ciclo estral y de una nueva fase lutea (Fortune 1994).

Mientras el cuerpo liteo mantenga concentracion sérica de progesterona elevada, y exista
una concentracion baja de estrogenos; se genera retroalimentacion negativa lo que impide el
pico de LH y con esto la ovulacién. La luteolisis se produce por la secrecion de PGF2a del
endometrio no gestante, provocando la disminucion en los niveles sanguineos de

progesterona al mismo tiempo que se inicia un nuevo ciclo (Ireland 1987).
2.3.1 HORMONA LIBERADORA DE GONADOTROPINAS (GNRH)

La Gnrh, la hormona adenocorticotropica (ACTH) y el factor inhibdor de prolactina son
parte de las hormonas primarias implicadas en el control de la reproduccion, es un
decapéptido formado por 10 aminoacidos, con un peso molecular de 1183 daltons (Hafez
2000).

Pursley et al. (1995) indican, que la GnRH es sintetizada y almacenada en el hipotalamo, y
transportada a la hipofisis mediante el sistema portal hipofisiario. Aunque la GnRH
desaparece rapidamente de la circulacion, existen andlogos méas potentes (Deslorelin y
Buserelin), con tasas de desaparicion mas lentas y mayor afinidad de union a receptores

hipofisiarios de GnRH.

La GnRH provoca la liberacion de una oleada de LH que induce la ovulacién de foliculos
maduros, para el tratamiento de quistes foliculares ovaricos, y por su accién luteoprotectora,

para reducir las pérdidas embrionarias durante la gestacion (Pursley et al. 1995).
2.3.2 HORMONA FOLICULO ESTIMULANTE (FSH)

La teca interna de los foliculos antrales son sensibles a la FSH respondiendo con la
activacion de la enzima aromatasa en las células de la granulosa y transforma los andrégenos
en estradiol bajo la influencia de la FSH, esto provoca que las células de la granulosa se
multipliquen, incrementando las capas que rodean al ovocito | y aumentando el tamafio
folicular (Voss & Mckinnom 1993).

Asimismo, la FSH en el estadio folicular temprano y la intermedio, estimula la formacién
de receptores para LH en las células de la granulosa, puesto que, en estas fases la FSH en

asociacion con la LH sostienen el desarrollo folicular (Erickson et al. 1976).
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La FSH, junto con la LH estimulan la sintesis de estradiol de los foliculos en desarrollo e
inhibina en las células tecales de foliculos dominantes, esta inhibina realiza una
retroalimentacion negativa sobre la adenohipdéfisis suprimiendo la liberacion de FSH, en la
especie humana, después de la menopausia, los niveles circulantes de FSH aumenta
notablemente por lo que atraviesa el filtrado glomerular y llega a la orina como
gonadotropina menopausica humana (hMG), y es utilizada como hormona para inducir la

superovulaciéon en humanos y animales (Peters et al. 2004).
2.3.3 HORMONA LUTEINIZANTE (LH)

La LH, es una glucoproteina que se sintetiza y secreta en la adenohipdfisis, y se acopla al
mismo patrén de secrecidn de pulsos de la GnRH, su érgano blanco son las células de la teca
de los foliculos, cuerpo luteo en la hembra, y células de sertoli en el macho donde estimula
la sintesis y secrecién de estrdgeno, progesterona, y testosterona respectivamente (Ireland
2007).

También, la LH al estimular la sintesis y secrecion de progesterona por parte del cuerpo
luteo, dispone al Utero para la nutricion, desarrollo e implantacion del embrion; disminuye
el tono miometrial, y cierra el canal cervical. Otro punto importante es que el pico
preovulatorio de LH causa la activacion del ovocito y que se reanude la meiosis (Peters et
al. 2004)

2.3.4 ESTROGENOS (E2)

El E2 es una hormona esteroidal, su precursor metabdlico es el colesterol. Los estrogenos
son lipidos simples que se derivan del ciclopentanoperhidrofenantreno y por ello estan muy
relacionadas quimicamente con los progestagenos, andrégenos y el cortisol (Booth &
McDonald 1988). El 178 estradiol es el principal estrogeno natural de las hembras mamiferas

(Schoenemann et al. 1985).

El estrogeno regla una gran variedad de funciones fisioldgicas, como el desarrollo sexual,
ciclo sexual conducta sexual, actuando sobre el sistema nervioso central, por medio de una
retroalimentacion positiva y negativa sobre el hipotdlamo, ademéas causa hiperplasia e
hipertrofia del endometrio, contraccion uterina, desarrollo de caracteres sexuales

secundarios, crecimiento de conductos y desarrollo de la glandula mamaria (Freeman 2006).
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2.3.5 PROGESTERONA (P4)

Erickson (1976), indica, que la P4 también es una de las més de las hormonas esferoidales,
entre sus efectos esta el mantenimiento de la prefiez al inhibir las contracciones del
miometrio, promueve del desarrollo de las glandulas endometriales, a nivel de las glandulas
mamarias estimula el desarrollo alveolar, tiene accion sinérgicas con el estrégeno

preparando el Gtero para la implantacion y posterior placentacion.

Los niveles circulantes altos de P4 impide la ovulacion a través de una retroalimentacion
negativa sobre el hipotalamo inhibiendo la secrecion de GnRH, lo que genera un desarrollo
incompleto de los foliculos y de la secrecion de estrogenos, la relacion de concentracion P4
y los estrdégenos determinan el inicio y duracion del ciclo estral (Carvalho 2008)

De igual forma, Carvalho (2008) indica, que el estrogeno es el responsable de las
contracciones uterina en el momento del celo y la ovulacion, esto ayuda al transporte
espermatico, contrario a los efectos por parte de la P4 que suprime las contracciones del
miometrio para no perturbar la prefiez, lo que muestra, como estas hormonas regulan la

duracién del ciclo estral.
2.3.6 PROSTAGLANDINA (PGF2A)

Las PGF-2a son derivados de acidos grasos esenciales de 20 carbonos que contiene 3,4 05
uniones dobles en la cadena lateral, producidas en la membrana fosfolipidica de las células
por accion de diferentes enzimas como la fosfolipasa A2, cicloxigenasa, prostaglandina
sintetasa, etc., regulador importante de la ovulacion, luteolisis, implantacion y parto, la PGF-
2a en los rumiantes, llega del endometrio al ovario por difusion de la vena uterina hacia la

arteria ovarica, por ser liposoluble (Adams 2008).

Los primeros estudios mostraron que el cuerpo Iiteo maduro, al momento de un tratamiento
aplicando PGF-2a, era sensible e inducia a lisis del cuerpo luteo, pero que el cuerpo llteo
no era sensible a la PGF-2a cuando se inyectaba en los primeros 5 a 6 dias del ciclo estral
(Macmillan & Henderson 1984).

3.3.7 INHIBINA

Los niveles séricos de inhibina se elevan simultaneamente con desarrollo de la onda folicular

y la sintesis de estradiol por parte de estos foliculos (Kaneko et al. 1995). Algunas inhibinas
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participan en la disminucion de las concentraciones séricas de FSH, luego de la atresia
folicular experimental de foliculos se ha generado un incremento de los niveles de inhibina
y luego de un tratamiento con sustancias proteicas, pertenecientes al liquido folicular ha

inducido un efecto contrario (Ginther, 2000).
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I1l. MATERIALES Y METODOS
3.1 UBICACION

Los ensayos se realizaron en el Establo de la Compafiia Aura Germania, en el cantdn Pajan,
provincia de Manabi, republica de Ecuador, que tiene una extension de 1.088,23 km2, y se
localiza en las coordenadas 01 °, 33’ y 0’ de latitud Sur y 80 °, 25’ 60°’ de longitud Oeste;
a 110 metros sobre el nivel del mar (INEC 2017).

El clima que presenta, es muy marcado, una época seca con un clima tropical y fresco, y la
época lluviosa himeda y calurosa, su temperatura media anual es de 24 °C promedio, con
precipitaciones anuales que varian desde 1000 a 2000 mm?/afio, con una humedad relativa
anual 87 % (INEC 2017).

La ganaderia cuenta con una poblacion total de alrededor de 1500 bovinos de diversas edades
y estados fisiologicos. Los animales se mantuvieron en potreros y con suplementacion
concentrada cubriendo sus requerimientos de acuerdo a edad, peso, produccién y estado
fisiolégico. Cuenta con instalaciones para manejo animal, bretes de inseminacion y
transferencia embrionaria. Los animales experimentales fueron seleccionados de la
poblacion de ganado disponible y de acuerdo a cada uno de los disefios de cada ensayo.
Todos los animales fueron de la raza Brahman que es la raza mas difundida en la produccion

de ganado de carne a pastoreo a nivel nacional.

3.2 ENSAYO 1: RELACION DE LOS NIVELES PLASMATICOS DE LA
HORMONA ANTIMULLERIANA (AMH) SOBRE LA DINAMICA FOLICULAR
DE HEMBRAS BOVINAS BOS INDICUS.

El trabajo se realiz6 con una poblacién de 60 hembras de la raza Brahman. Se utiliz6 un
disefio experimental completamente aleatorizado con arreglo factorial de los tratamientos.
El factor A correspondio a la categoria del animal (vacas y vaquillas) vaquillas entre 24 y 30
meses (n=30), y vacas con mas de 3 afios de edad (n=30) Yy el factor B correspondi6 a los
niveles de la hormona antimilleriana (100-200; 200-300 pg/ml y >300 pg/ml) establecidos

de acuerdo al muestreo de sangre.



3.2.1 ANIMALES Y MANEJO.

Se seleccionaron al azar 60 hembras bovinas, dividas en dos categorias, vaquillas entre 24 y
30 meses (n=30), y vacas con mas de 3 afios de edad (n=30), condicién corporal (CC) de
2,75 a 3 (escala del 1 al 5), de una poblacion de animales de alto valor genético de la raza
Brahman. Las que fueron sometidas a una revision ginecoldgica con ultrasonografia con
ecografo (Mindray DP 50 VET®, Shenzhen, China) y transductor lineal de 7,5 MHz en
modo B donde se verificO que no existan patologias como endometritis, piometra o algin
tipo de inflamacion, que los animales no sean pre puberes, que se encuentren ciclando o que

no presenten quistes ovaricos.

