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RESUMEN

El objetivo de esta investigacion fue evaluar el efecto de la aplicacién de bajas
dosis de progesterona (Ps4) de larga accion, en los dias inmediatos a la
inseminacion artificial (IA), sobre el funcionamiento y morfologia del cuerpo
luteo (CL) y el porcentaje de concepcion temprana. Se realiz6 en la granja
Irquis - Universidad de Cuenca, en 28 vaconas, entre 30 a 40 meses de edad,
condicioén corporal (CC) 2,5 a 3, clinicamente sanas, alimentadas al pastoreo,
divididas en tres grupos: un control G1 (n1i= 9), y dos grupos experimentales:
G2 (n2=10) 75mg de P4 y G3 (n3=9) 100mg de P4, respectivamente. Se aplicd
PGF2q a intervalos de 14 dias para sincronizar celo, se inseminaron 12 hs post
deteccion del celo y 2 dias post-IA se aplicé P4 (SC). Se midié P4 plasmética
por electroquimioluminiscencia desde dia 0 al 16, el tamafio del CL por
ultrasonografia transrectal (Usx) y porcentaje de concepcion 28 dias post IA.
Se usO un disefio de bloques al azar (DBA), los datos se analizaron en
Software estadistico SPSS version 22.0. Se obtuvo diferencias estadisticas
(P<0,05) en P4 plasmaética en los dias 3, 4 y 5, atribuyendo eficacia para G3.
En la morfologia del CL solo existio diferencias (P<0,05) el dia 2 (inicio)
obteniendo, respectivamente para G3: 15,6+£0,33, G2: 14,4+0,82, G1I1:
12,5+0,18mm. En el porcentaje de concepcién temprana, aunque los valores
fueron altos no se evidenci6 diferencias estadisticas (P>0,05). En conclusion, la
administracion exdgena de bajas dosis de P4 via SC en vaconas del altiplano
ecuatoriano 2 dias post IA no afecta la funcionalidad y morfologia del CL, ni el
porcentaje de concepcion temprana.

Palabras claves: PROGESTERONA, CUERPO LUTEO, CONCEPCION
TEMPRANA, PROSTAGLANDINA.
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ABSTRACT

The objective of this research was to assess the effect of applying progesterone
(P4) of high duration in low doses, in the days immediately following the artificial
insemination (Al), on the function and morphology of the corpus luteum (CL)
and the percentage of early conception. It was held at Irquis farm - University of
Cuenca, on 28 cows, between the ages of 30 to 40 months, the body condition
(BC) was 2.5 to 3, clinically healthy, fed with pasture, they were divided into
three groups: G1 control (n1 = 9), and two experimental groups: G2 (n2 = 10)
75mg of P4 and G3 (n3 = 9) 100mg of P4, respectively. PGF2a was applied in
intervals of 14 days to synchronize rut, they were inseminated 12 hours post
detection of the rut and 2 days post-IA. P4 was applied (SC). Plasma P4 by
sample was measured from day O to 16, the size of the CL by transrectal
ultrasonography (Usx) and percentage of conception 28 days post IA. A design
of blocks at random (DBR) was used, the data was analyzed using SPSS
statistical software version 22.0. Statistical differences were obtained (P< 0.05)
in P4 plasma in 3, 4, and 5 days, attributing efficiency for G3. Only some
differences were found in the morphology of the CL (P<0.05) in day 2 (home)
obtaining respectively, for G3= 15.6+0.33, G2= 14.4+0.82, G1= 12.5+0.18mm.
In the percentage of early conception, although values were high, they did not
show statistical differences (P>0.05). In conclusion, the exogenous
administration of low doses of P4 via SC in cows of the Ecuadorian highlands 2
days post IA does not affect the functionality and morphology of the CL, or the

percentage of early conception.

Keywords: PROGESTERONE, CORPUS LUTEUM, EARLY CONCEPTION,
PROSTAGLANDIN
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CAPITULO I: INTRODUCCION

La supervivencia de embriones después del servicio natural o por inseminacion
artificial (1A) es un factor importante en la fertilidad, y como consecuencia en la
produccion y la eficiencia econdémica en todos los sistemas de produccion de

leche y carne en rumiantes (Diskin et al., 2006).

En el ganado vacuno, aproximadamente el 40% de pérdidas en la concepcion
se estima que ocurre entre 8 a 16 dias de gestacion (Lonergan, 2011).

Ante esta problematica, desde varias décadas se han ido generando
programas de inseminacion artificial a tiempo fijo (IATF) utilizando diferentes
hormonas naturales y sintéticas, combinando las prostaglandinas, los
progestagenos, GnRH y estrogenos con el unico fin de mejorar las tasas de

concepcion, asi como la genética animal.

Los progestagenos son un grupo de hormonas con gran actividad fisioldgica, la
mas importante es la progesterona (P4) producida por el cuerpo lateo (CL) al
inicio de la gestacion y que cumple funciones importantes: inhibicion del
comportamiento sexual, mantenimiento de la prefiez por ausencia de las
contracciones uterinas, promocion del desarrollo glandular en el endometrio y
promueve el desarrollo alveolar de las glandulas mamarias. La hormona
esteroidea P4 desempefia un importante papel en la regulacion materno
embrionaria, es decir sobre el crecimiento y desarrollo del embrion en la prefiez

temprana del ganado (Garrett et al, 1988).

