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Resumen:

En el experimento se ejecutaron dos ensayos, el primero evalud la aparicion de
la nueva onda folicular posterior a una dosis de 2 mg de benzoato de estradiol
(BE) mas implante de progesterona (CIDR® Progesterona activa 10%, 1,9 g) y
150 pg prostaglandina (PGF2a), en 8 vaquillas de raza Holstein mestiza con alto
y bajo recuento de foliculos antrales (RFA). Cada 24h se evalu6 ecograficamente
el desarrollo del foliculo dominante (FD) y el dia de la aparicion de la nueva onda
folicular, ademas, se valoré los niveles séricos de hormona Anti-mulleriana
(AMH). En el ensayo dos se uso la informacion del primero, respecto al dia de
reinicio de onda folicular, y se valoré el efecto del protocolo sobre el nUmero de
foliculos antrales entre 4 y 8 mm observados el dia de la aspiracion folicular
guiada por ultrasonografia u Ovum pick up (OPU), asi como el numero y calidad
de COC’s en donadoras de alto y bajo RFA. Los animales fueron tratamiento
(con BE) y testigo (sin BE) en un momento determinado, organizandose en
tratamiento T1=Alto RFA con BE; T2=Alto RFA sin BE; T3=Bajo RFA con BE y
T4=Bajo RFA sin BE. La combinacion de Be + P4 provoco el reinicio de la onda
folicular en todas las vaquillas a los 3,8 + 0,25 dias. El porcentaje de recuperacion
de COC’s del T1 (81,2 + 4,64) fue mayor en comparacion con T2 (65,1 + 5,99);
T3 (60,3 £ 59) y T4 (58,6 + 10,23). La cantidad de COC’s aptos para la
produccién de embriones in vitro (PIVE) en T1 fue mayor en comparacién con
T2, T3 y T4 (P<0,05). Se concluye que el tratamiento T1=Alto RFA con BE
permiti6 obtener mayor cantidad y calidad de COC’s recuperados en las

sesiones de OPU.

Palabras clave: Onda folicular. Vaconas. Hormona Anti-mulleriana.
Sincronizacion
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Abstract:

In the experiment two assays were executed, the first one evaluated the
appearance of the new follicular wave after a 2 mg dose of estradiol benzoate
(EB) plus progesterone implant (CIDR® Active Progesterone 10%, 1,9 g) and 150
pg prostaglandin, in 8 Holstein mixed breed heifers with high and low antral follicle
recount (AFC). Every 24h were evaluated by ultrasound the development of the
dominant follicle (DF) and the appearance day of the new follicular wave, besides,
serum levels of Anti-mullerian Hormone (AMH) were assessed. In the assay two
the information of the first one was used, regarding the restart day of the follicular
wave, and the protocol effect was assessed on the antral follicles number
between 4 and 8 mm observed on the Ovum pick up (OPU) day, as well as, the
number and quality of COC’s in donors with high and low AFC. The animals were
treatment (with EB) and control (without EB) at a certain time, organizing in
treatment T1= High AFC with EB; T2= High AFC without EB; T3=Low AFC with
EB and T4= Low AFC without EB. The EB + P4 combination produced the restart
of the follicular wave in all heifers at 3, 8 + 0,25 days. The COC’s recovery
percentage of T1 (81, 2 + 4, 64) was higher compared to T2 (65,1 + 5,99); T3
(60,3 = 5,9) and T4 (58,6 £ 10,23). The amount of COC’s suitable for the
production of in vitro embryos (PIVE) in T1 was higher compared to T2, T3y T4
(P<0, 05). It is concluded that treatment T1= High AFC with EB allowed to obtain
higher quantity and quality of COC’s recovered in the OPU sessions.

Keywords: Follicular wave. Heifers. Anti-mullerian Hormone. Synchronization
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ABREVIATURAS UTILIZADAS

OPU= Ovum pick up

BE= Benzoato de estradiol

COC’s= Complejo cumulus ovocito
P4= Progesterona

PGF2a= Prostaglandina F2a

RFA= Recuento de foliculos antrales
AMH= Hormona Anti-mulleriana
CL= Cuerpo lateo

FD= Foliculo dominante

PIVE= Produccién de embriones in vitro
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1. INTRODUCCION.

En los Ultimos afios las biotecnologias reproductivas asociadas al ganado
vacuno, como la produccion de embriones in vitro (PIVE) han mostrado
progresos significativos (Ferré et al., 2020); es asi que a inicios del siglo la
aspiracion folicular guiada por ultrasonografia u Ovum pick up (OPU por sus
siglas en inglés) ha sido una herramienta que ha permitido la recuperacion de

ovocitos in vivo en vacas donantes para la PIVE (Chaubal et al., 2006).

Esta biotécnica reproductiva es empleada en animales en diferentes estados
fisiologicos (hembras posparto y gestantes hasta 3 meses), en vacas con
trastornos reproductivos (quistes foliculares, oclusidon del cérvix, etc.) y vaquillas
pre-puberes (Kjelland et al., 2020). A pesar de los grandes avances en la
combinacion de OPU-PIVE, el porcentaje de embriones transferibles en los
ultimos treinta afios no ha superado el 35-40% de efectividad (Lonergan & Fair,
2016). Es asi, que varios estudios se han centrado en buscar estrategias que

permitan mejorar y optimizar la PIVE bovina en programas a gran escala.

Una de estas estrategias se encuentra direccionada a la evaluacién de la
variabilidad individual que presentan las donadoras en cuanto al nimero de
foliculos antrales disponibles el momento de la OPU, ya que esta condicién
influye sobre la disponibilidad de COC’s a ser aspirados por esta biotecnologia
(Ireland et al., 2011). Por lo tanto, seleccionar en forma adecuada donadoras con
un alto recuento de foliculos antrales (RFA) previo a la aplicaciéon de la técnica
de OPU es fundamental (Ginther, 2016).

En la actualidad la ecografia transrectal es la técnica utilizada para identificar y
seleccionar donantes con un alto RFA en el marco de programas de
reproduccion asistida en bovino (Singh et al., 2004). Sin embargo, es una técnica
gue requiere equipos costosos e instalaciones adecuadas que faciliten la
valoracion cuidadosa de las imagenes obtenidas (Perry & Cushman, 2016),
ademas, es necesario realizar varias exploraciones ecograficas durante el ciclo
estral para determinar con exactitud el RFA (Ginther, 2016), lo que implica un

manejo complicado de los animales, y segun la caracteristicas de manejo de
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nuestras ganaderias, a veces imposible realizar ecografias seriadas para
determinar el RFA (Requelme & Bonifaz, 2012).

Una alternativa a la técnica de ultrasonografia que ha resultado muy eficaz es la
cuantificacion de la hormona Anti-mulleriana (AMH, del inglés Anti-mullerian
Hormone), glicoproteina de 140 kDa, de la familia del factor de crecimiento
transformante B (TGFB), producida especificamente por las células de la
granulosa de foliculos pequefios, en crecimiento (Monniaux et al., 2010). Se ha
demostrado que esta hormona tiene una relacion directa con el RFA en vacas
Bos indicus (Silva et al., 2014) y Bos taurus (Souza et al., 2015), asi como en
animales criadas en el trépico bajo y mantenidos en condiciones de produccion
intensiva (Sakaguchi et al., 2019), lamentablemente, no se ha encontrado

informacion publicada sobre esta relacion.

Otros factores como el tamafio del foliculo dominante, la fase de la onda folicular
en la cual se realiza la OPU, la categoria zootécnica del animal y el grupo
genético (Sartori et al., 2001; Neglia et al., 2003) influyen en la baja cantidad y
calidad de ovocito obtenidos por OPU, debido a que mas del 85% de los foliculos
aspirados presentan algun grado de atresia (Hendriksen et al., 2000). Ademas,
la presencia del cuerpo lateo (CL) durante la OPU reduce el espacio para el
desarrollo de los foliculos y complica la aspiracion folicular guiada por

ultrasonografia (Salverson et al., 2002).

Para evitar esta gran heterogeneidad de los foliculos aspirados, se busca realizar
la sesion de OPU en un momento determinado del ciclo estral, mediante la
aplicacion de diversos protocolos de sincronizacion del reinicio de la onda
folicular (Ayala et al., 2020).