Se establecié un protocolo de sincronizacion de la ovulacion, obteniendo el reinicio de una
nuevo onda folicular en todos los animales. Para ello se insertd un dispositivo con
progesterona en el Dia 0 (DIB 0,5 Zoetis) y una dosis de 2 mg de benzoato de estradiol
(Gonadiol; Img/mL; benzoato de Zoetis), el Dia 8 se retiro el dispositivo, se inyecto 0,15mg
de prostaglandina (Ciclase, Zoetis), el Dia 9 se inyectd 1 mg de benzoato de estradiol
(Gonadiol, Zoetis). Despues del reinicio del ciclo estral farmacoldgico, todas las vacas
fueron revisadas con ecografia transrectal por los métodos mencionados con anterioridad en
esta investigacion, los Dias 4, 6, 8, 9, 10, y 13 posteriores a la insercion del dispositivo de
P4. Todas las determinaciones sanguineas fueron tomadas en el dia que inicié el protocolo

de sincronizacién, antes de la aplicacién hormonal.
3.2.2 VARIABLES ESTUDIADAS
» Numero de foliculos ovaricos pequenos 2 a 4mm (ud.)
* Numero de foliculos ovéaricos grandes >4mm (ud.)
» Total de Namero de foliculos ovaricos (ud.)
« Tamafio de foliculos (mm)
* Tamafio de cuerpos luteos (mm)
» Tamafio de ovario (cm)

* Nivel de concentracion de AMH en suero sanguineo (pg/ml)

17



NuUmero y tamafio de foliculos ovéricos.

El nimero y tamafio de los foliculos se determind mediante ultrasonografia transrectal con
ecografo (Mindray DP 50 VET®, Shenzhen, China) y transductor lineal de 7,5 MHz en
modo B, se efectuo el conteo y medicion de los foliculos mediante el software del ecdgrafo,

desde el inicio de la onda folicular los dias 4, 6, y 8.
Tamario de cuerpo luteo.

Los cuerpos luteos fueron determinados de la misma forma que los foliculos, con la
diferencia que su evaluacion se efectud 72 horas posteriores a los signos de celo (dia 13 de

iniciado el protocolo).
Tamarno de ovario.

El tamafio ovéarico de los animales también fue medido por ecografia transrectal con el

mismo equipo y de la misma manera que los foliculos, se efectud el dia 4.
Nivel de concentracion de AMH en suero sanguineo.

Las colecciones de sangre (4 ml) para los andlisis de la AMH en todos los animales bajo
estudio, fueron tomadas por puncion de la vena yugular con agujas calibre 16 x 1 %, para
ello se utilizaron tubos al vacio que contenian heparina de sodio (BD Vacutainer® NH;
Becton Dickinson and Co.). Las muestras de sangre fueron enviadas y procesadas en el
laboratorio UNIMEVET, ubicado en el caton Guayaquil, Ecuador, para su respectiva
evaluacion en donde se las sometid a centrifugacién 3.200 revoluciones por minuto (rpm)

por 10 minutos a 4°C, y almacenadas inmediatamente a -20°C hasta su analisis por ELISA.

La prueba de ELISA para determinacion de la AMH, se realiz6 utilizando kits MOFA®, de
laempresa MINITUBE, especifico para especie bovina (AMH ELISA simple test Kit Bovine
Serum, 40 samples Max/Kit 21700/100) y un lector Infinite 200 PRO Multimode Multiplate
Reader, de acuerdo a los métodos descritos por Monniaux et al. (2008), Rico et al. (2009) y
Rico et al. (2012). Las concentraciones de AMH se midieron en muestras de 50 uL de suero.
Las muestras congeladas de suero se descongelaron en bafio maria justo antes de la prueba
de ELISA, que previamente se agitaron en vortex y luego se llevaron a centrifugacion, 3.200

rpm por 10 minutos a 4°C. Las muestras se conservaron a 4°C en expuestas a un primer
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anticuerpo, durante 12 horas, luego por 1,5 horas a temperatura ambiente expuestas del
segundo anticuerpo para luego hacer las lecturas.

3.2.3 ANALISIS ESTADISTICO.

Para las variables, numero de foliculos pequefios (2-4mm), grandes (>4mm) y namero total
de foliculos, tamafio de cuerpo luteo, tamarfio de ovario, se realizd una descripcién estadistica
de las variables, a través de medidas de tendencia central (medias) y dispersion (desviacion
estandar y error estandar de la media).

Previo al andlisis de varianza (ANOVA), los valores de las variables cuantificadas fueron
examinados por la prueba de normalidad de los errores de Shapiro-Wilk (1965) modificado
por Rahman & Govindarajulu (1997) y la de homogeneidad de varianza de Bartlett. Los

analisis de varianza se realizaron de acuerdo al siguiente modelo:
Yije = n+a; + B + apij +€;ji

Y = Variable de respuesta estudiada (foliculos pequefios, grandes, total de foliculos, tamafio

de cuerpo luteo, tamarfio de ovario)

M = Media de la caracteristica

a; = Efecto del i — ésimo factor A (categoria animal)
B; = Efecto del j — ésimo factor B (rango AMH)
af;;= Efecto de la interaccion entre el factor Ay B

€ijk= Error residual

Luego se procedié a las comparaciones multiples de medias por medio del método de la

diferencia significativa honesta de Tukey a un nivel de significancia del 5%

También se realizaron ecuaciones de prediccién para las variables: namero de foliculos
ovaricos, tamafio de los foliculos, tamafio de los cuerpos IUteos, tamafio de los ovarios. Se
ejecuto regresiones lineales entre las variables AMH y numero de foliculos pequefios,

foliculos grandes y foliculos totales; AMH y edad; edad y nimero de foliculos pequefios,
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foliculos grandes y foliculos totales; tamafios de ovario y nimero de foliculos pequefios,
foliculos grandes y foliculos totales; de acuerdo al modelo siguiente:

Yi=f0+L1.X1+ €i

Donde

Yi = Variable de respuesta estudiada (estructuras ovaricas, numero de foliculos, cuerpos
lUteos)

B0 = Intercepto

B1 = Constante del valor estimado (pendiente).

X1 = Valores de la variable independiente (concentracién de hormona).

Ademas regresiones no lineales (cuadraticas) ajustadas a modelos de acuerdo a las
observaciones entre las variables AMH y numero de foliculos pequefios, foliculos grandes

y foliculos totales, siendo el modelo a seguir el siguiente:
Yi=0+L1.X1+ £2X?

Donde

Yi = Variable de respuesta estudiada (nimero de foliculos ovaricos)
B0 = Intercepto

Bly B2 = Constante del valor estimado.

X1 = Valores de la variable independiente (concentracién de hormona).

3.3 ENSAYO 2: RELACION ENTRE NIVELES CIRCULANTES DE AMH Y LA
RESPUESTA SUPEROVULATORIA EN HEMBRAS BRAHMAN.

El ensayo estuvo conformado por un total de 21 animales. Se utilizo el disefio experimental
completamente aleatorizado con arreglo factorial de los tratamientos. El factor A
correspondio a la categoria del animal (vacas y vaquillas) y el factor B correspondié a los
niveles de la hormona antimilleriana (100-200; 200-300 pg/ml y 300-450 pg/ml)
establecidos de acuerdo al muestreo de sangre derivado del primer ensayo. Cada animal
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representd una unidad experimental y se tomaron al menos tres repeticiones por cada

combinacion de tratamientos.
3.3.1 ANIMALES Y MANEJO.

Se eligieron 21 hembras Brahman como donadoras de alto valor genético y una condicion

corporal (CC) de 2,5 a 3 (escala del 1 al 5), evaluado por un solo operdor.

Continuadamente se realizo el protocolo de superovulacion Anexo 6- 7, para esto se
utilizaron. Dispositivos de silicona inerte impregnado con 0,5gr y 1gr de Progesterona
natural de liberacion controlada de un solo uso (DIB® 0.5) Zoetis, analogo sintético del 17
estradiol Benzoato de Estradiol 1 mg/1 ml (Gonadiol) Zoetis, andlogo de prostaglandina
Cloprostenol base 250 ug/ml (Ciclase DI) Zoetis, progesterona 25 mg/ml (Gestavec® 25)
Vecol, GnRH Gonadorelina 0,005 g, Ceva Sante Animale France, y gonadotrofinas
hipofisarias de cerdo; cada frasco de 20 ml de Folltropin-V (Bioniche) que contiene FSH
equivalente a 400 mg de NIH-FSH-P1, diluido en un vial de 20 ml de inyeccién de cloruro
de sodio bacteriostatico USP.

A las 48 horas después de la primera aplicacion de PGF2a, se realizé primera inseminacién
artificial (IA) a todas las donadoras, también se inyectd una dosis (100ug que equivalid a

2mL) de GnRH y la segunda IA se la realiz6 24 horas pos primera inseminacion.

La colecta de embriones se realizé el dia 15, (7 dias después de la primera I.A), para esto se
Ilevé a las vacas donantes a la manga, se lavo la base de la cola y vulva, también se inyecto
2 ml de lidocaina al 2% via epidural, para causar inmovilizacion de la cola del animal y

disminuir movimientos peristalticos.

Luego se realizaron las ecografias con un equipo (Mindray DP50VET®, Shenzhen, China)
con un transductor lineal con 7,5 MHz y en modo B para evaluar la respuesta superovulatoria
mediante el contaje de los cuerpos luteos y de los foliculos anovulatorios antes de iniciar la

colecta de los embriones.

A la postre se procedio a realizar el lavado en ambos cuernos uterinos y la colecta de
embriones utilizando la técnica de circuito abierto con flujo discontinuo, con una mano
cubierta con un guante, se introdujo por el recto, donde manipularon, cérvix y uterinos, con
la otra mano, por via vaginal, se introdujo el mandril cubierto con una sonda de dos vias
(Bioniche Animal Healt Inc., Pullman, WA, USA), utilizando dos tipos de calibres (16 y
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20), para las vaquillas y vacas respectivamente, previamente esterilizado con alcohol y luego
pasado por solucion buffer de fosfato (PBS) solucion que contiene 0.1% de alcohol

polivinilico como surfactante, kanamicina y gentamicina.