Como la hormona de la prefiez, la progesterona estimula y mantiene las
funciones necesarias para el crecimiento del endometrio producto de la
concepcion, la implantacién, placentacion y desarrollo a término (Spencer et al.,
2002; Spencer et al., 2004). En el ganado vacuno, el establecimiento exitoso de
la gestacion y rapido desarrollo del blastocisto se correlaciona con el aumento

de la progesterona (Spencer et al., 2006).

Las altas concentraciones de P4 circulantes, inmediatamente después de la
concepcion, se han asociado con un aumento en la elongacion del conceptus
(Garrett et al., 1988; Carter et al., 2008), un incremento en la produccién del

Interferon tau (INT<), en etapas mas tempranas que lo que ocurre normalmente

M.V.Z. Sonia Janneth Barros Angulo 13
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(Mann et al., 2001), y una mayor tasa de la prefiez en vacas y ovejas (Ashworth
et al., 1989; Stronge et al., 2005; McNeill et al., 2006).

Est4 claro que la concentracion de P4 plasmético tiene un efecto sobre el
desarrollo del embrién y este efecto es probablemente el resultado de la

expresion génica en los tejidos del atero (Clemente et al., 2009).

Las concentraciones plasmaticas de P4 durante el ciclo previo y posterior a la
inseminaciéon, afectan la tasa de supervivencia de embriones. Una
concentracion muy alta o muy baja de P4 esta asociada negativamente con la

tasa de supervivencia embrionaria (Diskin et al., 2008).

La suplementacion estratégica de P4 se puede usar para aumentar las tasas
de concepcién en el ganado, pero la sincronizacion de la suplementacion en
relacion a la ovulacion, la concentracion de P4 y formulacion del suplemento
que contiene Pas-suplementaria no se ha determinado para el ganado vacuno
(Wiltbank et al., 2012).

Atendiendo a lo anterior en el presente estudio analizamos, ¢ Cudl es el efecto
de la aplicacion de bajas dosis de progesterona de larga acciéon, en los dias
inmediatos a la IA, sobre el funcionamiento y morfologia del CL y el porcentaje

de concepcion temprana de vaconas, en el altiplano ecuatoriano?

Objetivo general:

Evaluar el efecto de la aplicacion de bajas dosis de P4 de larga accion, en los
dias inmediatos a la inseminacion artificial (IA), sobre el funcionamiento y

morfologia del CL y el porcentaje de concepcion temprana.

Objetivos especificos:

1- Determinar en diferentes dias los niveles de P4 plasmatica, luego de la
aplicacion de bajas dosis de P4 de larga accion, después de la IA.

2- Evaluar mediante ultrasonografia la evolucion morfolégica del cuerpo
liteo pos-tratamiento, con la administracién de P4 de larga accion.

3- Determinar el efecto de la aplicacion de 75 o 100 mg de P4 de larga

accion 2 dias después de la IA, sobre el porcentaje de concepcion

M.V.Z. Sonia Janneth Barros Angulo 14
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temprana.

Hipotesis
La administracion exdgena de bajas dosis de progesterona, via subcutanea, en
vaconas del altiplano ecuatoriano, dos dias post inseminacion artificial, no

afecta la funcionalidad ni la morfologia del cuerpo liteo y mejora el porcentaje

de concepcidn temprana.

M.V.Z. Sonia Janneth Barros Angulo 15
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CAPITULO II: REVISION BIBLIOGRAFICA
2.1 Fisiologia del ciclo estral bovino

El inicio de la pubertad depende de la habilidad de las neuronas hipotalamicas
para producir en cantidades adecuadas la hormona liberadora de
gonadotropinas (GnRH), para que inicie y mantenga la gametogénesis. Las
neuronas hipotalamicas deben desarrollar la habilidad de responder a los
estimulos positivos del estradiol antes de que puedan producir suficientes
cantidades de GnRH que induzca la ovulacion. El desarrollo de estas neuronas
esta influenciado por el desarrollo del tamafio del cuerpo, medio ambiente y

conducta social y genética (Rivera, 2009).

Callejas, (2001), indica que cuando la hembra alcanza la pubertad manifiesta
cambios ritmicos en su conducta sexual (receptividad sexual), denominada celo
o0 estro. Los acontecimientos que comienzan en un celo y terminan en el
siguiente, recibe el nombre de ciclo estral. El ciclo estral en la hembra bovina
tiene una duracién promedio de 21 dias, pudiendo presentarse en un rango de
17 y 25 dias, se presenta a lo largo del afio, por lo que se le conoce como

poliéstrica continua.
El ciclo estral se puede dividir en tres fases:

1. Fase Folicular o de regresion del cuerpo luteo (Proestro)
2. Fase Periovulatoria (Estro y Metaestro)

3. Fase Luteal (Diestro)

El ciclo estral de los animales domésticos estd dominado por la presencia de
un cuerpo amarillo o cuerpo luteo funcional cuya persistencia dura alrededor de
las tres cuartas partes del tiempo de duracion del ciclo. Este cuerpo amarillo se
ubica ocupando el mismo espacio dejado, en el ovario, por el dltimo foliculo
ovulado; su desarrollo, se realiza a expensas del remanente de tejido dejado
por el foliculo ovulado. EI maximo desarrollo del cuerpo amarillo se obtiene
alrededor del dia 16 del ciclo estral del bovino y es a partir de este momento

gue comienza su destruccion fisiologica (Rodriguez, 2001).