Una alternativa en paises en los cuales esta permitido el uso del benzoato de
estradiol (BE), es la utilizacion de esta hormona combinado con progesterona
para provocar la atresia del foliculo dominante y la aparicion de una nueva onda
folicular en promedio 3,2 dias pos aplicacién del protocolo (Ayala et al., 2020),

ademas, es un tratamiento barato y de facil uso en campo.
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Sin embargo, hay poca informacion del uso de estas hormonas como factor de
reinicio de la onda folicular previo a las sesiones de OPU, que determinan que la
aplicacion de BE permite obtener mayor numero de embriones trasferibles
comparado con los protocolos de reinicio de la onda convencionales (Hidaka et
al., 2018), ademas, estos autores recomiendan continuar con los estudios sobre
la aplicacion de esta hormona previo a la OPU para obtener datos mas
contundentes. Otro inconveniente que puede afectar los resultados obtenidos
durante las sesiones de la OPU es la presencia del cuerpo lUteo, estructura
altamente vascularizada (Argudo et al., 2020), que al ser atravesada por la aguja
de puncién muchas veces tapona la via de aspiracion, de alli que se considera
interesante el aplicar prostaglandina, hormona luteolitica que genera la lisis del
cuerpo luteo en 24 horas en promedio.
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2. OBJETIVOS.

a. Objetivo General

Evaluar un protocolo hormonal como factor de reinicio de la onda folicular previo
a la aspiracion folicular guiada por ultrasonografia en donadoras con alto y bajo

recuento de foliculos antrales, sobre la cantidad y calidad de COC’s recuperados
b. Objetivos Especificos

= Seleccionar vaquillas de alto y bajo recuento de foliculos antrales
mediante la medicidn de los niveles séricos de hormona Anti-mdlleriana
(AMH).

= Evaluar la aparicion de una nueva onda folicular post aplicacion del

protocolo hormonal (benzoato de estradiol + progesterona)

= Valorar el efecto del benzoato de estradiol mas progesterona sobre la
cantidad y calidad de COC’s recuperados en donadoras con alto y bajo
RFA.

c. Hipotesis

La administracién de un protocolo hormonal basado en benzoato de estradiol
mas progesterona antes de la aspiracion folicular guiada por ultrasonografia
mejora la cantidad y calidad de COC’s recuperados en vaconas Holstein

mestizas
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3. REVISION DE LITERATURA
3.1. Aparato reproductor de la hembra bovina.

El aparato reproductor de la hembra esta constituido por 6rganos internos
(vestibulo, vagina, cérvix, Utero, oviducto, ovarios) y 6rganos externos (labios
vulvares y clitoris), posicionados pelvi-abdominal a excepcién de la vulva
(Avila, 2006). También, existen estructuras anatdbmicas como la vejiga y el
recto que sirven de guia para posicionar las estructuras del aparato

reproductor.

Figura 1. Aparato reproductor de la hembra bovina.

Fuente: (Inatec, 2016).
3.1.1. Vulva

Es la apertura externa del aparato reproductor de la hembra bovina. Esta
conformado por los labios vulvares derecho e izquierdo, los cuales miden
aproximadamente 12 cm de longitud (Sanchez, 2014). La vulva alberga en su
comisura ventral el clitoris, que es el homologo femenino del pene, el cual esta
conformado de cuerpos cavernosos muy bien irrigados e inervados (Inatec,
2016).
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1.2. Vestibulo

El vestibulo es un area pequefia en la vaca que se origina en la abertura
uretral y termina caudalmente para mezclarse con los labios de la vulva
(Hopper, 2015).

3.1.3. Vagina

Esté& ubicada en la cavidad pelviana horizontalmente y paralela al recto, por
encima de la vejiga (Porras, 2009). ElI tamafio de la vagina es
aproximadamente de 25 centimetros, dependiendo del desarrollo corporal y
el estado reproductivo de la hembra. Las paredes de la vagina son elasticas y
segregan una sustancia lubricante durante el parto y en los periodos de celo
o calor. La vagina esté localizada dentro de la cavidad pélvica, entre la vulva

y el cuello del utero (Gonzalez, 2016)

3.1.4. Cérvix

3

3

Conocida también como cuello uterino mide de 8 a 10 cm, forma parte del
Gtero y es una estructura cilindrica con bordes internos en forma de anillos
(generalmente son tres) tomando la apariencia de un esfinter (Sanchez,
2014). Este disefio le facilita la proteccion hermética del utero del medio
ambiente exterior. Durante el celo, la musculatura lisa del cérvix se relaja bajo

la influencia de estrogenos (Kelly, 2014).

.1.5. Utero

Ubicado en la cavidad abdominal, 6rgano bicornual consta de un cuerpo y dos
cuernos (derecho e izquierdo); los cuales conectan al oviducto con el cérvix
(Porras, 2009). Su interior esta recubierto por tres capas musculares:
endometrio, miometrio y adventicia, de su interior a su capa mas externa,
respectivamente (Inatec, 2016). La funcion principal del Gtero es proveer el

ambiente optimo para el desarrollo fetal.

.1.6. Oviductos
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Estructura tubular que conecta el Gtero con el ovario, cuya funcion es la
captacion del ovocito y brindar el entorno para la fertilizacion de este (Porras,
2009). Conformado por tres segmentos: istmo, ampula o ampolla e
infundibulo, esta ultima rodea al ovario. Su forma de embudo recepta al
ovocito después de la ovulacion, sirve de reservorio de espermas habiles y es

el sitio donde ocurre la fecundacion (Kelly, 2014).

3.1.7. Ovarios

Organos reproductores primarios con funcién dual, que producen ovocitos y
hormonas sexuales (estrogeno, progesterona, entre otros); su tamafio y forma
varian de acuerdo con la edad (Inatec, 2016). Producen ovocitos en etapas
prenatales, los cuales son responsables de su maduracion y del crecimiento
folicular, las células de la teca y de la granulosa producen estrégenos y
progestagenos a partir de la molécula de colesterol, las cuales son esenciales
para el desarrollo folicular, la expresion de la conducta sexual, accion luteinica
y el mantenimiento de la gestacion. El ovario esta compuesto por médula
(parte interna) y corteza (parte externa), recubierta por la tanica albuginea,
bajo esta capa se encuentra el parénquima que lo componen los foliculos
ovaricos compuestos por células de la teca y granulosa los cuales rodean al
ovocito, estan localizados en la cavidad abdominal unido al peritoneo de
revestimiento.

Asimismo, la presencia de foliculos o cuerpo lateo (CL) en el ovario depende
de la etapa del ciclo estral en el que se encuentre el animal (Porras, 2009).
Usualmente se pueden encontrar varios foliculos en cada ovario que varian
de tamafio, siendo estos la unidad estructural y funcional de los ovarios, cuyo
interior contienen liquido donde se hallan los ovocitos en desarrollo (Kelly,
2014).

Al nacimiento, el ovario de una ternera tiene en promedio 150.000 foliculos
primordiales en estado de reposo, los cuales permanecen estables hasta
cerca del cuarto afio de vida cuando comienzan a descender. De éstos
algunos crecen y unicamente el 0,05% alcanzan el estado preovulatorio (Pefia
et al., 2007).
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El CL surge sobre el sitio de la ovulacién, donde anteriormente ocupaba el
foliculo dominante. Puede ser palpado después del quinto dia del ciclo como
una estructura redonda y firme, en forma de corona, la cual sobresale del
ovario (Porras, 2009). Secreta progesterona que inactiva la actividad sexual y
prepara al Utero para permitir la implantacion del embrion y de mantener la

gestacion (Rippe, 2009).

,/
Foliculo secundario
o vesicular
Foliculos
primarios
i.. ;:/’ ® )

Foliculo Cuerpo Cuerpo Foliculo
primordial albicans luteo roto

Figura 2. Desarrollo folicular

Fuente: (Inatec, 2016).
3.2. Dinamicafolicular

La dinamica folicular tiene como finalidad el desarrollo de un foliculo
preovulatorio, a través de un proceso de crecimiento y regresion de los
foliculos antrales (Colazo & Kastelic, 2014). En el ganado bovino el ciclo estral
esta compuesto por una, dos o tres ondas foliculares, aunque algunos autores
hablan de hasta cuatro ondas, la primera onda folicular se presenta el dia de
la ovulacion o también conocido como el dia 0, que consiste en una cohorte
de foliculos antrales que tienen un diametro de 3 a 6 mm, en el cual solo uno

de ellos sera el dominante mientras que los demas seran los subordinados y
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sufriran un proceso de atresia, la segunda oleada de foliculos en vacas de dos
ondas se presenta al dia 10, las de tres ondas entre los dias 8 a 9 y en aquellas
vacas de cuatro ondas se presenta entre los dias 15 a 16 (Salinas, 2011).