Una vez introducida la sonda llevando en su interior el mandril, se guio la sonda hasta uno
de los cuernos, una vez ubicado se inyectd con aire por la via que se dirige hacia el baldn del
catéter con 8 a 15 ml aproximadamente, hasta quedar fijada la sonda al cuerno, se extrajo el
mandril y se proced6 con las inyecciones cargadas de medio que contenia PBS. Con
volumenes entre 20 ml a 50 ml por cada inyeccion (10 a 12 inyecciones) se utilizaron

aproximadamente 500 ml por cada cuerno.

Al mismo tiempo que se introdujeron los volimenes de PBS, con la mano que se encontraba
dentro del recto se vigilaba el llenado del cuerno, para luego masajear la porcion del cuerno
llenada, y en seguida extraer el volumen inyectado; el volumen extraido se deposit6 en los
filtros para embriones (Filtro Em-Con ™; INCOLamerica, Colombia) este procedimiento
fue repetido de forma similar en el otro cuerno uterino, finalmente después de que se lavaron
ambos cuernos, se inyectaron dosis de prostaglandina (PGF2a, 2 ml de Ciclase, Zoetis) a

todas las donantes de embriones.

Luego de realizado la colecta de los embriones, se separaron del medio en el que fueron
recolectados, utilizando filtracion y drenaje, seguidamente se evaluaron por morfologia y
determinaron su utilizacién en un microscopio de contraste de fase de 20 a 40x. Se utilizaron
medios holdings (Vigro Holding Plus, Bioniche Animal Health, Inc., Pullman, WA, USA).

Las estructuras embrionarias se clasificaron usando la referencia de la IETS (Stringfellow y
Seidel; 2000). Anexo 7y 8.

3.3.2 VARIABLES ESTUDIADAS

Numero de foliculos anovulatorios (ud.)
Numero de cuerpos luteos (ud.)

NuUmero de estructuras ovaricas (ud.)
Numero de estructuras embrionarias (ud.)

NUmero de embriones viables (ud.)
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Numero de embriones degenerados (ud.)
Numero de ovocitos infertilizados (ud.)

Nivel de concentracién de AMH en suero sanguineo (pg/ml)
Numero de foliculos anovulatorios.

El nimero de los foliculos anovulatorios se determind mediante el conteo, con
ultrasonografia endorectal con ecografo (Mindray DP 50 VET®, Shenzhen, China) y
transductor lineal de 7,5 MHz en modo B, el dia de la colecta de embriones, previo a la

cateterizacion de la donante.
NUmero de cuerpos lUteos.

La respuesta superovulatoria de la misma forma se determiné por ultrasonografia mediante
conteo del nimero de cuerpos lateos, con ultrasonografia endorectal con ecografo (Mindray
DP 50 VET®, Shenzhen, China) y transductor lineal de 7,5 MHz en modo B, el dia de la

colecta de embriones, previo a la cateterizacion de la donante.

NUmero de estructuras embrionarias, de embriones viables, degenerados y ovocitos
infertilizados.

Se determinaron a través de observacién en el microscopio con aumento de 20 a 40x, luego
la calificacién de embriones viables se observaron caracteristicas como: compactacion de
las células, tamafio de las células, color y textura de citoplasma, regularidad de la forma del

embrion, presencia de vesiculas, diametro e integridad de la zona pelucida.
Grado 1: Excelente o bueno (85% o més de regularidad morfologica)
Grado 2: Regular (50% o més de regularidad morfoldgica)

Grado 3: Pobre (25% o mas de regularidad morfoldgica)

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

deben ser desechados.

En este ensayo se consideraron como embriones viables para ser transferidos todos que se

calificaron como grado 1y 2.
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Nivel de concentracion de AMH en suero sanguineo.

Se utilizaron los resultados del anélisis de AMH del primer ensayo, y los animales fueron

seleccionados en base a los niveles plasmaticos de AMH en suero sanguineo.

3.3.3 ANALISIS ESTADISTICO.

Para las variables, estructuras embrionarias, embriones viables, embriones degenerados,
infertilizados, cuerpos luteos, foliculos anovulatorios y estructuras ovaricas, se realizé una
descripcion estadistica de las variables, a través de medidas de tendencia central (medias) y

dispersion (desviacion estandar y error estandar de la media).

Previo al anélisis de varianza, los valores de las variables cuantificadas fueron examinados
por la prueba de normalidad de los errores de Shapiro-Wilk (1965) modificado por Rahman
& Govindarajulu (1997) y la de homogeneidad de varianza de Bartlett. En aquellos casos
donde no se cumplieron los supuestos del ANAVA, se procedio a la transformacion de los
datos para lograr su verificacion. Todos los andlisis anteriormente mencionados fueron
realizados con el software InfoStat® (Di Rienzo et al. 2017). Los analisis se realizaron de

acuerdo al siguiente modelo:
Yije = n+a; + B afij +€ijx

Y = Variable de respuesta estudiada (estructuras embrionarias, embriones viables, embriones

degenerados, infertilizados, cuerpos luteos, foliculos anovulatorios y estructuras ovaricas)
M = Media de la caracteristica

a; = Efecto del i — ésimo factor A (categoria animal)

B; = Efecto del j — ésimo factor B (rango AMH)

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

€ijk= Error residual

Luego se procedié a las comparaciones multiples de medias por medio del método de la

diferencia significativa honesta de Tukey a un nivel de significancia del 5%;
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También se realizaron ecuaciones de prediccion para las variables: estructuras embrionarias,
embriones viables, y estructuras ovaricas. Se ejecutaron regresiones lineales entre las
variables nivel de AMH y numero de estructuras ovaricas; nivel de AMH y namero
embriones viables; de acuerdo al modelo siguiente:

Yi=p0+B1. X1+ €i

Donde

Yi = Variable de respuesta estudiada (estructuras ovaricas, embriones viables)

B0 = Intercepto
B1 = Constante del valor estimado (pendiente).
X1 = Valores de la variable independiente (concentracion de hormona).

Para conocer el grado de asociacion entre las variables cuantitativas estudiadas se realiz6 un
analisis de correlacién estadistico a través del método de Pearson, para las variables:
estructuras embrionarias, embriones viables, embriones degenerados, embriones
infertilizados, cuerpos luteos, foliculos anovulatorios, estructuras ovaricas recuperacion de

embriones.
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V. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 RELACION DE LOS NIVELES PLASMATICOS DE AMH Y EL DESARROLLO
FOLICULAR

El andlisis descriptivo de las variables evaluadas se muestra en el Anexol, donde se destaca
que los niveles de AMH presentaron una media de 297,25 pg/ml, evidenciando que el valor
promedio se aproxima mas al tercer cuartil (310,4 pg/ml), lo cual refleja una distribucion
sesgada hacia la izquierda, con pocos valores ubicados en los mayores niveles de AMH que
tienen impacto sobre la media obtenida. Esta situacion se evidencia en los elevados
coeficientes de variacidn obtenidos para esta variable (62,46%). Ademas, la evaluacion de
la normalidad de los residuos, determinada a través de la prueba de Shapiro-Wilks (1965),
modificado por Rahman & Govindarajulu (1997), ratificé que esta variable no tiene una
distribucion normal. Por su parte, la prueba de homocedasticidad de varianzas de Bartlett

evidencio que esta variable no presenta varianzas homogeéneas.

Para las variables nimero de foliculos pequefios, foliculos grandes y foliculos totales, la
media y la mediana mostraron valores similares, lo cual es indicativo de una distribucion
normal de los datos; los valores promedio fueron de 20,68; 14,22 y 34,88 con coeficientes
de variacion de 49,50; 36,29 y 39,83 para foliculos pequefios, grandes y totales,
respectivamente. Similarmente, el tamafio del cuerpo liteo y el tamafio de los ovarios
también mostraron valores similares de media y mediana, con coeficientes de variacion
relativamente bajos. La evaluacién de los supuestos de normalidad de los errores y
homogeneidad de las varianzas, indico que todas estas variables siguieron una distribucién

normal y presentaron varianzas homocedasticas.

El analisis de varianza presentado en el Anexo 2 arroj6 diferencias significativas (p < 0,05)
en el factor Rango de AMH, para las variables nimero de foliculos pequefios, grandes y
totales; mientras que para las variables tamafio del cuerpo lGteo y tamafio de ovarios no se
detectaron efectos significativos. Para el factor categoria del animal (vacas y vaquillas) y
para la interaccion Categoria * Rango AMH no se detectaron diferencias estadisticas (p >

0,05) para ninguna de las variables.



De manera general, la tendencia de los valores promedios para los tres tipos de foliculos
cuantificados, es de aumentar a medida que se incrementan los niveles AMH (Tabla 1). En
todos los casos, los valores mas elevados del nimero de foliculos pequefios, grandes y totales
estan vinculados al rango de > 300 pg/ml AMH, que resultaron estadisticamente superiores
a los valores promedios observados en los otros dos niveles de la hormona (100-200 y 200-
300 pg/ml), los cuales son similares entre si.

Hernandez (2012) comenta que en el ganado vacuno, las hembras nacen con alrededor de
200.000 foliculos, de estos la mayoria en alguna parte de su desarrollo mueren por atresia
folicular o apoptosis, muy pocos llegan a ser foliculos ovulatorios. Al nacimiento los
foliculos estan en la fase mas elemental y se conocen como foliculos primordiales.
Posteriormente estos foliculos se activan y se transforman en foliculos primarios y
secundarios, hasta este momento los foliculos no tienen antro (etapa preantral) y su
desarrollo es independiente de las gonadotropinas. Cuando los foliculos forman el antro se
conocen como foliculos terciarios y su desarrollo es dependiente de las gonadotropinas

(etapa antral).

Tabla 1. Comparacion de los diferentes niveles de la hormona antimilleriana en relacion al

namero de foliculos, tamarfio de cuerpo luteo y tamafio de ovarios en Brahman.