M.V.Z. Sonia Janneth Barros Angulo 16
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2.1.1 Dinamica folicular y ondas foliculares.

La dindmica folicular ovarica es definida como el proceso continuo de
crecimiento y desarrollo de foliculos antrales, que conlleva al desarrollo del
foliculo pre-ovulatorio. Cada onda de desarrollo folicular involucra cuatro fases
sucesivas: La de reclutamiento, la de seleccion, la de dominancia y atresia (del
Valle, 2008).

En vacas, el desarrollo folicular ocurre en forma de ondas y se observan tanto
en animales jovenes como adultos, en vacas prefladas (excepto durante los
altimos 30 dias de gestacion), durante el postparto y durante el ciclo estral.
Entre 1 y 4 ondas de crecimiento y desarrollo folicular ocurren dentro un ciclo
estral y el foliculo preovulatorio se origina a partir de la Gltima onda (Rippe,
2009).

La dindmica folicular se describe entonces como los procesos biolégicos que
ocurren en el ovario, para conformar un foliculo competente, dominante y
preovulatorio, con el fin de que la hormona luteinizante (LH) pueda inducir la

ovulacién y generar un cuerpo lateo (figura 1) (Lenis et al., 2014).

16
—~14
E Ovulation
E 12
@
® 10/
£
5 8
S 6
4

2 1

ﬁ -: I T T T T

5 10 15 20t
Estrus Day of Cycle Estrus

Figura 1. Esquema del crecimiento folicular y la FSH, para una vaca que tiene
dos ondas foliculares durante un ciclo estral de 21dias.

Fuente: Wiltbank et al., (2002).
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2.1.2 Control enddcrino del ciclo estral bovino.

Lenis et al., (2014), explican que, el sistema nervioso es el encargado de la
regulacion de las funciones reproductivas en la vaca; el tAlamo e hipotalamo
ubicados en el diencéfalo, contienen los ndcleos neuronales que se
especializan en la produccion de neurotransmisores. Estos ndcleos regulan la
sintesis de las hormonas reproductivas producidas en la hipofisis y de alli
viajan hacia los ovarios para estimularlos e iniciar la produccion de hormonas

ovaricas, completandose asi el eje hipotalamo - hipofisis — gonadas.

En el hipotalamo, la GnRH se sintetiza y se libera en la pituitaria. Alli, se
estimula la liberacion de las hormonas FSH y LH en el torrente sanguineo, en
las que distribuyen e influencian varias funciones en el cuerpo. Regulan
procesos que se desarrollan en los ovarios, en los foliculos y CL. Las
estructuras ovéaricas producen los esteroides estrégeno (E2), P4 e Inhibina (Inh)
que son liberadas en la sangre de ahi influencia la GnRH, FSH y LH en la
hipofisis y el hipotalamo y estimula la oxitocina y diferentes enzimas que
controlan la accion de PGF2a. Junto con varios factores intra -ovaricos inicia la
regresion del CL (Stotzel et al., 2016).

Hipotalamo

Forma parte de la base del cerebro y sus neuronas producen la Hormona
Liberadora de las Gonadotropinas o (GnRH). Se difunde a través de los
capilares al sistema hipofisiario y de alli a las células de la hipéfisis anterior, en
donde su funcién es estimular la produccion y secreciéon de las hormonas

hipofisarias FSH y LH entre otras (Rippe, 2009).

Hipofisis

Consta de una parte anterior y otra posterior. La hipofisis anterior o
adenohipofisis produce varios tipos de hormonas de las cuales la FSH y la LH
cumplen un papel relevante en el ciclo estral. La FSH es la encargada del
proceso de esteroideogénesis ovarica, crecimiento y maduracién folicular y la
LH es la que interviene en el proceso de ovulacién, formacion y mantenimiento

del CL. La hormona oxitocina, que también es producida en el hipotalamo, es

almacenada en la adenohipdfisis e intervendra en los procesos de parto,
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bajada de la leche, transporte de esperma en el Utero, asi como en el proceso

de lutedlisis o ruptura del cuerpo luteo en el ovario (Rippe, 2009).
Ovario

Los ovarios son glandulas que tienen béasicamente dos funciones: una
exocrina, que es la liberacion de 6vulos, y otra endocrina, que es la produccion
y secrecion de hormonas. Entre las hormonas que producen los ovarios
podemos citar los estrogenos o estradiol, la progesterona, la activina, la
inhibina y prostaglandinas. Los estrogenos son hormonas esteroides
producidas en el foliculo ovarico y son los responsables de estimular la
conducta sexual o de celo actuando sobre el sistema nervioso central del
animal; ademas, tienen accion sobre otros 6rganos del aparato reproductor

como son los cuernos uterinos, el Utero, la vagina y la vulva (Rippe, 2009).

El foliculo que alcance un mayor tamafo respecto a los demas, producira en
sus células de la granulosa, mayor concentracion de inhibina, la cual tiene un
efecto de inhibir la produccién de FSH en el hipotalamo, dando como resultado
la atresia de los foliculos subordinados (Lenis, 2014). Ademas, tiene una accién
pardcrina positiva en la produccién de andrégenos por acciéon de LH en las

células tecales (Palma, 2001).