Goodman & Hodgen (1983), propusieron que para describir el desarrollo de
los foliculos antrales se deben presentar dentro una onda folicular las fases
de reclutamiento, seleccion, dominancia. Sin embargo, a la fecha se conoce
que una onda de crecimiento folicular estd compuesta de cuatro etapas:

reclutamiento, seleccion, desviacion y dominancia (Del Valle, 2008).

Reclutamiento: Es el desarrollo de una nueva cohorte o grupo de foliculos
gue comienzan a madurar bajo la influencia de gonadotropinas, también se
dice que un foliculo antral se encuentra en la fase de reclutamiento cuando
tiene un didmetro de 2 a 4 mm y después de varios dias (2 a 4 dias) llegara a
6 a 9 mm (Rippe, 2009).

Seleccion: En esta fase un foliculo (6 a 9 mm) es elegido para llegar a ser
dominante y el resto de foliculos sufriran un proceso de atresia, situacion que
se atribuye a la disminucion de la FSH por parte del foliculo dominante

actuando sobre los subordinados (Palma, 2008).

Desviacion: Esta fase ocurre cuando se inicia la diferencia en el crecimiento
de los dos foliculos méas grandes de una cohorte. Es a partir de este momento
que el foliculo dominante y el primer foliculo subordinado divergen

gradualmente en diametro (Del Valle, 2008).

Dominancia: El foliculo dominante alcanza un didmetro de mayor o igual a
10mm (Del Valle, 2008) y genera un efecto de inhibiciéon para que no se forme
una nueva cohorte de foliculos, con la ovulacion o atresia de este foliculo se
genera un segundo pico de FSH permitiendo asi el inicio de una nueva onda
folicular (Rippe, 2009).

Atresia: Se presentara solo en aquellos foliculos no ovulatorios y en el foliculo
dominante que no llega a ovular por un efecto de bloqueo de la progesterona
(Palma, 2008).

3.3.  Recuento de foliculos por ultrasonografia
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La presencia de varios foliculos (entre 5 a 40) de 3-5 mm de diametro indica
la emergencia de una nueva onda folicular. La ovulacién se confirma por la
desaparicion de un gran foliculo (210 mm), o se presume que ha ocurrido Si
hay un pequefio CL y por lo general una ausencia de foliculos grandes (Colazo
& Kastelic, 2014).

El nimero de foliculos antrales es una caracteristica variable en el ovario
bovino, pero existe una alta repetibilidad en el recuento folicular en el mismo
individuo. Se evalla mediante ultrasonografia y no varia de forma
independiente debido a la estacién, numero de ondas foliculares por ciclo
estral o el estado de lactancia. Un recuento de foliculos antrales (RFA) bajo
(< 15 foliculos) se ha asociado con varios aspectos negativos de la fertilidad,
como ovarios pequefios y una pequefia cantidad de foliculos y ovocitos
morfolégicamente sanos en el ovario, rendimiento reproductivo deficiente al
final de la temporada de reproduccién, capacidad de respuesta reducida al
tratamiento de superovulacion y una pequefia proporcién de embriones
transferibles, concentraciones bajas de progesterona circulante y hormona

Anti-mulleriana y reduccion del grosor del endometrio (Amaro et al., 2020).
3.4. Hormona Anti-mulleriana (AMH)

La AMH es una glicoproteina producida por las células de la granulosa de los
foliculos ovaricos en crecimiento y sus receptores se expresan en las células
de los ovocitos, la granulosa y la teca. Sus funciones son: la inhibicién del
crecimiento folicular primordial de la reserva ovérica, evitando su agotamiento
prematuro y la modulacion del desarrollo folicular.

La AMH se correlaciona con el tamafio de la reserva ovérica, puede usarse
para predecir la fertilidad, longevidad reproductiva (Alcivar & Arteaga, 2019).
Se ha identificado esta hormona como un importante marcador de la
respuesta endocrina a la superovulacion y la produccion de embriones in vitro
en bovinos (Baruselli et al., 2015).

Asi, la relacion entre el recuento de foliculos antrales (RFA), niveles de

hormona Anti-mulleriana, el rendimiento reproductivo y la eficiencia de las

Walter Xavier Ordoéfiez Parra, Padl Fernando Chiza Espinoza. Pagina 27



UNIVERSIDAD DE CUENCA

biotecnologias reproductivas en bovinos ha sido objeto de numerosos
estudios (Sakaguchi et al., 2019)

3.5. Seleccién de donadoras mediante determinacion de hormona
Anti-malleriana (AMH).

Se ha encontrado que en los rumiantes la concentracion de hormona Anti-
mdilleriana disminuye marcadamente cuando incrementa el tamafio del
foliculo, teniendo grandes concentraciones de AMH en foliculos entre 3-7 mm
y bajas concentraciones en foliculos >7 mm de diametro (Mossa et al., 2017).
Para determinar la concentracion sérica de hormona Anti-mulleriana, la
técnica de ELISA tipo sandwich es la de mayor utilidad; esta técnica utiliza dos
anticuerpos reactivos con diferentes epitopes del antigeno que se pretende
determinar (Abbas et al., 2012).

Para realizar la técnica se prepara la superficie del pocillo una cantidad
conocida del anticuerpo para identificar el antigeno buscado. Luego se agrega
un anticuerpo especifico primario que cumple la funciéon de “emparedar” el
antigeno. Se agrega anticuerpos secundarios ligados a enzimas para que se
unan al anticuerpo primario. Posterior a esto se realiza un lavado para eliminar
el anticuerpo-enzima conjugado sin consolidar. Finalmente se agrega el
sustrato que se convierte en un color que se puede cuantificar (Gan & Patel,
2013).

3.6. Protocolos de sincronizacion del ciclo estral para Ovum Pick Up
(OPU)

El ndmero de foliculos disponibles para la aspiracion folicular presenta
grandes variaciones dependiendo de la fase del crecimiento folicular, siendo
el inicio de la onda el momento més favorable para la recuperacion. Es por
esto que los protocolos permitan sincronizar la onda folicular de modo que se
pueda realizar la aspiracion al inicio de esta, como son el empleo de
frecuencias de aspiracibn mas corta y pre estimulacion hormonal usando
benzoato de estradiol y progesterona inyectables, que son sujeto a la

investigacion de Solis et al. (2012) donde obtuvieron COC’s aptos para la
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fecundacion in vitro, pero no encontraron diferencias significativas para
namero de foliculos aspirados, numero de COC’s obtenidos y calidad de
COC’s recuperados, independientemente del método de sincronizacién de la
onda folicular utilizado (puncion folicular o sincronizacion hormonal).

Actualmente, la OPU es un procedimiento estandarizado que permite la
obtencion de ovocitos en cualquier momento del ciclo estral. Sin embargo, con
el objetivo de aumentar las tasas de recuperacion y calidad embrionaria, ha
sido necesario la modificacion de protocolos hormonales a fin de obtener
grupos ovocitarios mas homogéneos y de mejor calidad. La mayoria de los
protocolos apuntan a sincronizar la emergencia de la onda folicular y a
estimular el final del crecimiento folicular y tal vez inclusive favorecer la

maduracion de los ovocitos (Vasquez, 2016).
3.6.1. Benzoato de estradiol y progesterona

El estradiol o uno de sus ésteres se han utilizado con éxito para sincronizar la
apariciéon de ondas foliculares (S& Filho et al., 2011). El tratamiento con
estradiol exdégeno durante la fase lGtea induce la atresia del foliculo
dominante, muy probablemente al suprimir la LH y la FSH (B6 & Mapletoft,
2014; Romero et al., 2014). Todos estos sucesos bioldgicos, inducen la

emergencia de una onda folicular sincrénica (B6 & Mapletoft, 2014).