Niveles Numero de foliculos Tamafio ~ Tamafio ovarios (cm)
AMH cuerpo luteo )
Pequefios Grandes  Totales Derecho  lzquierdo
(pg/ml) (mm)
<200 14,48b 12,58b 27,02b 13,93a 2,57a 2,65a
200-300  20,30b 13,24b 33,53b 14,27a 2,85a 2,82a
>300 29,37a 17,17a 46,54a 15,28a 2,96a 2,91a

Letras diferentes indican diferencias significativas (P <0.05) entre las medias dentro de una

columna

Ireland et al. (2008), afirman que las diferencias en el recuento folicular antral durante el
ciclo estral, estd muy relacionada con los niveles séricos de AMH. En tal sentido, Rojas et
al. (2014) sefalan que la AMH actua inhibiendo el reclutamiento inicial de los foliculos
primordiales a primarios o disminuyendo el efecto de la hormona foliculo estimulante sobre

el crecimiento de foliculos preantrales y antrales pequefios, con el fin de limitar el desarrollo



del ndmero de foliculos antrales, regulando el ndmero de foliculos preovulatorios o

asegurando la maduracién de un solo ovulo.

4.2 RELACION ENTRE NIVELES DE LA HORMONA ANTIMULLERIANA Y
NUMERO DE FOLICULOS

La figura 1A muestra el comportamiento del nimero de foliculos en funcién de los niveles
de la hormona antimalleriana. De manera general, se obtuvo un ajuste de tipo cuadréatico que
resulto significativo (p < 0,05); constandose una relacion causa-efecto entre las variables

estudiadas.

El andlisis de regresion entre los niveles de la hormona antimilleriana y el nimero de
foliculos pequefios (Figura 1A) mostré diferencias significativas (p < 0,05), presentando un
ajuste cuadrético explicado por la ecuacion: § = -0,00009X?+0,1362X-9,40 con un R? de
0,66. En el caso del nimero de foliculos grandes (Figura 1B) se ajustd la ecuacion: § = -
0,00004X2%+0,0603X-1,77 con un coeficiente de determinacion de 0,51; mientras que para
el numero total de foliculos (Figura 1C) presentd un ajuste cuadratico determinado por la
ecuacion: y = -0,0001X?+0,1965X-7,63 con R? 0,67.

La tendencia observada ratifica un mayor nimero de foliculos pequefios con relacién a los
niveles de AMH hasta alcanzar un méaximo, y luego varia ligeramente a medida que los
foliculos aumentan de tamafo, para los foliculos pequefios el maximo se alcanzé con 757
(pg/ml), para los foliculos grandes el maximo correspondi6 a 754 (pg/ml), mientras que para
los foliculos totales fue de 756 (pg/ml), y a partir de este punto ocurre un descenso en la

poblacion de foliculos.
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Figura 1. Relacién entre niveles de la hormona antimilleriana en hembras Brahman (n =

60) y el namero de foliculos pequefios (A), grandes (B) y totales (C).



En consonancia con los resultados obtenidos, diversos estudios sefialan que la poblacion de
foliculos antrales se correlaciona positivamente con la hormona antimlleriana (Baldrighi et
al. 2014; Guerreiro et al. 2014). La expresion de AMH se observa en células de la granulosa
de los foliculos preantrales y antrales en crecimiento (Rico et al. 2012), y se describe como
un modulador prematuro del crecimiento folicular al controlar el agotamiento prematuro de
la reserva folicular en los ovarios (Monniaux et al. 2012 Durlinger et al. 2002). La expresion
de AMH intrafolicular aumenta hasta que el tamafio del foliculo es de 5 mm en las vacas
(Rico et al. 2012) y luego comienza a disminuir en los foliculos antrales mas grandes
(Monniaux et al. 2008).

Similarmente, Garcia-Guerra et al. (2017) sefialan que en el ganado vacuno, la sintesis de
AMH ocurre en las células granulosas de los foliculos preantrales grandes y foliculos
antrales pequefios. En el ganado bovino, la AMH circulante estd altamente correlacionada
con contaje de foliculos antrales y el nimero de ovocitos recuperados después de la captacion
del évulo y la respuesta superestimulatoria.

De igual manera en otro estudio realizado por Rico et al. (2009) demostraron que vacas con
foliculos antrales de 3-7 mm de diametro tienen mayores concentraciones de AMH, en
comparacion con aquellas que tenian foliculos mayores a 7 mm de diametro, con lo que
relacionan que los mayores niveles séricos de AMH estan muy asociados con una mayor

cantidad de los foliculos antrales pequefios y medianos activos.

Gobikrushanth et al. (2017) encontraron que los niveles de la AMH obtuvieron mayor
repetitividad que el nimero de foliculos antrales, por lo cual sugieren que las
concentraciones periféricas de AMH pueden ser un fenotipo mas confiable que el conteo de
foliculos para evaluar la asociacion con los resultados reproductivos, y establecieron

correlaciones moderadas e independientes de las etapas foliculares.

Por su parte, Koizumi & Kadokawa (2017) no encontraron relacion entre los niveles séricos
de AMH vy los foliculos mayores de 5 mm, los foliculos méas grandes presentes en el ovario,
el tamafio del cuerpo liteo y la concentracion sérica de progesterona, esto se debe a que la
AMH plasmatica se sintetiza a partir de células de la granulosa de los preantrales y foliculos

antrales pequerios (Bhide et al. 2016).

Varios estudios demuestran que los niveles plasmaticos de AMH son diferentes entre grupos

genéticos y se correlacionan fuertemente con la cantidad de foliculos antrales. Guerreiro et
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al. (2014) reportan que vaquillas Nelore de 24 a 26 meses de edad, los niveles séricos
promedio de AMH fueron de 1400 pg/ml. Pfeiffer et al. (2014), constaron niveles séricos de
AMH en vaquillas Angus y Charolais, de 42 y 54 pg/ml, respectivamente. En la raza Gir
reportaron los niveles mas altos de AMH 600 pg/ml, y del nimero promedio de foliculos
60,0; muy diferente a lo encontrado en ganado Holstein 240 pg/ml de AMH y 35,9 foliculos
en promedio, en bufalos Murrah los niveles de AMH encontrados fue de 180 pg/ml y 25,6

foliculos en promedio (Baldrighi et al. 2014).

En buafalos se ha demostrado que la concentracion de AMH intrafolicular disminuye a
medida que aumenta el tamafio folicular, y los foliculos pequefios (3-5 mm) aportan la mayor
parte de la AMH, de forma similar a otras especies, el contenido total de AMH disminuy6
significativamente en los foliculos medianos (5-8 mm) y se redujo ain mas en los foliculos

grandes (> 8 mm) (Liang et al. 2016).

4.3 RELACION ENTRE EDAD DE LAHEMBRA Y LOS NIVELES CIRCULANTES
DE AMH EN HEMBRAS BRAHMAN

La relacién entre la edad de los animales objeto de la investigacion y los niveles de la AMH
(Figura 2) demuestra una relacién de causa-efecto del tipo inverso con ajuste lineal
representado por la ecuacion § = - 0,906 X + 292,2 y un coeficiente de determinacién de
0,53; tal hallazgo ratifica que entre los 18 y 24 meses se constatan los mayores niveles
plasmaticos de AMH. Estos resultados consolidan lo indicado en la Figura 3, en relacion a
la produccion de foliculos, que también mostraron tendencia a disminuir con la edad del

animal.

En vacas Tabapua, la reduccién de la reserva folicular ocurri6 en etapas mas tardias, ya que
el numero de foliculos antrales en vaquillas aumentd de forma constante hasta los 14 afios
de edad, momento a partir del cual ocurrio la disminucion, lo cual explicaria por qué las
vacas mas viejas todavia son productivas en rebafios comerciales de Tabapud en Brasil
(Maculan et al. 2018). De manera similar, Martinez et al. (2016) observaron aumento del
recuento de foliculos antrales de hasta 10 afios en las vacas Jersey y Holstein, momento a

partir del cual ocurre la reduccion del namero de foliculos.
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Figura 2. Relacién entre la edad de hembras Brahman y los niveles plasmaticos de la

hormona antimulleriana.

Contrariamente, Hirayama et al. (2017), no encontraron ningun efecto de la edad en las
concentraciones de AMH o la poblacién de foliculos antrales; sin embargo, sus resultados
indicaron que los niveles séricos de AMH fueron marcadores muy Utiles en la prediccion de
respuestas superovulatoria en vacas de raza negra japonesa, pero las sesiones repetidas de
superovulacién reducen la precision de la prediccidn, debido a la disminucion de la respuesta

ovarica y de los niveles de la AMH a través del tiempo.

Gobikrushanth et al. (2017) reportaron que el nimero de foliculos ovaricos antrales fue
mayor en vacas que en novillas, pero no encontraron variaciones en la concentracién
plasméatica de AMH entre las categorias; ademas, observaron alta correlacién entre la
concentracion de la AMH vy el recuento de foliculos antrales en las novillas, que no fue

significativa para las vacas.

Por su parte, Cardoso et al. (2018) encontraron que las vacas Girolando (% Holstein x %
Gir) de 24 a 60 meses de edad tienen mayor cantidad de foliculos que las novillas (12 a 14
meses de edad); pero, la concentracion plasmatica de AMH no difirio entre las categorias,

obteniendo alta correlacion entre el namero de foliculos y la concentracion plasmatica de



AMH, estos hallazgos sugieren su cuantificacion como método de prediccion de la poblacién
de foliculos.

En el caso de ganado de la razas Bradford y Hereford, Santa Cruz et al. (2018), encontraron
correlaciones entre las concentraciones de la AMH y el nimero de foliculos antrales, siendo
de mayor magnitud para las novillas Bradford de dos afios de edad, estos resultados indican
que las variables mencionadas no son Utiles para seleccionar las novillas Hereford menos
fértiles después del destete o el servicio previo, pero si son eficientes para seleccionar

novillas Bradford cuando la evaluacion se realiza en etapas posteriores al destete.