La P4 es una hormona de naturaleza esteroidal, llamada asi porque su principal
precursor es el colesterol. En el ovario, es sintetizada principalmente en las
células de la teca interna mediante diferentes reacciones enzimaticas, para
posteriormente ser trasportada a las células de la granulosa, donde por medio
de una enzima llamada aromatasa, es biotransformada a E2 (Lenis et al.,
2014).
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Hipotalamo
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Figura 2. Esquema simplificado de las interacciones hormonales del eje
Hipotalamo—Hipofisis-Ovarios.

Fuente: Rippe, (2009).

2.2 Estructuras ovéricas y Ultrasonografia

El ovario bovino es una estructura fascinante que produce un foliculo ovulatorio
y CL a intervalos regulares. La interpretacion correcta de la naturaleza de las
estructuras ovaricas observados por ecografia, es un tema complejo porque los
foliculos y CL estan continuamente creciendo o en regresion. El reto para el
médico es determinar en un numero limitado de observaciones, si el proceso
de desarrollo que lleva a la ovulaciéon y la produccion de un CL esta
procediendo normalmente para garantizar la fecundaciébn y la prefiez
(DesCéteaux et al., 2010).

Foliculos

Los foliculos primordiales inician su crecimiento y diferenciacion en un proceso
aparentemente continuo, pero irreversible que es conocido como
foliculogénesis. Cuando un foliculo primordial entra al grupo de crecimiento,
este sera conducido a uno de dos hechos: la degeneracion por atresia (sufrida
por el 99% o mas) o la ovulacién alcanzada por muy pocos. Cuando la capa de
células de la granulosa se transforma de aplanadas a cuboidales y la teca
interna comienza su diferenciacion, al foliculo en desarrollo se le denomina

foliculo primario (Fernandez, 2003).
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Posteriormente las células cubicas se multiplican y aparecen de dos a mas
capas de la misma. En este momento una red de capilares invade la trama
fibrosa ubicada entre las células que rodean al foliculo y constituyen la capa
vascular la teca interna, la cual aporta los nutrientes a la membrana granulosa
y al ovocito. Estos foliculos reciben el nombre de foliculos secundarios.
Posteriormente se forma un espacio entre las células de la granulosa,
consecuencia de la secrecion de un material de consistencia liquida por parte
de dichas células. Estos espacios confluyen y pasan a formar la cavidad
denominada antro folicular, el cual irA aumentando de tamafio hasta adquirir las

caracteristicas presentes en el foliculo preovulatorio o de Graff (Palma, 2001).

La ultrasonografia permiti6 descubrimientos importantes para la reproduccion
animal, posibilitando una mayor comprensién de los eventos que ocurren
durante el ciclo estral. Este mayor conocimiento fue aplicado en programas de
sincronizacion de celos e inseminacion artificial y en esquemas de mayor
tecnologia como la superovulacion, transferencia de embriones y aspiracion de
foliculos para fertilizaciéon in vitro y a la vez posibilita una examinacion
exhaustiva del tracto genital, la determinacion temprana de la prefiez, la
evaluacion de la viabilidad fetal y la determinacion del sexo del animal en un

estadio temprano de la gestacion (Boyezuk, 2007).

La ovulacién puede ser detectado por la desaparicion del foliculo pre ovulatorio,
por el tamafio mucho menor de un foliculo especifico, o cuando una
disminucién en el numero de foliculos se observa de un dia para otro en vacas
super ovuladas. El limite entre la pared folicular y el estroma circundante no es
identificable, excepto en las imagenes de los grandes foliculos preovulatorios,
justo antes de la ovulacion. Los foliculos aparecen como estructuras anecoicas
de diversos tamafios. La linea entre la pared folicular y el antro folicular es

siempre suave Yy bien definida. (DesCéteaux et al., 2010).

A partir de 6 a 8 dias después del parto es posible observar los ovarios
mediante ecografia transrectal, varios eventos se producen en todas las vacas
después del parto, independientemente de la enfermedad uterina, medio
ambiente o deficiencias en la dieta, sin embargo, el primer foliculo dominante
tiene tres posibles destinos: la ovulacidbn acompafa con la formacion del primer

cuerpo luteo post parto (retorno de actividad ciclica de ovario), la atresia con la
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aparicion de una o mas ondas foliculares sin ovulacion (anestro), y por ultimo la

formacion de una quiste folicular ovarico (Sheldon et al., 2009).
Cuerpo luteo

El CL se origina en las células del foliculo ovulatorio. La LH, es la principal
hormona luteotrdpica en el ganado, es responsable de estimular la luteinizacion
de las células de la teca y de la granulosa del foliculo preovulatorio en células
luteas. La funcion del CL es producir concentraciones suficientes de P4 durante
la fase lutea del ciclo estral para mantener la prefiez (si un embridn esta
presente) y durante la prefiez, para disminuir la secrecién de gonadotropinas y

prevenir el comportamiento del estro (Crowe et al., 2013).

Durante su desarrollo el cuerpo liteo va a presentar tres fases. La primera fase
de crecimiento, la cual se acompafa del aumento de los niveles circulantes de
progesterona. La segunda fase de meseta se registra la maxima produccion de
progesterona. Finalmente, si la hembra no queda gestante, el cuerpo luteo
experimenta regresion por accion de la luteolisina uterina, la prostaglandina F2
alfa (PGF2a), la cual se secreta entre los dias 15 y 17 del ciclo estral (Gonzalez
et al, 2008).