El uso de estrogenos y progestagenos para controlar el desarrollo folicular se
basa en el potente efecto de la combinacion de estos esteroides sobre las
gonadotrofinas (Chaubal et al., 2006). El protocolo mas utilizado, consiste en
administrar 2 mg de BE por via intramuscular en el momento de la insercién
del dispositivo intravaginal con P4 (dia 0), para sincronizar el desarrollo

folicular (Gimenes et al., 2008).

Los estrégenos exdgenos como el BE administrados cuando existen altos
niveles de progesterona inducen la regresion de un posible cuerpo lateo en
formacion y la atresia del foliculo dominante, dado que son potentes agentes

luteolitico en los primeros dias del ciclo (Romero et al., 2014).

3.6.2. Prostaglandina F2 alfa
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La PGF2a es luteolitica natural en el ganado; la lutedlisis comienza 4-6 dias
antes de la ovulacion, el cuerpo Iliteo maduro posee un circuito de
retroalimentacion positiva que involucra oxitocina lutea y factor de necrosis
tumoral que provoca la liberacion endometrial de PGF2a y sostiene el proceso
de lutedlisis. Existe un claro equilibrio de causa y efecto entre el efecto
luteotrofico de los pulsos de LH enddgena y el efecto luteolitico de los pulsos
de PGF2aq; los pulsos repetidos de PGF2a del utero superan finalmente los
efectos rescatantes de la LH para completar la lutedlisis (Hopper, 2015).

La capacidad de la PGF2a para inducir la regresion lutea esta influenciada por
la etapa del ciclo estral en el momento de la inyeccion. Los animales de ciclo
temprano (dias 5-9) responden menos a PGF2 alfa que los animales de ciclo
tardio (dias 13-17) mientras que los animales de ciclo medio (dias 10-12)
tienen una respuesta intermedia (Salverson et al., 2002).

Se ha propuesto una rapida disminucion del flujo sanguineo luteo como una
de las principales acciones luteoliticas de la PGF2a. En la vaca, el aumento
de la liberacion uterina de PGF2a observado en los dias 17-18 del ciclo normal
se ha asociado con la lutedlisis. Una inyeccion de una dosis luteolitica de
PGF2a analogo a la vaca en la etapa media del ciclo estral aumenta la
produccién intralitea de sustancias vasoactivas como la endotelina-1 vy
angiotensina ll, los cuales juegan un papel importante en la cascada luteolitica
(Acosta et al., 2002).

3.7. Ovum Pick Up (OPU)

Es un procedimiento no invasivo por el cual se recolectan ovocitos de foliculos
antrales en animales vivos. Es una técnica muy utilizada en vacas adultas de
varios estados fisiolégicos: ciclicas, no ciclicas, durante el primer tercio de la
gestacion, los que no responden a estimulos hormonales y nuliparas con un
adecuado peso corporal. La recoleccién de ovocitos de animales vivos permite
incrementar el nUmero de embriones potenciales y de terneros producidos por
donadora al afo, ademéas permite la disminucion del intervalo generacional

que incrementa la eficiencia productiva (Pelaez, 2011).
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La optimizacion de OPU estd basado en la frecuencia de muestreo,
recoleccion de una a dos veces por semana mejor0 significativamente el
namero de ovocitos recolectados, ya sea en animales estimulados con eCG
antes PMSG o en animales no estimulados. Dando como resultado un
aumento en la frecuencia de las ondas foliculares o deteccion del ciclo estral,

la maduracion del foliculo y la ovulacién (Boni, 2012)
3.8. Evaluacion delos COC’s

No todos los ovocitos recolectados por OPU de donantes son adecuados para
su procesamiento en un sistema in vitro. El estado reproductivo del donante,
el tamafio y la edad de los foliculos individuales y la técnica OPU pueden
afectar el tipo y la calidad de los ovocitos que se recuperan. En aplicaciones
comerciales de FIV, los ovocitos generalmente se clasifican en uno de cuatro
tipos, de los cuales solo los tipos | y Il tienen una posibilidad realista de
convertirse en embriones (Hasler, 2007).

El fundamento de la evaluacién morfologica se basa en la observacion de las
caracteristicas visibles de los ovocitos mediante el uso de un estereoscopio,
considerando la compactacion y cantidad de las células del cumulus, la
homogeneidad del citoplasma y la integridad de la zona pelucida (Leibfried &
First, 1979).

La clasificacibn morfol6gica determina que existe 4 categorias de COC’s: A=
ovocito de apariencia compacta, con >4 capas de células del cumulus,
citoplasma granular uniforme y transparente; B= ovocito con 1 a 3 capas de
células del cumulus que cubren la zona pellcida, con citoplasma opaco, total
o parcialmente homogéneo y finamente granulado; C= ovocitos totalmente
denudados, y/o citoplasma con zonas oscuras irregulares y D= ovocitos
deformados con células de la granulosa que cubren parcial o totalmente la
zona pelacida o completamente expandidos con cumulus disperso y
descolorido (Samaniego et al., 2017).

Otra forma de clasificar a los ovocitos de acuerdo con su calidad se basa en
la evaluacion de su diametro. Se sabe que la capacidad del ovocito bovino

para reanudar y completar la meiosis in vitro esta relacionada con su tamafio.
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Los ovocitos menores de 110 um de didmetro tienen una capacidad reducida
para reanudar la meiosis (Lechniak et al., 2002). Los ovocitos pequefios por
lo tanto tienden a seguir un camino anormal de la maduracion meidtica, lo que
resulta en trastornos en el proceso de maduracién y como consecuencia un
potencial de desarrollo reducido de los embriones derivados de pequefios

ovocitos (Majerus et al., 1995).

APTOS (TIPO Ay B)

NO APTOS (Tipo Ccy D)

Figura 3. Clasificacion morfolégica de los COC'’s

Fuente: (Hasler, 2007)
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4. MATERIALES Y METODOS
4.1. Materiales

4.1.1. Materiales bioldgicos

e Vagquillas Holstein mestizas
e Muestras de sangre

e Complejos cumulus ovocitos (COC’s)

4.1.2. Materiales quimicos

e Benzoato de estradiol (Gonadiol®; Zoetis, Quito, Ecuador)

e Prostaglandina (Sincromic, Pera Vet, Lima Peru)

e Dispositivo intravaginal de liberacion de progesterona (CIDR®
Progesterona activa 10%, 1,9 g, Zoetis, Quito, Ecuador)

e Gel lubricante

e Alcohol 70%

e Kit de Elisa Bovine AMH ELISA. AL-114 (Ansh Labs. Webster. Texas.
USA)

e Heparina (Heparina sodica 25,000 Ul/5ml)

e Medio de recoleccién PBS (VIGRO® Complete Flush)

e Lidocaina (Roxicaina® 2%)

e Xilacina (Dormi-XYL® 2)

e Ringer Lactato 1000ml|

4.1.3. Materiales de campo

e BD vacutainer — soporte para agujas

e Agujas vacutainer (20 G x 1,5mm)

e Tubos vacutainer 3k EDTA 4 ml

e Cooler

e Jeringasdel, 3,5, 10, 20 ml.

e Agujas desechables 18G y 20G (NIPRO)

e Tubos Falcon™ 50 ml

e Equipo de ultrasonido ALOKA® ProSound2 Vet
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e Transductor lineal

e Transductor sectorial

e Porta sonda de ultrasonido

e Bomba de Aspiracion (BV 003D, WTA®, Brasil)

e Sistema de Guia de Aguja con aguja larga desechable 18G y 20 G
e Set de mangueras

e Dispositivo para insertar los implantes de progesterona
e Guantes de inspeccion y chequeo ginecoldgico.

e Recipientes de lavado

e Torundas de alcohol

e Sustancias Jabonosas

e Toallas humedas desechables

e Overol y botas

e Registros y plantillas de campo

4.1.4. Materiales de laboratorio

e Micropipetas

e Puntas de pipetas autométicas
e Capilares

e Pipetas automaticas

e Placas Petri cuadriculadas
e [Estéreo microscopio

e Filtro celular de 100 um

e Tubos can 1ml

e Tubos Falcon ™ 50 ml

e Bafo Maria

e Platina de calefaccion

e Gradilla de laboratorio

e Lector de placas de ELISA
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4.2. Métodos y técnicas empleadas

4.2.1. Area de estudio

La investigacion se llevd a cabo en la Granja experimental “Nero”, de la
Universidad de Cuenca, ubicada en la provincia del Azuay, canton Cuenca,
Parroquia Bafos, sector Nero (2°57'32.4"S 79°06'13.2"W), que se encuentra a
una altitud de entre 2500 y 3100 m.s.n.m. con una temperatura promedio de 7 -
8 °C y una precipitacion pluvial que varia de 500-1000 milimetros (mm) anuales.