Batista et al. (2015) sefialan que, independientemente del genotipo (B. indicus o B. taurus),
las concentraciones plasmaticas de AMH fueron mayores en los terneros que en las novillas;
sin embargo, el nimero de foliculos visualizados en los ovarios fue mayor en las novillas B.

indicus (Nelore) que en las terneras.

4.4 RELACION ENTRE EDAD DE LAS HEMBRAS BRAHMAN Y NUMERO DE
FOLICULOS ANTRALES.

En lo referente a la relacion entre las edades de los animales y el nimero de foliculos, se
obtuvo un ajuste lineal significativo e inverso (p <0,05) para las variables foliculos pequefios
y foliculos totales, donde se evidencia que a medida que se incrementa la edad de las vacas
disminuye la produccion de foliculos pequefios y totales (Figura 3). En el caso del nimero
de foliculos pequefios (Figura 3A) se ajusto la ecuacion: y =-0,12x + 27,3 con un coeficiente
de determinacion de 0,55; mientras que el nimero total de foliculos (Figura 3C) el ajuste
correspondio a la ecuacion: ¥ =-0,135x + 43,44 con un coeficiente de determinacion de 0,47.

La ecuacion de ajuste del nimero de foliculos grandes (Figura 3B) no resulto significativa.

A pesar de que los coeficientes de resultaron significativos (p < 0,05), el ajuste es
relativamente bajo, lo cual implica la presencia de otras variables que condicionan la
produccién de foliculos, probablemente asociada a una relacion conjunto de la edad del
animal y los niveles de la hormona antimulleriana, que explicaria de manera satisfactoria la

respuesta bioldgica en relacion al namero de foliculos.

Estos resultados difieren de los obtenidos por Gobikrushanth et al. (2018) quienes sefialaron

que las concentraciones circulantes de AMH aumentaron de manera directamente
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proporcional con el nimero de foliculos hasta que las vacas alcanzaron los 5 afios de edad y

luego su poblacion disminuyo, esto como resultado de un agotamiento en la reserva ovaérica.

El desarrollo de ovarios y foliculos primordiales ocurre durante el periodo fetal en varias
especies de mamiferos, incluidos los rumiantes y los humanos, y a su vez, cada hembra
individual nace con un numero fijo de foliculos primordiales, que se considera como la
reserva ovarica (Yang & Fortune 2008; Ireland et al. 2011; Findlay et al. 2015). Dado que
no hay desarrollo de foliculos primordiales después del nacimiento, el tamafio de la reserva
ovarica se agota a medida que los ciclos reproductivos continuos ocurren a medida que la
hembra envejece hasta que queda un ndmero limitado de foliculos primordiales, momento
en el cual la actividad ovérica se vuelve irregular y causa insuficiencia ovarica (Ireland et al.
2011; Richardson et al. 2014; Findlay et al. 2015).

Erickson (1976) report6 una gran variabilidad en cuanto a la cantidad de foliculos ovaricos
de vaquillas, muestra que el nimero de foliculos primordiales de vaquillas menores a 1 afio
fluctuo entre 60000 y 240000, mientras que en vacas fértiles comparadas con vacas infértiles

de 5 anos, existio una diferencia de 6 veces 119000 foliculos versus 18000 foliculos.

La disminucion del namero de foliculos muestra el agotamiento de la reserva ovérica, debido
a esto se puede inferir que los animales de mayor edad tengan menos foliculos, con relacion
a los animales jovenes. Esta relacion fue observada tambien en vacas Holstein, por Burns et

al. (2005), y en hembras mestizas por (Cushman et al. 2009)

Monniaux et al. (2014) afirman que las reservas de ovarios en el ganado bovino permanecen
relativamente constantes hasta que alcanzan la edad de aproximadamente 4 a 6 afios y
descienden posteriormente. Por otra parte, Cushman et al. (2009) demostraron una
disminucion en AFC a partir de los 5 afios en ganado de carne, mientras que Koyama et al.
(2018) reportaron resultados similares para ganado lechero, sefialando ademaés la
repetibilidad del numero de foliculos antrales del primer al tercer parto y una reduccién a

partir del cuarto parto.
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El Bos indicus muestra mayores niveles de AMH circulante en comparacion con vaquillas
Bos taurus 930 y 300 pg/ml respectivamente, Batista et al. (2014); mientras que, Ribeiro et
al. (2014) reportan que vacas mestizas Jersey y Holstein x Jersey tienen mayores niveles

séricos de AMH que vacas Holstein.

Contrariamente, Hirayama et al. (2017) no encontraron ningun efecto de la edad en las
concentraciones de AMH o la poblacion de foliculos antrales, sin embargo, sus resultados
indicaron que los niveles séricos de AMH fueron marcadores muy Utiles para la estimar las
respuestas superovulatorias en vacas negras japonesas, pero las sesiones repetidas de
superovulacién reducen la precision de la prediccion, debido a la disminucion de la respuesta

ovarica y de los niveles de la AMH a través del tiempo.

Gobikrushanth et al. (2017) reportaron que el numero de foliculos ovaricos antrales fue
mayor en las vacas que en las novillas, pero no encontraron variaciones en la concentracion
plasméatica de AMH entre las categorias, observando ademés una alta correlacion entre la
concentracion de la AMH vy el recuento de foliculos antrales en las novillas, que no fue

significativa para las vacas.

Por su parte, Cardoso et al. (2018) encontraron que las vacas Girolando (% Holstein x ¥
Gir) de 24 a 60 meses de edad tienen mayor cantidad de foliculos que las novillas (12 a 14
meses de edad); pero, la concentracion plasméatica de AMH no difirié entre las categorias,
obteniendo una alta correlacion entre el numero de foliculos y la concentracion plasmatica
de AMH, con lo cual sugieren su cuantificacion como método de prediccion de la poblacion

de foliculos.

En el caso de ganado de la razas Bradford y Hereford, Santa Cruz et al. (2018) encontraron
correlaciones entre las concentraciones de la AMH y el nimero de foliculos antrales, siendo
de mayor magnitud para las novillas Bradford de dos afios de edad, indicando que a partir
de estos resultados muestran que las variables mencionadas no son Utiles para seleccionar
las novillas Hereford menos fértiles despues del destete o el servicio previo, pero si son
eficientes para seleccionar novillas Bradford cuando la evaluacion se realiza en etapas

posteriores al destete.

Batista et al. (2014) sefialan que, independientemente del genotipo (B. indicus o B. taurus),

las concentraciones plasmaticas de AMH fueron mayores en los terneros que en las novillas.
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Sin embargo, el nimero de foliculos visualizados en los ovarios fue mayor en las novillas B.

indicus (Nelore) que en las terneras.
4.5 TAMANO DE OVARIOS Y CUERPOS LUTEOS

El andlisis de varianza no mostro diferencias entre las categorias del animal ni los niveles de
la AMH en relacion al tamafio de los ovarios y el tamafio del cuerpo Iuteo. Sin embargo, el
analisis de correlacion reportd una asociacion directa y significativa entre el tamafio de los
ovarios y el numero de foliculos, lo cual coincide con diversos trabajos en ganado bovina,
donde se ha reportado que los ovarios grandes se relacionan con un mayor contaje de
foliculos antrales (Cushman et al. 2009; Ireland et al. 2011; Modina et al. 2014).

En el caso del nimero de foliculos pequefios (Figura 4A) se ajusto la ecuacion: § = 14,38 x
— 22,45 con un coeficiente de determinacion de 0,42; para el namero de foliculos grandes
(Figura 4B), la ecuacion ajustada fue § = 6,35 x — 4,18 con un coeficiente de determinacion
de 0,20; mientras que el nimero total de foliculos (Figura 4C) el ajuste correspondio a la
ecuacion: ¥ =17,95 x — 19,32 con un coeficiente de determinacion de 0,34. Es de hacer notar
que a pesar de que los coeficientes de resultaron significativos, el ajuste de las ecuaciones es
relativamente bajo, y en general, explican un porcentaje muy bajo a través del tamafio de los
ovarios, que se complementa a través de las relaciones descritas para los niveles séricos de

la hormona antimdlleriana y la edad del animal.

Ireland et al. (2008) sefialan que el tamafio de las estructuras reproductivas esta relacionado
con el contaje de foliculos en las vacas Holstein, donde los mayores volimenes de ovarios
se asociaron con mayores valores y sugieren que las variaciones en el nimero de foliculos
antrales durante las ondas foliculares estd relacionado de forma directa con los niveles
séricos AMH, el tamafio del ovario y la cantidad de ovocitos con integridad morfologica.
Resultados similares fueron informados por Eborn et al. (2013) en novillas Angus. McNeel
et al. (2017) informaron que en las novillas Bos taurus el Utero era mas grande en los

animales con mayor cantidad de foliculos antrales.
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Varios investigadores (Singh et al. 2004; Ireland et al. 2007; Ireland et al. 2008) han
informado que los animales con un recuento de foliculos antrales bajo tienen ovarios mas
pequefios en comparacidn con vacas de la misma edad con recuentos mas altos; ademas, los
bovinos con recuento de foliculos antrales bajo tienen una respuesta reducida a la
superovulacién y concentraciones mas bajas de progesterona y un grosor endometrial

reducido de 0 a 6 del ciclo estral (Jiménez -Krassel et al. 2009).

La poblacion de foliculos antrales se ha relacionado con parametros de fertilidad como el
tamafo del ovario, el didmetro del cuerpo lGteo, el nimero de ovocitos sanos, el grosor
endometrial, la concentracion de progesterona, la tasa de prefiez y el intervalo de parto
(Jimenez-Krassel et al. 2009; Martinez et al. 2016) Por lo tanto, considerando la relacion
entre el nimero de foliculos antrales y varias caracteristicas relacionadas con la fertilidad, la
seleccidn de donantes podria realizarse mediante un solo examen de ultrasonido al comienzo
de la vida reproductiva (Silva-Santos et al. 2014; Jiménez-Krassel et al. 2015; Morotti et al.
2017).