Dependiendo de la etapa de desarrollo del CL, puede presentar muchos
cambios morfolégicos; suele tener una corona que sobresale del ovario y sus
paredes son mas gruesas que las del foliculo. Ecograficamente el cuerpo luteo
en la etapa de diestro puede parecer que esta incrustado o que sobresale del
ovario. En diestro el CL tiene una estructura ecogénica granular, que se
intensifica durante la fase. La distorsion de la forma es mas marcada en los
ovarios que contienen un CL plenamente desarrollado (DesCoteaux et al,
2010).

Tamayo, (2015), seflala que el CL se muestra evidente en imagenes
ecogréficas alrededor de los 2 - 3 dias posteriores a la ovulacion. En
investigaciones realizadas, entre el 30 y 80 % de los CL presentan cavidad
central de 2 a 20 mm de diametro con zona anecogénica o0scura,
probablemente conformada por el liquido folicular del foliculo que origin6 al CL
y rodeada por tejido luteal; en estos casos, los CL son fisiologicos. La

concentracion de progesterona y el porcentaje de gestacion no muestran
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diferencias significativas en vacas con CL con cavidad en comparacion con los

que tienen CL compacto.

La ultrasonografia ha sido usada para caracterizar el CL bovino durante el
intervalo interovulatorio. Su ecotextura es diferente a la del estroma ovarico e
identificable por ultrasonografia en la mayoria de las vaquillonas a partir del dia
de la ovulacion (promedio: dia 0,5 mm) y a partir del dia 3 con bordes bien
definidos. Normalmente se distingue a lo largo de casi todo el ciclo estral e

inclusive hasta cerca de la siguiente ovulacion (Boyezuk, 2007).

DesCoteaux et al., (2010) aclara que la eliminacion de las heces es necesaria
cuando se requiere diagnosticar prefiez temprana. Movimientos Longitudinales,
transversales o0 en secciones oblicuas son aceptables, siempre y cuando se
escanea el ovario entero. Una vez centrada la imagen en la pantalla la sonda

se mueve lentamente de lado a lado para examinar totalmente.

Follicle Corpus Luteum

BM
- Tl

FTE

Figura 3. Desarrollo de un cuerpo lateo de un foliculo.

Fuente: Niswender et al, (2000).

Antes de la ovulacion, el foliculo se organiza en capas distintas (ver la

ampliacion de la pared folicular). El antro (A) del foliculo es un fluido lleno
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lumen que esta rodeado por la capa granulosa (GL). La capa granulosa y el
ovocito se separan del resto del foliculo por una membrana basal (BM). Las
membranas basales son exteriores a las capas del foliculo, teca interna (TI) y

teca externa (TE).

Las células de la granulosa y teca interna son capaces de sintetizar y secretar
hormonas esteroides; Sin embargo, las células de la teca externa no son
esteroidogénica. Los capilares (C) de la corona vascular que rodea los foliculos
estan presentes en teca interna y externa, pero estan ausentes en la capa
granulosa porque la funcién de la membrana basal es como una barrera para la

vascularizacion.

El Corpus luteum contiene una poblacién heterogénea de células que incluye
grandes células esteroidogénicas Iuteas (LLC) y pequefias células
esteroidogénicas lateas (SLC), que se proponen como células de la granulosa

y la teca luteinizados, respectivamente (Niswender et al., 2000).
2.3 Funcién del cuerpo luteo.

El CL es un d6rgano transitorio del ovario, establecido por las células del foliculo
después de la ovulacion (Okuda et al., 2003), cuya funcion principal de CL es la
producciéon de P4 que regula diversas funciones reproductivas, esta hormona
juega un papel clave en la regulacién de la duracion del ciclo estral y en la
implantacion del blastocisto (Niswender et al, 2000).

Okuda et al., (2003), sefalan que, a pesar de las sefiales hormonales y
neuronales son de vital importancia para el curso normal del ciclo estral en
mamiferos, y que el CL tiene una extensa autonomia, concuerdan en que la
principal funcién del cuerpo lateo (CL) es la produccion de progesterona que se

requiere para el establecimiento y mantenimiento de la gestacién

La funcién del CL varia de dia a dia después de la ovulacion. Cuando las
hembras no se quedan prefiadas, la regresion del CL es esencial para
reanudar la ciclicidad normal, ya que permite el desarrollo de un nuevo foliculo

ovulatorio (Rueda et al., 1997).

En el ganado lechero, la funcién lutea inadecuada para apoyar el normal
desarrollo del embrion, se ha establecido como un problema productivo y
reproductivo importante. Repetidos estudios han demostrado que una
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disminuciéon de la concentracion de progesterona durante la gestacion
temprana se traduce en falla de la prefiez. Ahora hay evidencia considerable
que es el tiempo en el que la concentracidbn de progesterona comienza a
aumentar, en lugar de la concentracion final de P4 alcanzada, que es el

determinante critico de los resultados de apareamiento (Wathes et al., 2003).
2.4 Progesterona

Los progestagenos, en general, son clasificados segun hayan sido sintetizados
a partir del esqueleto de 21 carbonos de la progesterona o de la 19-

nortestosterona de 19 carbonos (Brito, 2013).