Figura 4. Mapa satelital, ubicacion geografica Granja Experimental “NERO” de

la Facultad de Ciencias Agropecuarias de la Universidad de Cuenca

Fuente: Google Maps, 2021
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4.2.2. Disefio experimental

Para el estudio fueron seleccionadas un total de 8 vaquillas de raza Holstein
mestizas, criadas en la granja experimental de Nero, perteneciente a la
Universidad de Cuenca, ubicada sobre los 2.500 msnm, en sistemas pastoriles

controlados. Estos animales fueron seleccionados en base a dos criterios:

a) En primera instancia se determiné el nimero de foliculos antrales >2mm
existentes en los dos ovarios en un momento desconocido del ciclo estral,
de acuerdo a lo descrito por Ayala et al. (2019). Con esta metodologia se
clasificaron en grupo 1=animales con >25 foliculos antrales (Alto RFA;
n=4) y en grupo 2 animales con <15 foliculos antrales (Bajo RFA; n=4).

b) Una vez realizado los grupos anteriores, el dia del reinicio de la nueva
onda folicular se tomaron muestras de sangre y se determind la
concentracion plasmatica de hormona Anti-miulleriana (grupo 1= >350
pg/mi=Alto RFA y grupo 2= < 170 pg/ml=Bajo RFA)

Estas 8 vaquillas en conjunto presentaron una edad media de 21,9 + 0,85 meses,
peso de 399,9 + 33,58 kg, condicién corporal promedio 2,75 + 0,09, en una
escala de 1-5 segun lo descrito por Amaro et al. (2020). Los animales fueron

diagnosticadas sanos (sin problemas reproductivos y con ciclicidad manifiesta).

Las vaquillas de alto RFA (grupo 1; n=4) y las de bajo RFA (grupo 2; n=4),
presentaron valores medios de edad de 22,5 + 1,5y 21,3 £ 0,95 meses; peso
medio de 441,0 + 58,51 y 358,8 + 26,92 y CC 28 + 0,13 y 2,6 + 0,13
respectivamente, valores similares sin diferencia estadistica entre los grupos
(P>0,05).

Todos los animales fueron alimentados con una mezcla forrajera de kikuyo
(Pennisetum clandestinum), ray gras inglés (Lolium perenne) e italiano (Lolium
multiflorum) y suplementado con concentrado a razon de 2,5 Kg/animal (Anexo
1), mas 100g/animal de sales minerales (Anexo 2), 30 dias antes de iniciar con
el experimento los animales fueron desparasitados, vitaminados y mineralizados

segun lo que indica el (Anexo 3).
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4.2.3. Determinacion de variables en el experimento 1

Protocolo de sincronizacién de la onda folicular:

Para generar el reinicio de una nueva onda folicular el dia O se aplico 150 pg de
PGF2a (Sincromic, Perl Vet, Lima Peru) via IM; un dispositivo intravaginal de
liberacién lenta de progesterona (CIDR® Progesterona activa 10%, 1,9 g, Zoetis,
Quito, Ecuador) + 2 mg de benzoato de estradiol (Gonadiol®; Zoetis, Quito,
Ecuador), el implante fue retirado el dia que se produjo la aparicion de la nueva
cohorte de foliculos <4mm (Fig.5).

BE+PG
CIDR
I | |
o 1 2 3 4 5
\ J
[
Us

Figura 5. Protocolo de valoracién de reinicio de la nueva onda folicular. BE=
benzoato de estradiol (2 mg dia 0) + aplicaciéon de 150 ug de prostaglandina
(Sincromic) y un dispositivo intravaginal de liberacion lenta de progesterona
(CIDR Progesterona activa 10%, 1,9 g)

Determinacion de los niveles de la hormona Anti-mulleriana (AMH):

A las 8 vaquillas previamente seleccionadas se les tom6 muestras de sangre
(4ml) por venopuncioén de la arteria 0 vena coccigea en tubos al vacio con acido
etilendiaminotetraacético (EDTA) (sistema vacutainer, Becton Dickinson,
Meylan, Francia), en el dia de reinicio de la nueva cohorte de foliculos antrales
(dia 4 del protocolo de sincronizacion de la onda folicular, Figura 5).

Las muestras fueron colocadas inmediatamente en refrigeracion dentro de un
recipiente (cooler) con hielo seco, luego llevadas al laboratorio y centrifugadas a
3.000 rpm durante 20 min. El sobrenadante (0,25 cc) fue colocado en tubos

eppendorf y congelado a -20°C hasta el dia analisis.
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La hormona se evalu6 mediante el kit Bovine AMH Elisa AL-114 (Ansh Labs.

Webster. Texas. USA), los resultados se expresan en pg/ml.

Evaluacion del comportamiento del foliculo dominante y del cuerpo luteo:

Desde el dia 0, cada 24h hasta el dia 5 del protocolo se realiz6 ecografia
transrectal con un equipo de ecografia (ALOKA® ProSound2 Vet), provisto de
una sonda lineal, con una frecuencia de 7,5 MHz, basado en la técnica descrita
por Ayala et al. (2019), quienes mencionan que se debe valorar los ovarios
derecho e izquierdo en ese orden, manteniendo la secuencia dorsal-ventral,
lateral-medial, para determinar la ubicacion del foliculo dominante (FD) y el
cuerpo luteo en uno de los dos ovarios. Una vez ubicadas estas estructuras se
tomaron las medidas (ancho x largo dividido para dos) para determinar el tamafio

diario.
Determinacion del dia de aparicion de la nueva onda folicular:

Esto se realizdé en forma retrospectiva al finalizar el monitoreo de la dindmica
folicular descrita en el protocolo (Fig. 5). Para esto se consideré como dia de
reinicio de onda folicular, cuando una nueva corte de foliculos antrales <4mm

fueron observados por ecografia.

4.2.4. Determinacién de variables experimento 2

Grupos experimentales:

Los grupos fueron organizados en base al numero de foliculos antrales (RFA) y
los niveles de AMH.
» Gl=vaquillas con alto RFA, n=4, con una media de 28,8 + 1,38 foliculos y
una concentracion 435,4 + 38,15 pg/ml de AMH.
» G2=vaquillas con Bajo RFA, n=4, con una media de 11,8+1,11 foliculos y
una concentracion 145,3+20,59 pg/ml de AMH

Cada uno de los 4 animales de estos dos grupos experimentales (G1 y G2)
recibieron alternadamente: Benzoato de estradiol 2 mg adicional al dispositivo
intravaginal (CIDR Progesterona activa 10%, 1,9 g) y a la prostaglandina
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(tratamiento) y, ademas, sirvieron como testigos (testigo), quedando organizado

finalmente 4 grupos de trabajo:

» Tl=vaquillas con alto RFA, que recibieron BE
= T2=vaquillas con alto RFA, sin BE (testigo)
» T3=vaquillas con bajo RFA, que recibieron BE

» T4=vaquillas con bajo RFA, sin BE (testigo), descrito en la tabla 1

Tabla 1. Protocolo de evaluacién del efecto del Benzoato de estradiol (BE) en

los animales de alto y bajo recuento de foliculos antrales (RFA).

Vacona 1l Vacona 2 Vacona 3 Vacona 4 Vacona 1 Vacona 2 Vacona 3 Vacona 4

lera sesion OPU BE (T1)  Testigo (T2) BE (T1) Testigo (T2) ----

Intervalo 15 dias

DR — | | |

intervalo 15 dias

3era sesion OPU BE (T1)  Testigo (T2) BE (T1) Testigo (T2) ----

intervalo 15 dias

T T T—— |

Protocolo parala OPU

De acuerdo a lo descrito en la tabla 1, las vaquillas recibieron sus respectivos
tratamientos el dia 0 y seis dias después se realizé la sesién de OPU. A cada
animal se realizaron cuatro sesiones de OPU, estas recibieron en dos sesiones

BE y en dos sesiones fueron testigos (Detalle Tabla 1).
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T1=BE; RFA Alto
T2=Test; RFA Alto
T3=BE; RFA Bajo
T4=Test; RFA Bajo

CIDR

0 1 2 3 4 5 6
ROF OPU

Figura 6. Protocolo de sesiones de OPU en los grupos de alto y bajo recuento
de foliculos antrales tratamiento (RFA): Todos los grupos (T1; T2; T3y T4) el dia
0 recibieron: PGF2o0= 150 pg prostaglandina (Sincromic), un dispositivo
intravaginal (CIDR. Progesterona activa 10%, 1,9 g) de progesterona y
adicionalmente se les administré BE= 2 mg benzoato de estradiol (Tratamiento)
0 pasaban a ser testigos (test). ROF=dia de reinicio de onda folicular. OPU=dia
de sesion de OPU.