4.6 RELACION ENTRE NIVELES CIRCULANTES DE AMH Y LA RESPUESTA
SUPEROVULATORIA EN HEMBRAS BRAHMAN.

El Anexo 3, muestra el analisis descriptivo de las variables consideradas en la evaluacion de
la respuesta superovulatoria y la sobrevivencia embrionaria. Al igual que en el ensayo
anterior, los niveles de AMH presentaron una tendencia de distribucién sesgada hacia la
izquierda, con media de 276,12 pg/ml, y un coeficiente de variacion de 43,43%, lo cual no
comprometié la distribucién normal de los datos seglin la prueba de Shapiro-Wilks.
Similarmente, las variables embriones viables, embriones degenerados y embriones

infertilizados también presentaron distribucion normal de sus residuos.

Por su parte, las variables cuerpos luteos, foliculos anovulatorios, estructuras ovaricas y tasa
de recuperacién de embriones presentaron diferencias significativas (p < 0,05) cuando
fueron sometidas al analisis de normalidad, indicando una distribucién de los datos distinta
a la normal. Adicionalmente, la prueba de homogeneidad de varianzas indico que las
variables cuerpos luteos y foliculos anovulatorios no presentan varianzas homocedasticas.
Ante el incumplimiento de los supuestos del ANOVA en estas variables, se procedio a la

transformacion de los datos para cumplir dichos requerimientos.
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El andlisis de varianza para las variables cuerpos lUteos, foliculos anavolutarios y estructuras
ovaricas estan indicados en el Anexo 4. Se puede observar efectos significativos (p < 0,05)
para las variables cuerpos IUteos a nivel del factor categorias y para la variable estructuras
ovaricas dentro del factor rangos de AMH. No se distinguieron diferencias significativas

para la interaccion Categoria * Rango AMH en ninguna de las variables mencionadas.

La comparacién de los valores promedios por la prueba de Tukey entre las categorias de
vacas y vaquillas (p < 0,05), indican que los valores de los cuerpos luteos en las vaquillas
13,7 presentan los mayores valores promedios, superiores a los observados para las vacas
8,81.

En relacion a la variable estructuras ovaricas, que resultd significativa (p < 0,01), la
comparacion de los valores promedios de la variable estructuras ovaricas por la prueba de
Tukey indica que en los dos rangos superiores de la hormona (200-300 y >300 pg/ml)
estudiados de la hormona antimulleriana ocurren los mayores valores promedios de
estructuras ovaricas 18,88 y 21,17 son similares entre si, a su vez resultaron estadisticamente
superiores al menor rango de la hormona (<200 pg/ml) que presentd lo menores valores 10,67

de estructuras ovaricas.

Para el caso de la variable nimero de estructuras ovaricas (Figura 5), se observé tendencia
de ajuste lineal, representada por la ecuacion y = 0,0628x+0,43 con un coeficiente de
determinacion de 0,73. El nimero de estructuras ovéricas aumenta a una tasa de 6,28% en

la medida que ocurre el incremento de los niveles de la hormona antimulleriana.
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Figura 5. Relacion entre los niveles de la hormona antimilleriana y el nmero de estructuras

ovaricas en Brahman (n = 21).

Benyei et al. (2004) demostraron que el nimero de foliculos antrales del ovario, y el nUmero
de ovocitos se encuenran muy correlacionados con las niveles séricos de AMH; mientras
que Pefia & Correa (2018) encontraron una relacion significativa entre nimero de foliculos,
cuerpos luteos y tasa ovulatoria con la concentracion de AMH. Por su parte, Monniaux et al.
(2010) reportaron que los niveles séricos de AMH en vacunos se constituyen en un excelente
marcador enddcrino de la reserva ovarica, ya que dich a prediccion es uno de los objetivos

mas importantes cuando se realiza superovulacion.

4.7 RELACION ENTRE LOS NIVELES CIRCULANTES DE AMH Y LA
CANTIDAD Y PROPORCION DE EMBRIONES VIABLES.

Del resumen del analisis de varianza que se muestra en el Anexo 5, para las variables,
estructuras embrionarias, embriones viables, degenerados e infertilizados, y tasa de
recuperacion embriones; se constatd efecto significativo (p < 0,01), para la variable
embriones viables para el factor principal rangos de la hormona antimulleriana. No se
observaron efectos significativos para las otras variables tanto a nivel de los factores

principales como en sus respectivas interacciones.

La comparacion de los valores promedios de la variable embriones viables por la prueba de

Tukey, mostr6 que en los valores mas elevados de los rangos de la hormona antimulleriana



(>300 pg/ml) ocurrié la mayor cantidad 7,67 embriones viables promedio (p < 0,01), valor
estadisticamente superior al de los otros dos rangos (<200 y 200-300 pg/ml) 1,0 y 2,25

embriones viables respectivamente, los cuales fueron similares entre si.

Las relaciones cuantitativas de causa—efecto para las variables que resultaron significativas
en el analisis de varianza del Anexo 5, particularmente a la variable nimero de embriones
viables estan representadas en el Figura 6. Se puede constatar que el ajuste de los valores
resultd de naturaleza lineal positiva, representado por la ecuacion § = 0,0354x-6,04 con un
coeficiente de determinacion de 0,73. Se verifica que a medida que se incrementan los
niveles de la hormona antimulleriana se acrecienta el nimero de embriones viables en la tasa
de 3,54 %.
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Figura 6. Relacion entre los niveles de la hormona antimdilleriana (n = 21) y el nimero de

embriones viables en Brahman.

El andlisis de correlacion entre las variables asociadas a la respuesta super ovulatoria y la
transferencia embrionaria en vaconas Bos indicus se muestra en el Tabla 5. El interés de su
estudio radica en establecer relaciones funcionales entre las variables estudiadas a fin de
poder estimar, a través de la evaluacion de las variables de facil medicion, aquellas variables
que pudieran resultar dificiles de evaluar y que serian de gran importancia en investigaciones

posteriores.



La variable estructuras embrionarias mostrd correlaciones significativas practicamente con
todas las variables evaluadas, a excepcion de la variable foliculos anovulatorios. En tal
sentido, las relaciones mas fuertes correspondieron a los cuerpos luteos, estructuras ovaricas
y recuperacion de embriones y en menor intensidad para los embriones degenerados,

infertilizados y viables.

Por su parte, las estructuras ovaricas mostraron correlaciones significativas con los foliculos
anovulatorios y con los cuerpos luteos, y esta Ultima variable, a su vez, mostré una
correlacion significativa con el numero de embriones degenerados. Por otro lado, la
recuperacion de embriones, ademas de estar correlacionada con las estructuras embrionarias,
mostrd correlaciones significativas con las estructuras ovaricas y con el nimero de

embriones viables.

Estos resultados concuerdan con Center et al. (2018) reportaron que el nimero de foliculos
al inicio de la superovulacion se correlacionaron positivamente el promedio de cuerpos
luteos y con el nimero de embriones, pero no obtuvieron correlaciones con el porcentaje de
embriones viables o degenerados, o0 los ovocitos no fertilizados. Similarmente, encontraron
correlaciones positivas entre el cuerpo lateo y los embriones recuperados, y entre los
embriones recolectados y los embriones degenerados. También reportaron que la AMH en
circulacion se correlaciond positivamente con foliculos presentes al inicio de la
superovulacién y el nimero de cuerpos lateos y embriones recuperados en la recoleccion;
mientras que, Rico et al. (2009) encontraron correlaciones positivas entre nivles séricos de

AMH y el nimero de foliculos de 3 a 7 mm antes y después de la superovulacion.

En un estudio posterior, Rico et al. (2012) y Souza et al. (2015) reportaron en vacas
superovuladas, correlaciones positivas entre niveles séricos de AMH y el nimero de
foliculos pre ovulatorios durante el celo y nimero de cuerpos luteos. De manera similar,
Monniaux et al. (2010) igualmente reporta de manera concluyente que existe correlaciones
positivas de entre niveles de AMH sérico y el nimero de embriones totales y transferibles.
Por el contrario, Guerreiro et al. (2014) y Zacarias et al. (2018) no encontraron relaciones

entre el nivel de esta hormona y las tasas de produccion de embriones in vitro.
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Tabla 2. Coeficientes de correlacion de variables asociadas a la respuesta stper ovulatoria y la transferencia embrionaria en
hembras Brahman.

Estructuras Embriones  Embriones Embriones  Cuerpos Foliculos Estructuras Recuperacion

Variables o . . . : . .
embrionarias  viables degenerados infertilizados  lGteos  anovulatorios  ovaricas embriones
Estructuras
) _ 1 0,036 0,008 0,028 0,001 0,333 0,001 0,001
embrionarias
Embriones
_ 0,459* 1 0,438 0,267 0,087 0,911 0,128 0,034
viables.
Embriones
0,559** 0,179 1 0,252 0,021 0,761 0,060 0,211
degenerados
Embriones
0,478* -0,254 -0,262 1 0,051 0,377 0,290 0,159
infertilizados
Cuerpos
) 0,882** 0,383 0,499* 0,431 1 0,091 0,002 0,088
luteos
Foliculos
) -0,222 -0,026 -0,071 -0,203 -0,378 1 0,031 0,621
anovulatorios
Estructuras
o 0,656** 0,343 0,417 0,242 0,639** 0,471* 1 0,036
ovaricas
Recuperacién
0,693** 0,464* 0,285 0,319 0,381 0,115 0,459* 1

embriones

Coeficiente de correlacion por debajo de la diagonal principal. Probabilidad asociada a la prueba por encima de la diagonal principal.



Zangirolamo et al. (2018) observaron una correlacion positiva entre los parametros
cuantitativos como foliculos aspirados totales, nimero de embriones recuperados, embriones
cultivados y nimero de blastocistos producidos y las concentraciones de AMH en hembras
de B. indicus (Nelore) y B. taurus (Holstein) donadoras. De esta manera, el recuento folicular
antral ovarico y los niveles circulantes de AMH se recomiendan como herramientas para
evaluar la reserva ovarica, ya que se ha correlacionado positivamente con parametros como
el nimero de ovocitos viables, blastocistos (Santos et al. 2016) y la tasa de concepcion
después de la IA ( Mossa et al. 2012).