Los progestagenos son secretados por el cuerpo amarillo ovarico, la placenta,
la corteza suprarrenal y los testiculos en menor cantidad. Los mas importantes
son la P4 y el pregnanediol (Sumano et al., 2007). Los progestadgenos son
compuestos que exhiben actividad progestacional que incluyen tanto la
progesterona endogena y progestagenos sintéticos disefiados para imitar sus

acciones (Zucchi et al., 2014).

La P4 es producida en el CL del ciclo o de la gestacion, aunque en algunas
especies, se produce también en la placenta y en las glandulas adrenales. Su
accion es mantener la gestacion en las hembras prefiadas. En una vaca ciclica,
su accion principal es regular la duracion del ciclo gracias a su efecto inhibidor
del celo y de la ovulacion. La P4 natural tiene una vida media muy corta,

apenas entre 3-4 minutos (Gonzélez et al., 2008).

Un nivel adecuado de P4 lutea es crucial para determinar la duracion fisiolégica
del ciclo estral y para lograr una gestacion exitosa. ElI CL se regula no sé6lo por
la gonadotropina hipofisaria, sino también por un nimero de citoquinas que se
producen localmente. Un factor de necrosis tumoral (TNF) y sus receptores
especificos (TNFR) estan presentes en el CL de muchas especies. Este
desempefia multiples y probablemente importantes roles en funcién de CL a
través del ciclo estral. TNF parece tener papeles luteotrdpico y luteoliticos en el
CL (Okuda et al., 2003).

2.4.1 Sintesis y regulacion de las concentraciones circulantes de P4

Segun Rekawiecki et al., (2008), el CL autorregula la sintesis de P4 que, a su

vez, apoya su propia sintesis; y que afecta a la transcripcion de genes que
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codifican enzimas esteroidogénicas. Rekawiecki et al., (2006), afirma que las
altas concentraciones de P4 en las células lUteas protegen contra la apoptosis,
mientras que la interrupcion o deterioro de la esteroidogénesis disminuye la

capacidad de la produccion de P4y de la muerte inducida por células luteas.

Con el proceso de luteinizacion se inhibe la via de aromatizacion y se comienza
a producir P4 desde niveles no detectables, hasta el dia 2 postestro donde se
registran niveles séricos mayores a 1ng/ml, y en el dia 5 postestro se registran
niveles mayores a 5ng/ml, considerando al cuerpo lateo como funcional. La
produccion se mantiene en el tiempo, si un embrién logra el reconocimiento por
parte de la madre o puede finalizar con el mecanismo de lutedlisis si no hay

prefiez (Serrano et al., 1997).

La exposicion previa a los estrogenos, lo que induce la produccion de
receptores para la progesterona, se requiere para su actuar en el tracto
reproductivo. En contraste, la progesterona regula la baja de los receptores de
estradiol y de este modo bloquea muchas de las acciones de los estrégenos,
gue generalmente actian como factores mitdgenos. Un ejemplo de los efectos
antiestrogénicos de progesterona, es en el oviducto donde los bloques de
proteinas secretoras de progesterona inducen declinacién de estradiol y el cese

de actividad secretora del epitelio oviductal (Niswender et al., 2000)

Las concentraciones de P4 que llegan a los receptores dentro de cada célula en
particular, son los principales factores determinantes de las acciones
fisiologicas de P4 en un animal. Por lo tanto, los factores que regulan P4
circulante determinan principalmente la magnitud de las respuestas de P4 en
todo el cuerpo (Wiltbank et al., 2012).

Wiltbank et al., (2014) refieren que la circulacién y concentracion de P4 esta
determinada por un equilibrio entre la produccion de P4, principalmente por el
cuerpo lateo, y el metabolismo P4, principalmente en el higado. El volumen de
tejido luteal, el nimero y la funcion de células grandes luteas son factores
primarios que determinan la produccién de P4. La tasa de metabolismo de P4
se determina generalmente por el flujo sanguineo del higado y puede ser de
importancia critica en la determinacion de las concentraciones circulantes de

P4, sobre todo en el ganado lechero.
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Por lo tanto, hay dos vias principales que regulan la P4 circulante en vacas
lecheras. En primer lugar, la alta produccién de P4 constitutiva por las grandes
células luteales, es principalmente una funcion de la masa de tejido luteal o, en
otras palabras, la masa de células luteas grandes (Niswender et al., 1994). En
segundo lugar, el metabolismo P4 elevada en vacas lecheras en produccion, es
principalmente una funcion de un higado con capacidad enzimética importante
para el metabolismo de P4 y elevadas tasas de flujo sanguineo hepético
(Sangsritavong et al., 2002).

Las concentraciones circulantes de P4 durante principios de celo, pueden ser

elevadas en el ganado por:

e La induccion de un cuerpo luteo accesorio, después de la ovulacion del
foliculo dominante de la primera ola, en respuesta a las inyecciones de
GnRH, LH o hCG.

e Una mayor area de tejido luteal en respuesta al tratamiento hCG 2 0 5
dias después del estro

e La administracion de suplementos de P4 exdgeno (Pugliesi et al., 2013).
2.4.2 Principales acciones de la Progesterona

Wiltbank et al, (2012) recopilan informacion sobre el papel de la P4 en la

maduracion de ovocitos de mamiferos, y dicen que:

e Una P4 elevada durante el desarrollo del foliculo ovulatorio se asocia
con mejores tasas de prefiez (Wiltbank et al., 2012).

e El interruptor bien descrito de estradiol (E2) dominancia a P4 dominio en
el fluido folicular de foliculos preovulatorios en el periodo entre el pico de
LH y la ovulacion (Dieleman et al., 1983) coincidiendo con la
reanudacion de la meiosis y la maduracién del ovocito;

e Los receptores de las células del cumulus para P4y secretar P4 durante
la maduracion in vitro.

e La inhibicion de la produccion de P4 in vitro se asocia con el desarrollo

del embrion reducida (Aparicio et al., 2011).