Preparacion de las vaconas para las sesiones de OPU:

Previo a las sesiones de OPU, las vaconas fueron inmovilizadas en la manga,
luego se realiz6 el vaciado del recto y se efectud la desinfeccion de la zona
perianal. A continuacion, se ejecuto el bloqueo via epidural con una mezcla de
0,02 mg/kg de Xilacina al 2% (Dormi-Xyl®2) y 0,3 mg/kg de lidocaina al 2%
(Roxicaina® 2%). Esta mezcla fue aplicada via epidural en el espacio

intervertebral (Ultima sacra y la primera coccigea).

Valoracion de los foliculos disponibles en cada sesion de OPU:

Para la valoracion de los foliculos antrales con medidas entre 4-8 mm,
observados el dia de la OPU (dia 6) se utiliz6 un ecégrafo ALOKA® ProSound2
Vet, equipado con un transductor sectorial de 5 MHz. Una vez visualizado los
ovarios derecho e izquierdo, se procedio a realizar un barrido craneo-ventral y
latero-medial con el fin de cuantificar todos los foliculos con tamafio entre 4-8
mm, este valor fue considerado como el nimero de foliculos disponibles para la
OPU.
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Proceso de aspiracion folicular

Se utilizd un ecégrafo ALOKA® ProSound2 Vet que contenia una guia de
puncion, esta guia conté con una aguja desechable 1,2x75 mmy un set de tubos;
conectados a una bomba de vacio (BV 003D, WTA®, Brasil) con una fuerza de
aspiracion constante de 60 a 70 mm Hg a una temperatura de 37 °C.

Una vez que el equipo de OPU estuvo preparado y configurado, el casquete que
contenia la sonda sectorial y la guia de puncion se ingreso por via vaginal y se
procedio aspirar los foliculos >4 y <8 mm, uno a la vez. El medio que se uso para
la recoleccién de ovocitos fue PBS (Phosphate Buffered Saline, Sigma, P-4417)

suplementado con heparina (2,2 U.l/ml).

Evaluacion de la cantidad y calidad de los COC’s:

El material obtenido fue inmediatamente llevado al laboratorio en un tubo Falcon
de 50 ml con medio de recoleccién (PBS+heparina) a una temperatura de 37 °C,
una vez en el laboratorio se procedié a depurar el material con la ayuda de un
filtro celular de 100 um acompafiado de PBS previamente calentado a 37°C,
luego los COC’s fueron transferidos a una placa Petri cuadriculada de 95 mm.
Mediante el estereomicroscopio se realizo la clasificacibn morfologica de los
COC's teniendo en cuenta los criterios de evaluaciéon de Ayala et al. 2020,

quienes consideran aptos para la PIVE a los COC’s (Ay B) y no aptos a los (C
y D)

4.2.5. Andlisis estadistico

Los datos fueron tabulados en Excel y el andlisis estadistico se realizé mediante
el programa estadistico SPSS® version 25. La normalidad de los datos fue
evaluada mediante la prueba de Shapiro—Wilk. La variable reinicio de onda
folicular se analizo con la prueba de T de Student. El analisis de los tratamientos
1 (vaquillas con Alto RFA, que recibieron BE), 2 (vaquillas con Alto RFA, que
recibieron no BE), 3 (vaquillas con Bajo RFA, que recibieron BE), y 4 (vaquillas
con Bajo RFA, que no recibieron BE), fue ejecutado mediante un ANOVA y la

comparacion de medias en base a la prueba de Tukey al 5%.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION
5.1. Resultados del objetivo 1

5.1.1. Dia de reinicio de la onda folicular:

La combinacion de progestagenos y estradiol permiten la sincronizacion de la
onda folicular en un promedio de 4,2 + 0,2 dias en vacas de leche (Bo et al.,
2002). Esto debido a que el estradiol administrado luego de la aplicacion de un
dispositivo liberador de progesterona suprime el desarrollo del foliculo antral
dominante, por accion sistémica que implica la supresion de FSH (Bo et al.,
1994); sin embargo, una vez que el estradiol se metaboliza la FSH aumenta en

la circulacion y surge una nueva onda folicular (Bo et al., 2000)

En el presente estudio se determino reinicio de la onda folicular en todas las 8
vaconas Holstein mestizas a los 3,8 + 0,25 dias (Fig. 7: grupo general). Y al
valorar este reinicio de onda folicular en los grupos 1 (animales con Alto RFA=
3,8 £0,48 d) y grupo 2 (animales con Bajo RFA= 3,8+0,25 d) se observo valores

similares sin diferencia estadistica entre los dos grupos (P>0,05).

P>0.05
< 67
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General Alto Bajo

Figura 7. Valores medios y error estandar del dia de reinicio de la onda folicular
en el grupo de alto (n= 4) y bajo (n= 4) recuento de foliculos antrales; asi como

en forma general (n= 8). Prueba de T de Student al 5%.
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Estos resultados obtenidos son concordantes con los descritos por Ayala et al.,
(2020), en vaconas Holstein mestizas quienes describieron reinicio de onda a los
3,2 £ 0,2 dias al usar 2 mg de benzoato de estradiol mas un implante liberador
de progesterona el dia de inicio del protocolo. En vaconas de carne (Nelore), se
encuentra descrito que luego de la aplicacion de 5 mg de benzoato de estradiol
mas un implante auricular liberador de progesterona se presenta reinicio de onda
folicular entre 4 a 5 dias posteriores al inicio del protocolo (Bo et al., 1994). Sin
embargo, en un trabajo reciente se determiné que las vaquillas de genotipo
Nelore presentaron reinicio de onda folicular a los 5,1 + 0,4 dias (Silva et al.,
2021), esta diferencia en el promedio de dias de reinicio de la onda folicular del
ultimo estudio y el nuestro estaria ligado a la raza y al sistema de manejo de los

animales valorados.

5.1.2. Comportamiento del foliculo dominante y el cuerpo luteo post-
protocolo de reinicio de onda folicular:

Mediante evaluacion ecografica transrectal se determiné que el foliculo
dominante (FD), en las primeras 24 horas increment6 su tamafio en promedio
0,28 mm para luego disminuir 1,56 mm a dia 2; 1,76 mm (dia 3) hasta perder su
funcionalidad en el dia 4 con una disminucién de 0,59 mm y dar paso al
reclutamiento de una nueva cohorte de foliculos <4 mm (Fig. 8). Este patron de
comportamiento del FD es similar al descrito por Ayala et al., (2020), quienes
observaron un incremento inicial del FD en 0,22 mm para luego disminuir su
tamafio. Ademas, se encuentra descrito que la combinaciéon de estradiol mas
progesterona permite una accion de atresia folicular mas efectiva (Bo et al.,
2000).