Investigaciones de Pefia y Correa (2018) mostraron que el nivel de AMH sérico es un
marcador util para predecir el nimero de foliculos, cuerpos luteos y embriones colectados
pos superovulacion, estimando que por cada 1,000 pg de AMH en sangre ncrementa el
namero de foliculos, cuerpos luteos y embriones recolectados en 5,08; 2,52 y 1,42,

respectivamente. Esto concuerda con lo reportado por Ireland et al. (2007).

Lo anterior es un indicativo de que animales con niveles séricos de AMH elevados tienen
mejor respuesta al tratamiento superovulatorio que los animales con niveles bajos. Un
investigacion realizada en vacunos por Ireland et al. (2007), muestra que los nivelsséricos
de AMH fueron alrededor de 6 a 2 veces mayores en los animales con un mayor ecuento
folicular en relacion con que mostraron un menor numero de foliculos antrales, en
comparacion con los de baja concentracion. En un estudio realizado en ganado Holstein y
Nelore por Guerreiro et al. (2014), reprotaron que las donantes de embrioens con niveles
sfiericos altos de AMH produjeron un cantidad significativamente mayor de embriones 3,0
y 7,0 respectivamente, comparado con las que mostraron niveles bajos de AMH 1,2
embriones en promedio para las Holstein y 2,2 para las Nelore.

Varios estudios han establecido una alta correlacion entre el nimero de foliculos antrales y
la produccién de embriones in vivo e in vitro, por lo cual sugieren que se puede utilizar como
una herramienta auxiliar para seleccionar vacas donantes para embriones y ovocitos (Silva-
Santos et al. 2014a; Baruselli et al. 2015; Ghanem et al. 2016 ).

Ademas, el tamafio de la reserva ovarica se asocia con la calidad del ovocito (Ireland et al.
2009), la competencia embrionaria (Tessaro et al. 2011) y la fertilidad (Mossa et al. 2012;
Ribeiro et al. 2014; Jimenez-Krassel et al. 2015). Por lo tanto, no solo se espera que las vacas

con reservas ovaricas mas pequefas tengan una vida productiva mas corta (Jiménez-Krassel
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et al. 2015), sino que también tienen tasas de embarazo menores, mas servicios por

concepcion e intervalos de concepcion més largos (Mossa et al. 2012).

Cardoso et al. (2018) afirman que la AMH es un excelente marcador endocrino del nimero
de foliculos antrales pequefios, que es el objetivo directo de los tratamientos de estimulacion
ovarica. La concentracion de AMH en plasma antes de la superovulacién varia entre los
animales y se correlaciona positivamente con el nimero de ovulaciones y embriones

transferibles producidos (Monniaux et al. 2010; Rico et al. 2009).

Los animales con mayor numero de foliculos pequefios tienen una mayor probabilidad de
producir un mayor nimero de embriones in vitro, lo que impulsa la aplicacion de esta
informacion como un rasgo de seleccion. Ademas, la alta variabilidad en poblacion folicular
antral entre individuos (Silva-Santos et al. 2014) y entre distintas razas bovinas ha sido bien
documentada (Rodrigues et al. 2015; Oliveira Junior et al. 2015; Batista et al. 2014;
Guerreiro et al. 2014; Rico et al. 2011), lo que indica que la poblacion folicular antral es un

rasgo importante para la seleccion de animales.

Nabenishi et al. (2017), trabajando con ganado negro japonés encontraron que en todas las
etapas reproductivas, la concentracion plasmatica de AMH se correlacion6
significativamente de manera positiva con el ndmero de dévulos/embriones, embriones
viables; sin embargo, esta correlacién fue méas débil durante el periodo de gestacion que
durante los periodos previos a la inseminacion artificial y posparto.

Se ha encontrado correlacion entre los niveles plasmaticos de AMH y una gran cantidad de
foliculos ovéricos después de la superestimulacion, nimero de cuerpos luteos después de la
superovulacion (Rico et al. 2012, Rico et al. 2009, Souza et al. 2015) y nimero de embriones
producidos en vacas primipara y multiparas (Souza et al. 2015). En tal sentido, Baruselli et
al. (2015) verificaron que las concentraciones plasmaticas de AMH en vaquillonas Bos
indicus y Bos taurus tiene una correlacion positiva con el nimero de foliculos totales
aspirados, el total de complejos ovocito-cumulo recuperados, numero de complejos ovocito-

cumulo cultivados, y el nimero de embriones producidos por cada extraccion de 6vulos.

Ya se ha mencionado la relacion directa y estrecha entre el recuento de foliculos antrales y
los niveles de la AMH. Monteiro et al. (2017) reportaron que para las subespecies indicus y

taurus e indicus x taurus, se encontrd una correlacion positiva entre el nimero de foliculos
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antrales y la recuperacion de ovocitos en las sesiones de extraccion de 6vulos y el nimero
de embriones producidos in vitro, en consecuencia, las hembras con mayor nimero de
foliculos antrales presentaron una nimero mayor tasa de embriones in vitro en comparacion
con aquellas que tuvieron menor cantidad de foliculos. Diversos reportes sugieren que el
recuento de foliculos antrales se asocia positivamente con el nimero de embriones
producidos por el donante en diferentes razas (Ireland et al. 2008; Silva-Santos et al. 2015,
Santos et al. 2016). Asi mismo, estudios previos observaron una fuerte relacion positiva
entre los niveles circulantes de AMH y la produccion de embriones in vivo después de la
superovulacién en ganado lechero (Monniaux et al. 2010, Rico et al. 2012, Souza et al.
2015).

Avilés et al. (2017) proporcionaron evidencia para considerar a la AMH como un marcador
endocrino que puede predecir la fertilidad en vacas de raza Holstein, al encontrar que vacas
con niveles > 300 pg/ml de AMH, tuvieron una mayor porcentaje de prefiez, menor numero
de servicios por concepcion, y ademas menos dias abiertos en comparacion con vacas con

niveles (< 300 pg/ml) unado fueron sometidas a un protocolo de sincronizacion.

El recuento de foliculos antrales es una caracteristica determinante en la hembra bovina, y
su influencia sobre la eficiencia de las biotecnologias reproductivas y el rendimiento
reproductivo en el ganado bovino, y tiene una alta variacion entre los animales y una alta
repetibilidad dentro de los individuos. Bajo el enfoque relacionado con el impacto de la
produccién de embriones para la ganancia genética y el rendimiento reproductivo del
ganado, refuerza el concepto de que el recuento de foliculos antrales es una herramienta util

para la produccién de embriones en ganado bovino (Morotti et al. 2017).

4.8 NIVELES DE CONCENTRACION CIRCULANTE DE AMH PARA LA
SELECCION DE HEMBRAS BRAHMAN DONANTES DE EMBRIONES.

Ya se ha mencionado que hay diferencias en los niveles séricos de novillas de Bos indicus y
Bos taurus (Batista et al. 2014) e incluso dentro de razas de la misma especie (Ribeiro et al.
2014). Sin embargo, Center et al. (2018) encontraron que se recuperaron mas embriones de
las vacas con el mayor recuento de foliculos, y por lo tanto, mayores niveles de AMH, en

comparacion con las vacas que tienen un menor recuento de foliculos.
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Diversos estudios han demostrado la afectacion del nimero de foliculos antrales por las
condiciones ambientales, por el estado sanitario y nutricional durante el embarazo (Ireland
et al. 2011; Mossa et al, 2012).

Por su parte, Morotti et al. (2017) afirman que la seleccion de hembras basada en el recuento
de foliculos antrales ha sido una practica comin antes de comenzar con algunas
biotecnologias reproductivas, ya que los programas de produccion de embriones han
priorizado a los donantes con un alto recuento de foliculos debido a los beneficios

cuantitativos implicitos.

Bajo las condiciones de esta investigacién, se obtuvo la tendencia a incrementar el nimero
de foliculos a medida que aumentaron los niveles de la hormona antimulleriana, pero se
obtuvo una relacion inversa con los incrementos en la edad de las hembras bovinas. Por su
parte, la respuesta superovulatoria arrojé que los mejores resultados se obtuvieron en las
hembras Brahman con niveles de AMH superiores a 300 pg/ml, obteniendose mayor
formacion de cuerpos liteos, mayor cantidad de estructuras ovaricas y mayor proporcién de
embriones viables. En virtud de estos hallazgos, es l6gico pensar que lo ideal es seleccionar
hembras bovinas de Bos indicus relativamente jovenes con niveles de séricos de hormona
antimiilleriana superior a 300 pg/ml, 0 en su defecto, ubicadas en el cuartil superior del

rebafo evaluado.
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V. CONCLUSIONES

Bajo las condiciones en que se desarrollé el estudio, se concluye:

1. El namero promedio de foliculos pequefios, grandes y totales, es mayor a medida que se
detectan mayores niveles circulantes de AMH, hasta alcanzar un méximo alrededor de
756 pg/ml, y a partir de este punto ocurre un descenso en la poblacion de foliculos, como

lo demuestran los resultados que se obtuvieron mediante un ajuste cuadratico.

2. La edad de las hembras Brahman tienen un ajuste lineal inverso con relacion al nivel
circulante de AMH, evidenciando que a medida que se incrementa la edad, disminuyen
los niveles de AMH. Ademas la poblacién folicular también tiene ajuste lineal inverso
en relacion a las edades de los animales, a medida que se incrementaron la edades de las

hembras, disminuyd la poblacién de foliculos.

3. El nimero de estructuras ovaricas y el numero de embriones viables es mayor cuando
las hembras se tienen mayores niveles circulantes de AMH, como mostraron los
resultados, en ambos casos se obtuvo un ajuste lineal de pendiente positiva, que mostrd
que el nimero de estructuras ovaricas y el nimero de embriones viables aumentaron con
incrementos en los niveles de la hormona antimulleriana.a tasas de 6,28% Yy 3,54%,

respectivamente.