Los principales blancos de la progesterona son el aparato reproductor y el eje
hipotalamo-hipdfisis. En general, las acciones de la progesterona en el tracto

reproductivo son para prepararlo para la implantacion y el mantenimiento de la
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prefiez. La progesterona parece ejercer la mayoria de sus efectos mediante la
regulacion de la transcripcion de los genes, directamente a través de
receptores nucleares que actian como factores de transcripcion inducible de
ligando. Tras la union del ligando, estos receptores modulan la expresion de
genes mediante la unidon de elementos especificos, progesterona sensible en el
ADN (Niswender et al, 2000).

Clemente et al.,, (2009), indica que en muchos estudios informan una
asociacion positiva entre las concentraciones de progesterona y la probabilidad
de supervivencia de los embriones. Los mecanismos propuestos por el cual la
progesterona afecta la supervivencia embrionaria son indirectos, no actlda
sobre el embrion mismo, pero si a través de los efectos sobre el endometrio

uterino.

Se ha identificado que el aumento de las concentraciones de progesterona
durante la fase Iutea del ciclo estral, altera el patron de expresion de genes en
el Gtero, que a su vez altera la composicién de la histrotofina uterina, es decir,
disponibilidad de enzimas, proteinas portadoras, hormonas y nutrientes al
embrion en desarrollo antes de la implantacion. Por otra parte, se ha
demostrado que las alteraciones en la progesterona sistémica durante la fase
litea temprana tienen efectos significativos en el alargamiento del conceptus
(Clemente et al., 2009).

Durante la fase luteal media, estas altas concentraciones sostenidas de
progesterona circulantes, regulan el receptor de progesterona nuclear en el
epitelio luminal del endometrio. Este es un interruptor critico en lo que permite
el aumento o disminucion sincrénica de genes del endometrio que se requieren
para iniciar la receptividad uterina, independientemente del estado de gestacion
de los animales. Si, por el dia 16 del ciclo estral, el reconocimiento materno da
la sefial de gestacion (interferébn tau) no se ha detectado en cantidades
suficientes, la regresién del CL se produce. La PGF es secretada por el Utero
en el bovino y es la principal hormona luteolitica en rumiantes (Crowe et al.,
2013).

Niswender et al, (2000) aclara que la P4 actia sobre el endometrio, como un
factor de diferenciacion. Durante la fase folicular, la proliferacion inducida por el
estrogeno de las células del endometrio y elevadas concentraciones de
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progesterona durante la fase litea del ciclo reproductivo inhiben la mitosis en el
endometrio. La progesterona también induce la diferenciacion del estroma,
estimula las secreciones glandulares, en asociacion con la acumulacién de
vacuolas basales en el epitelio glandular, y cambia el patron de las proteinas
secretadas por las células endometriales. Estas proteinas uterinas

proporcionan un ambiente que apoya el desarrollo embrionario temprano.

Gran parte de la pérdida de potencial de crias en el ganado se concentra en el
periodo embrionario, los primeros 42 dias pos monta. La secrecion de la
progesterona luteinica es esencial para la gestacion exitosa, para la ovulacion
de un oocito sano, el mantenimiento de la quiescencia uterina, la alimentacion y

la supervivencia del embrion, feto, y el parto normal (Inskeep, 2002).

Durante las fases IUtea anterior e inmediatamente después del estro en vacas
no prefiadas, la progesterona regula el establecimiento y el momento de los
mecanismos de la regresion latea. Por los mismos mecanismos, la
progesterona prepara el Gtero para el reconocimiento de la prefiez. Ademas,
las concentraciones de progesterona regulan el desarrollo folicular por el
control de retroalimentacion negativa de la frecuencia de impulsos de la

secrecion de LH (Inskeep, 2004).
2.4.3 Relaciéon de P4 con el desarrollo temprano del embridn.

Parr et al., (2014) afirman que uno de los principales factores determinantes de
prefiez por inseminacion artificial es una concentracion 6ptima de P4 en la fase
litea temprana. Asi también lo confirman Spencer et al.,, en su articulo del
2004, diciendo que esta hormona desempefia un papel central en la gestacién
por inseminacion artificial, ya que esta implicada en una cascada de eventos
bioquimicos, moleculares y morfolégicos en el establecimiento y mantenimiento

del embarazo.

Wiltbank et al., (2014), confirman lo anterior diciendo que elevar los niveles de
P4 después de la IA puede afectar positivamente el desarrollo embrionario y

también pueden elevar la fertilidad.

El desarrollo embrionario esta influenciado por los niveles de P4 producidos por
el CL que controlan el ambiente del oviducto y del Gtero. La secrecion de
progesterona por parte del CL estimula la actividad secretora de las glandulas
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endometriales que producen sustancias encargadas de mantener el embrion
hasta que se formen los placentomas. Estas secreciones, denominadas
vulgarmente "leche uterina", son absorbidas por el blastocisto y el saco vitelino
y utilizadas como nutrientes durante la etapa previa a la formacién del

corioalantoides (Diskin et al., 2008).