En esta investigacion, se aplicé una dosis de prostaglandina junto al BE y al
implante (dia 0), con la finalidad de reducir el tamafio o la presencia del CL
durante las sesiones de OPU. Se observé que el cuerpo lateo disminuy6 3,42
mm en las siguientes 24 horas pos tratamiento (Fig. 8). Esta estrategia se tomo
en base a la funcién luteolitica de la prostaglandina; ademas, de las experiencias
personales de técnicos que describen que la presencia del CL durante la

aspiracion folicular requiere mayor cuidado y atencion por parte del técnico que
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la realiza, ya que esta estructura puede dificultar la manipulacion de los ovarios
y el acceso a los foliculos a aspirar, pudiendo producirse sangrado durante el

procedimiento (Seneda et al., 2020).
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Figura 8. Valores promedios del tamafio del foliculo dominante (Panel 1) y del
cuerpo luteo (Panel 2), en los dias de valoracion del protocolo (DO=dia de inicio;
D1= dia 1; D2=dia 2; D3=dia 3; D4=dia 4), hasta el dia de reinicio de la nueva

onda folicular, en las 8 vaquillas en estudio.
5.2. Resultados del objetivo 2

En el presente estudio se observé una media de 12,8 + 0,80 foliculos entre 4-8
mm en forma general en todas las vaquillas en estudio en el dia de la OPU (Tabla
2). Con un porcentaje de recuperacion de COC’ s/sesiéon del 67,2% (8,6 + 0,81
foliculos), y de estos el 63,8% fueron clasificados como aptos para la produccién
de embriones in vitro (PIVE). Este porcentaje de recuperacion de COC’s (63,3%)
fue similar al descrito en vaquillas Criollas en sistema de manejo similares a las
del presente trabajo (Ayala et al., 2018). Sin embargo, se encuentran por debajo
del porcentaje de recuperacion descrito para vaquillas de raza mestiza cruce
entre Simmental y Nelore (Ramos et al., 2010), o el porcentaje de recuperacion

(78,4%) determinado para vacas negras japonesas (Hidaka et al., 2018).
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Tabla 2. Valores medios y error estandar de foliculos aspirados, complejos

cumulus ovocitos (COC’s) recuperados del total de sesiones de OPU realizadas.

n X DE Minimo Maximo
Foliculos aspirados (n) 32 12,8 4,552 5 20
COC's recuperados (n) 32 8,6 4,50 2 20
% de recuperacion 32 67,2
COC’s Aptos (n) 32 55 3,65 0 14
% de COC’s aptos 32 63,8
COC’s no aptos (n) 32 3,1 2,32 0 9
% de COC’s no aptos 32 359

N=nUmero de sesiones. X= media de las variables. DE= desviacion estandar.
COC’s= complejos cumulos ovocitos.

5.2.1. Valores medios del niumero de foliculos antrales con medidas entre
4-8mm presentes en los cuatro tratamientos:

Al analizar los valores promedios del nimero de foliculos con tamafios entre 4-8
mm presentes en las sesiones de OPU en las vaquillas de T1 (17,3 £ 0,53
foliculos); T2 (16,4 + 0,18 foliculos); asi como los animales de T3 (9,8 £ 0,92
foliculos) y T4 (8,0 £ 0,93 foliculos), se observo que los animales con alto RFA
(T1y T2) presentaron el doble de foliculos entre 4-8 mm en dia de la aspiracion
ecoguiada o ovum pick up (OPU), en relacién a los de bajo RFA (T3y T4; P<0,05;
Fig. 9). Este resultado guarda concordancia con lo descrito en vaquillas cruce
entre Simmental y Nelore en el cual se determiné que el promedio de foliculos
observados en la OPU en el grupo testigo (15,9 + 0,7 foliculos) fue similar al del
grupo que recibié BE (17,5 + 0,7 foliculos) al aspirar una vez por semana, lo cual
indica que la aplicacion de BE no influye en el numero de foliculos disponibles
en el proceso de aspiracion ecoguiada (Ramos et al., 2010), sino mas bien esta
hormona permite la aparicion de una nueva onda folicular (Bo et al., 2000) en un

tiempo determinado (en el estudio en 3,75 dias en promedio).

En los animales con alto RFA que recibieron o no BE los resultados fueron
similares en cuanto al numero de COC’s observados durante las sesiones de
OPU, por consiguiente, esta claro que el BE no influyo sobre la cantidad de
COC's disponibles en el momento de la OPU, ya que esta hormona combinada

con la progesterona produce atresia del foliculo dominante y la aparicién de una
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nueva onda folicular (B6 & Mapletoft, 2014) con un determinado numero de

foliculos que es particularidad individual de cada animal (Mossa et al., 2017).
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Figura 9. Valores medios de los foliculos antrales con medidas entre 4 y 8mm,

presentes el dia de la sesion de OPU en cada uno de los tratamientos:

Tl=vaconas con alto recuento de foliculos antrales con BE (BE_Alta).
T2=vaconas con alto recuento de foliculos antrales, sin BE (Test Alta).
T3=vaconas con bajo recuento de foliculos antrales con BE (BE_Bajo).
T4=vaconas con bajo recuento de foliculos antrales, sin BE (Test_Bajo). Prueba

de Tukey al 5%. *= diferencia estadistica entre grupos (P<0,05).

El grupo que mas COC’s recupero fue T1 (14,2 £ 1,19 COC’s) comparado con
las vaquillas de T3 (6,1 + 0,61 COC’s) y T4 (4,4 £ 0,63 COC’s). Sin embargo,
cuando comparamos con los animales de T2 la diferencia fue menor (9,8 £ 1,0
COC’s) pero significativa estadisticamente (P<0,05; Fig. 10).

El hecho de que se obtengan mas COC’s de los animales con alto RFA contra
los de bajo RFA es l6gico ya que la disponibilidad de foliculos entre 4-8 mm es
el doble en los animales de RFA alto (Fig. 9), esto se relaciona al hecho de que

se produce reinicio de onda folicular, y la aspiracion de los foliculos se puede
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realizar en un momento determinado del ciclo estral (48 horas posteriores al
reinicio en fase de seleccion), lo cual permite tener un grupo de foliculos mas
homogéneos para la aspiracion folicular ecoguiada y esto esta relacionado con

una mejor cantidad y calidad de ovocitos recuperados (Seneda et al., 2001).
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Figura 10. Valores medios del total de complejos cumulus ovocitos recuperados
(COC’s) en las sesiones de OPU en cada uno de los tratamientos: T1=vaconas
con alto recuento de foliculos antrales con BE (BE_Alta). T2=vaconas con alto
recuento de foliculos antrales, sin BE (Test_Alta). T3=vaconas con bajo recuento
de foliculos antrales con BE (BE_Bajo). T4=vaconas con bajo recuento de
foliculos antrales, sin BE (Test_Bajo). Prueba de Tukey al 5%. abc= diferencia

estadistica entre grupos (P<0,05).

Al analizar el porcentaje de recuperacién que se obtuvo en los cuatro grupos en
estudio se establece que las vaquillas de alto RFA que recibieron BE presentaron
mayor porcentaje de recuperacion (81,2 £ 4,64) en comparacion con los otros
tres grupos BE_baja (65,1 + 5,99); Test Alta (60,3 £ 5,9); Test baja (58,6 +
10,23) Figura 11.

El porcentaje de recuperacion del tratamiento 1 fue superior a trabajos donde los
animales recibieron sesiones de OPU una vez por semana como el determinado

por Chaubal et al. (2007), quienes establecen un porcentaje del 58,9% de
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recuperacion, o el realizado por Ramos et al. (2010), en vaquillas con valores del

79,9% de recuperacion.
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Figura 11. Valores medios del total de complejos cumulus ovocitos recuperados
(COC’s) en las sesiones de OPU (en cada uno de los tratamientos: T1=vaconas
con alto recuento de foliculos antrales con BE (BE_Alta). T2=vaconas con alto
recuento de foliculos antrales, sin BE (Test_Alta). T3=vaconas con bajo recuento
de foliculos antrales con BE (BE_Bajo). T4=vaconas con bajo recuento de
foliculos antrales, sin BE (Test_Bajo). Prueba de Tukey al 5%. abc= diferencia

estadistica entre grupos (P<0,05).

En base a los resultados de la cantidad de foliculos disponibles al momento de
la OPU y la cantidad de COC’s recuperados podemos aseverar que los animales
con alto RFA que recibieron BE (T1) posibilitan un mayor porcentaje de
recuperacion de COC’s, lo cual permitirhd contar con una mayor cantidad de

material genético para la PIVE.

5.2.2. Valoracion de la calidad de los ovocitos recuperados

Tres de cada cuatro COC’s recuperados en los grupos que recibieron BE (T1y
T3) fueron aptos para la PIVE y en los grupos que no recibieron BE (T2 y T4)
solo dos de cada cuatro fueron aptos para la PIVE (Tabla 3). Ademas, la cantidad
de COC’s aptos para la PIVE en T1 fue mayor comparado con los tratamientos
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T2, 3y 4 (P<0,05). De estos los COC’s de tipo A y B del tratamiento 1 fueron el
doble de los obtenidos en los otros tres grupos en estudio (Tabla 3).

Tabla 3. Valores medios y error estandar de los complejos cumulus ovocitos

(COC’s) aspirados, recuperados y cada uno de los tipos de COC’s obtenidos.