4. La variable estructuras embrionarias mostré correlaciones con los cuerpos lGteos,
estructuras ovaricas, recuperacion de embriones, embriones degenerados, infertilizados
y viables. Las estructuras ovaricas mostraron correlaciones significativas con los
foliculos anovulatorios y con los cuerpos lGteos, mientras que la recuperacion de
embriones se correlacion6 con las estructuras ovaricas y con el nimero de embriones

viables.



5. Los niveles circulantes minimos de AMH, para hembras Brahman donadoras de
embriones debe ser 300 pg/ml, debido que los resultados revelaron, que esta

correlacionado con el nimero de embriones que se obtienen
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V1. RECOMENDACIONES

1. Usar la medicion sérica de AMH como herramienta previo a la seleccion de hembras
donantes de embriones que seran sometidas a procesos de superovulacién, de acuerdo a
esta investigacion la tendencia a incrementar los valores promedios de foliculos
pequefios, grandes y totales, a medida que aumentaron los niveles de la hormona

antimulleriana.

2. Para la seleccion de hembras se deben preferir las que se encuentren entre el rango de >
300 pg/ml, y 756 pg/ml, ya que a partir de este punto ocurre un descenso en la poblacion
de foliculos, ademas se debe tener en cuenta la edad de los animales ya que a medida

que avanza la edad su poblacidn folicular disminuye.

3. La seleccion de hembras bovinas de raza Brahman donadoras de embriones debe
realizarse sobre animales relativamente jovenes con niveles séricos de hormona
antimiilleriana superior a 300 pg/ml, debido que el nimero de estructuras ovaricas v el
namero de embriones viables revelaron mayores valores en los niveles méas altos de
AMH
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VIII. ANEXOS

Anexo 1. Resumen descriptivo de las variables niveles de hormona antimulleriana
(pg/ml), nimero de foliculos, tamaiio del cuerpo liiteo (mm) y tamaiio de ovarios

(cm) de hembras bovinas raza Brahman.

Terc P Prueba F
Desv. Coef. de
) _ Median Primer er ~__ Shapiro- Prueba
Variable N Media ) estand variacio )
a cuartil cuart Wilks de

) ar n

il Bartlett
AMH 60 297,25 250,65 197, 310,4 1856 62,46  0,038* 3,18*
(pg/ml) 4 )
Foliculos
pequefios 60 20,68 18,50 13 27 10,24 4950 0,091ns 1,28ns
(ud)
Foliculos 1420 1300 11 18 516 3629 0055ns 176 ns
grandes (ud)
Foliculos 0 2108 3400 24 42 1389 3983 0170ns 1.21ns
Totales (ud)
Cuerpo 1 1366 1380 12 15 330 2414 0179ns 2.64ns
luteo (mm)
Ovario
derecho 59 282 280 24 31 046 16,44 0,095ns 0,91ns
(cm)
Ovario

izquierdo 59 2,79 2,72 225 337 064 2310 0,085ns 1,48ns
(cm)




Anexo 2. Resumen del andlisis de varianza para las variables niumero de foliculos;
tamanio del cuerpo Iateo (mm) y tamafio de ovarios (cm), para la dinamica

folicular de hembras bovinas raza Brahman.

Cuadrados Medios

Numero de foliculos Tamafio Tamafio ovarios (cm)
Fuente de Gl
o cuerpo
variacion ] )
Pequefios Grandes Totales liteo  Derecho lzquierdo
(mm)
Categoria 1 110,08ns 2,61ns 143,97ns 21,92ns 0,15ns  0,07ns
Rango AMH 2 1572,29** 99,94* 892,49 ** 2536ns 0,64ns  0,32ns
Categoria*
2 72,12ns 20,03ns 16,94ns 6,15ns 0,02ns  0,05ns
Rango AMH
“Error 54 13348 2301 7160 950 | 0204 0440

Coeficiente de
23,18 23,62 28,64 15,80 11,18 16,64

variacion (%)

Gl=Grados de libertad; *Significativo (p < 0,05); **Altamente significativo (p <0,01); ns=

no significativo.
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Anexo 3. Resumen descriptivo de las variables niveles de hormona antimulleriana
(pg/ml), nimero de estructuras embrionarias, nimero de embriones
viables, degenerados e infertilizados, niUmero de cuerpos luteos, foliculos

anovulatorios, estructuras ovaricas y tasa de recuperacion de embriones.

Prime Terce P Prueba
] ) Desv. ]
. Medi Median r r ~ Coef.de Shapiro- F Prueba
Variable n ) estanda )
a a cuarti cuarti /ariacion  Wilks e Bartlett

r
I I

AMH (pg/ml) 21 27;’1 251,9 1935 3143 11:’9 43,43 0,3725ns 1,825ns
Estructuras

embrionarias 21 9,43 8 6 11 6,71 71,19 0,0432* 0,536 ns
(ud)

Embriones

viables (ud)

Embriones

degenerados 21 1,81 0 0 1 4,49 248,14 0,0801ns 0,574 ns
(ud)

Embriones

infertilizados 21 3,81 1 0 5 531 139,3 0,0741ns 1,203 ns
(ud)

Cuerpos

21 3,81 3 1 5 3,63 9523 0,1146ns 2,585ns

) 21 11,76 11 8 15 594 5051 0,0486* 6,450 *
luteos (ud)

Foliculos
anovulatorios 21 5,05 4 2 5 5,18 102,65 0,0001** 8,968 *
(ud)
Estructuras

) 21 16,81 15 12 20 6,23 37,09 0,0299* 1,412ns
ovaricas (ud)
Recuperacion

] 21 74,43 90,91 53,33 100 31,3 42,05 0,0001** 2,227ns
embriones (%)
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Anexo 4. Resumen del analisis de varianza para las variables cuerpos lateos, foliculos

anovulatorios y estructuras ovaricas en hembras Brahman.

Cuadrados Medios

o Grados de
Fuente de variacion ] Cuerpos  Foliculos &  Estructuras
libertad ] ) .
luteos &  anovulatorios  ovaricas &

Categorias 1 2,457* 1,099 0,558
Rango AMH 2 0,766 1,711 2,010**
Categoria * Rango

2 0,384 0,581 0,058
AMH
Error 15 0,571 0,732 0,312

Coeficiente de
o 31,31 11,96 19,97
variacion (%)

& = Datos transformados (X+1)%°. *Significativo (p < 0,05); **Altamente significativo
(p=0,01);
ns= no significativo.

Anexo 5. Resumen del andlisis de varianza para las variables estructuras embrionarias,
embriones viables, degenerados e Infertilizados, y tasa de recuperacion

embriones en la raza Brahman.

Cuadrados Medios

Fuente de Embriones & Tasa de

o Gl Estructuras & B

variacion ) ) ) . recuperacion
embrionarias  Viables Degenerados Infertilizados .

embriones &&

Categorias 1 1,855 0,492 0,159 3,524 29,304
Rango AMH 2 1,616 4,417 0,062 0,655 1160,026
Categoria *

0,955 0,302 0,352 0,143 543,859
Rango AMH
Error 15 0,960 0,192 1,020 1,258 691,857

Coeficiente de
18,55 17,71 12,17 38,49 7,32
variacion (%)

& = Datos transformados (X+1)%°. && = Datos transformados ArcSeno(X).
*Significativo (p < 0,05); **Altamente significativo (p < 0,01); ns= no significativo.
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Anexo 6. Protocolo de superovulacion para donantes (Vaquillas).

Dia  Fecha Hora Tratamiento
Folltropin  Observacion
0 Miércoles 6:00hs D.I1.B 0,5 gr+2,5mg BE+ 50
21-3-18 mg P4
4  Domingo 6:00hs FSH 30mg 1,5ml
25-3-18  18:00hs FSH 30mg 1,5ml
5 Lunes  6:00hs FSH 20mg 1ml
26-3-18  18:00hs FSH 20mg 1ml
6 Martes  6:00hs FSH 20mg + PGF 2ml 1ml
27-3-18  18:00hs FSH 20mg+ RETIRO D.1.B 1ml
+ PGF-2ml
7 Miércoles 6:00hs FSH 10mg 0,5 ml
28-3-18  18:00hs FSH 10mg 0,5 ml
8 Jueves  6:00hs Celoe LA
29-3-18  18:00hs  I.A GnRH 100 pg
gonadorelin 2ml
9  Viernes 6:00hs LA
30-3-18
15  Jueves  6:00hs Colecta de embriones

5-4-18
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Anexo 7. Protocolo de superovulacion para donadoras (Vacas)

Dia  Fecha Hora Tratamiento
Folltropin  Observacion
0  Miércoles 6:00hs D.1.B 0,5 gr+2,5mg BE+ 50
21-3-18 mg P4
4  Domingo 6:00hs FSH 50mg 2,5ml
25-3-18  18:00hs FSH 50mg 2,5ml
5 Lunes  6:00hs FSH 40mg 2ml
26-3-18  18:00hs FSH 40mg 2ml
6 Martes  6:00hs FSH 20mg + PGF 2ml 1mil
27-3-18  18:00hs FSH 20mg + RETIRO 1ml
D.I.B + PGF-2ml
7 Miércoles 6:00hs FSH 10mg 0,5 ml
28-3-18  18:00hs FSH 10mg 0,5 ml
8 Jueves  6:00hs GnRH 100 pg gonadorelin
29-3-18 2ml
18:00hs LA
9 Viernes  6:00hs LA
30-3-18

15 Jueves 6:00hs
5-4-18

Colecta de embriones

Anexo 8. Embriones bovinos: desarrollo embrionario y calidad 1 - 5

Cacle Day: 7
Stege Code- >

=
Cycle Dax: 7
Stages Code: 1

Ounlers Code- =

Tycle Dav: 7
Storxc CTodo 4+
Qunlity Tode: 3

Cvele Dax- 7
Stage Code 3
Oualwy Code- 35

Fuente: (Stringfellow y Seidel, 2000) IETS

70




Anexo 9. Embriones bovinos: Desarrollo embrionario y calidad 5 -9

Cycle Day 7.5
StTage Code: 5
Quahsy Ceode: 1

Cycle Day:- 7.5
Stage Code. 6
Quality Code: 1

Fuente: (Stringfellow y Seidel, 2000) (IETS)
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