BE_Alta Testigo Alta BE_baja Testigo_Baja

(T1) (12) (T3) (T4)
Total COC’s 14,2+1,19a 9,8+1,00b 6,1+0,61c 4,4+0,63c
COC'’s aptos 10,1+0,77a 4,9+1,20b 4,4+0,68b 2,7+0,73b
% de recuperacion aptos 71,1a 50,0b 72,1a 61,4b
COC’s Tipo A 5,6+0,75a 2,0£0,78b 2,3£0,45b 1,4+0,46b
COC’s Tipo B 4,5+1,00a 2,9+0,74ab  2,1+0,58ab 1,4+0,42b
COC’s no aptos 4+0,70ab 5,0+0,87a 1,8+0,53b 1,6+0,49b
% de recuperacion no aptos 28,9 50,0 27,9 38,6
COC’s Tipo C 1,3+0,37ab 2,9+0,69a 0,840,25b 0,5£0,19b
COC’s Tipo D 2,840,552  2,1+0,39%ab 1,0+0,38b  1,1+0,40ab

Tl=vaconas con alto recuento de foliculos antrales con BE (BE_Alta).
T2=vaconas con alto recuento de foliculos antrales, sin BE (Test Alta).
T3=vaconas con bajo recuento de foliculos antrales con BE (BE_Bajo).
T4=vaconas con bajo recuento de foliculos antrales, sin BE (Test_Bajo). Prueba

de Tukey al 5%. abc= diferencia estadistica entre grupos (P<0,05).

En trabajos que se utilizaron BE para sincronizar la onda folicular previo a la
sesion de OPU se obtuvieron porcentajes de COC’s aptos para la PIVE del 60%
(Cavalieri et al., 2018), o del 70,29% (Ramos et al., 2010), valores que son

similares a los obtenidos en el presente trabajo
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6. CONCLUSIONES

El punto de corte de la hormona Anti-mulleriana para considerar que una vacona
de raza Holstein mestizas presente menos de 15 foliculos antrales en sus ovarios
el dia de reinicio de la onda folicular fue de <170 pg/ml y para vaconas con un
RFA >25 foliculos la concentracion de la AMH debe ser >350 pg/ml

El reinicio de la onda folicular inducida por un protocolo a base de benzoato de
estradiol, progesterona y prostaglandina en vacas Holstein mestizas, bajo

sistema de pastoreo fue de 3,75 dias.

Sin embargo, el namero de foliculos antrales presentes en el momento del
reinicio de la onda folicular no se ve influenciado por la aplicacion del BE en
animales con alto RFA.
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8. ANEXOS

Anexo 1. Composicion del alimento concentrado

Cada 1000 g contiene
Ingrediente Cantidad
Tamo de avena 381¢g
Tamo de trigo 286 g
Maiz molido 286 ¢
Soya 48 g
Melaza

Anexo 2. Composicion de la sal mineral

Cada 100 g contiene como minimo
Componente Cantidad
Fosforo 29
Calcio 14 g
Magnesio 0.100 g

Zinc 0.160 g
Yodo 0.020 g
Cobalto 0.001g
Potasio 0.001 g
Manganeso 0.002 g
Cobre 0.200 g
Azufre 0.100 g
Sodio 14 g

Walter Xavier Ordoéfiez Parra, Padl Fernando Chiza Espinoza.
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Cloro 17 g
Hierro 0.100 g
Selenio 0.0002 g
Metionina Trazas
Lisina Trazas
Zinc Organico Trazas
Fitasa Trazas

Anexo 3. Productos (Desparasitantes, vitaminas y minerales)

Producto Principio Nombre Dosis Administracién
activo comercial
Desparasitante | Fenbendazol Parafen 5 mg/kg PV V.0
Vitaminas Vitamina Lavetec 5 ml/animal .M
AD,E AD3E
Minerales Yodo Livanal 10ml /animal .M

Anexo 4. Animales de estudio separados en su respectivo potrero
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Anexo 5. Plantilla para seguimiento de reinicio de onda folicular

el UNIVERSIDAD DE CUENCA Y
g; FACULTAD DE CIENCIAS AGROPECUARIAS Iy
ww‘utﬂ_l:w‘ CARRERA DE MEDICINA VETERINARIA Y ZOOTECNIA \\ o M/

“Efecto de un protocolo hormonal aplicado previo a la aspiracion folicular guiada por ultrasonografia sobre la calidad y cantidad de ovocitos en
donadoras con alto y bajo recuento de foliculos antrales”

AUTORES: Paiil Chiza y Xavier Ordoriez DIRECTOR: Luis Ayala, PhD.
PLANTILLA PARA SEGUIMIENTO REINICIO DE ONDA FOLICULAR

el ] HORA:

TECNICO A CARGO:| [ TRATAMIENTO

oD Ol
Grupos de foliculos Tamafio |Tamafio Grupos de foliculos Tamafio Tamafio
Dia <4mm 4-8mm >8mm | F_mayor CL Dia <4mm | 4-8mm >8mm F_mayor CL

vlslwlvlek|o
vlslw|nlk|o

Anexo 6. Plantilla de registro para aspiracién folicular (OPU)

e UNIVERSIDAD DE CUENCA
égj FACULTAD DE CIENCIAS AGROPECUARIAS
"' CARRERA DE MEDICINA VETERINARIA Y ZOOTECNIA

“Efecto de un protocolo hormonal aplicado previo a la aspiracién folicular guiada por ultrasonografia sobre la calidad
y cantidad de ovocitos en donadoras con alto y bajo recuento de foliculos antrales”

AUTORES: Pail Chizay Xavier Ordoniez DIRECTOR: Luis Ayala, PhD.
REGISTRO PARA ASPIRACION FOLICULAR (OPU)

DOCTOR A CARGO: | | TRATAMIENTO: ]
REPETICION: L 1

IDENTIFICACION N° DE FOLICULOS >4mm ASPIRADOS
DONANTES OBSERVACIONES
N°| ARETE | EDAD | PESO | O. DERECHO |O.IZQUIERDO |TOTAL
1
2
3
4
TOTAL
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Anexo 7. Plantilla para clasificacion de COC’S

e SN “‘wﬂ‘m,*
- UNIVERSIDAD DE CUENCA 7o
FACULTAD DE CIENCIAS AGROPECUARIAS ¢ 5
w-@-.r_s_n/n,-i CARRERA DE MEDICINA VETERINARIA Y ZOOTECNIA W

“Efecto de un protocolo hormonal aplicado previo a la aspiracién folicular guiada por ultrasonografia sobre la calidad y cantidad
de ovocitos en donadoras con alto y bajo recuento de foliculos antrales”

AUTORES: Paiil Chiza y Xavier Ordoriez DIRECTOR: Luis Ayala, PhD.
PLANTILLA PARA CLASIFICACION DE COC’s

TECNICO A CARGO:l REPETICION:

N° N° DE FOLICULOS 4-8mm CLASIFICACION COC's
TRATAMIENTO ’ Aptos No Aptos OBSERVACIONES
< Vaquilla ASPIRADOS TOTAL TOTAL
A B C D
TOTAL TOTAL

Anexo 8. Materiales y equipos empleados

Equipo de ultrasonido ALOKA® ProSound2 Vet
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Estereomicroscopio Nikon SMZ 745
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Filtro celular de 100 m
Anexo 9. Procedimiento para seguimiento de reinicio de onda folicular

1. Colocacion del dispositivo intravaginal de liberacion de progesterona
CIDR® Progesterona activa 10%, 1,9 g.

2. Aplicacion de benzoato de estradiol (Gonadiol®) y Prostaglandina

(Sincromic)

3. Chequeo ecografico para seguimiento de reinicio de onda folicular
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4. Retiro del dispositivo intravaginal de liberacion de progesterona CIDR®

Progesterona activa 10%, 1,9 g.

Anexo 10. Procedimiento para Ovum pick-up

1. Vaciado del contenido rectal y limpieza de la regién perineal
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ALl WAL

2. Bloqueo epidural

Aplicacién de Lidocaina (Roxicaina® 2%) + Xilacina (Dormi-XYL® 2)

3. Visualizaciéon de los foliculos
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4. Aspiracion Folicular

Anexo 10. Procedimiento a nivel de laboratorio

1. Filtrado
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