El conceptus requiere la accion de P4 en el Utero para regular la funcion
endometrial, incluyendo las interacciones maternas embrionarias, la prefiez, el
reconocimiento y la receptividad uterina para la implantacién. Una considerable
proporcion de pérdida embrionaria puede ser atribuible a una insuficiente
concentracion de P4 y las posteriores consecuencias sobre la expresion génica
y la secrecion endometrial histotrifina en el lumen. En efecto bajas
concentraciones de P4 uterino-circulante, se han implicado como un factor
causal en la baja las tasas de prefiez observados en vacas lecheras de alto
rendimiento (Diskin et al., 2008).

La suplementacién de P4 después de la ovulacién temprana aumenta la P4
endodgena mejorando el desarrollo y la produccion del interferon tau del
embrion (Mann et al., 2006).

Concentraciones bajas de P4 circulante entre los dias 3-8 post-ovulacion se
asocia con embriones mas pequefios en el dia 16, y, en consecuencia, pueden
resultar en la secrecion inefectiva de interferén-tau para bloquear el proceso

luteolitico y para mantener la gestacion (Mann et al., 2001).

El aumento de las concentraciones de P4 dentro de la primera semana después
de la concepcion estdn asociados con expresion génica alterada en el
endometrio (Forde et al., 2009), lo que conduce al avance en el alargamiento
conceptus y aumento de la secrecion de interferon-tau (Pugliesi et al., 2013).

Aungue hay pruebas inequivocas de que no es un requisito absoluto de P4 en
el mantenimiento de la prefiez (Inskeep, 2004), los resultados han sido algo
mas ambiguos acerca de la relacion entre los niveles circulantes de P4 después
de la IA y la fertilidad en las vacas lecheras. Varios estudios han reportado
bajos niveles de P4 en vacas no prefiadas que, en las vacas prefiadas,
mientras que otros estudios no informaron relacion entre las concentraciones
de P4 post 1A y la fertilidad (Wiltbank et al, 2012).
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2.5 Prostaglandina Fza.. (PGF2at)

Las prostaglandinas, se generan en todo el cuerpo y su vida media biol6gica es
corta. Ingresa a través del sistema circulatorio por la arteria uterina media llega
al utero y ovario, alcanzado su nivel plasmatico maximo una hora después de
su aplicacion y se elimina por completo en seis horas. Luego de su
administracion se metaboliza en el higado y pulmones, y su eliminacion se

realiza seis horas después a través de la orina y heces (Sumano et al., 2007)

La PGFz2a es una hormona que desencadena la lutedlisis en vacas, induciendo
al final de la fase latea (Wiltbank et al.,, 2012). Sin embargo, a pesar de la
presencia de altas concentraciones de similar afinidad para receptores de
PGF2a del CL temprano, la lutedlisis con PGF2a exdgena no suele ocurrir hasta
5 a 6 dias después del estro. Los mecanismos de accién de PGFza en el CL
recién formados no se entienden completamente (Tsai et al., 1998; Trevisol et
al., 2015).

Junior et al., (2016) mencionan que la lutedlisis ocurre en mas del 90% de las
vacas que reciben una dosis Unica (25mg) de PGFza después de 8 dias del
ciclo estral. Al contrario de que cuando se coloca la misma dosis en los

primeros 4 dias del ciclo que no induce lutedlisis.

Asegurar la lutedlisis completa y la disminucién total en la circulacion de P4 en
el momento de la inseminacion artificial (IA) es esencial para optimizar los
resultados en protocolos programados de inseminacion artificial a tiempo fijo
(Monteiro et al., 2015).

Las PGF2q esta encargada de lisar el cuerpo lateo, una vez que el ovocito no
se fertiliz6 o ha llegado el momento del parto. Es considerada una
parahormona porque actia localmente en el lugar donde se produce, no se
encuentra en ningun tejido especifico y son degradadas con rapidez en la
sangre. Cuando se produce la degeneracion del CL, caen los niveles altos de
progesterona y comienzan nuevamente ondas foliculares por el efecto de la

FSH, es decir comienza un nuevo ciclo estral (Orellana et al., 2007).

El mecanismo de regresion del cuerpo amarillo por efecto de la PGFza se debe

a que disminuye el riesgo de dicho cuerpo, lo que interfiere en el aporte
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hormonal a éste; ademas, la PGF2a parece tener efecto litico directo sobre las
células luteinicas. En el aparato reproductor femenino estimula la actividad del
miometrio e induce a relajacion del cuello uterino (Cervix) (Sumano et al.,
2007).

2.5.1 Uso de la PGF2a en la sincronizacion del celo.

Todos los protocolos con prostaglandinas solamente son indicados para
animales ciclicos, resultando en completo fracaso cuando lo aplicamos en
animales con condiciones nutricionales deficitarias y en estado de aciclia.
(Becaluba, 2006).

La PGF2qa ha sido el tratamiento comunmente utilizado para la sincronizacion
del celo en bovinos (Odde, 1990). Los primeros estudios mostraron que la
madurez del cuerpo luteo (CL) en el momento del tratamiento con PGFza
influenciaba la respuesta luteolitica y que la PGF2a no inducia la lutedlisis de
manera efectiva durante los primeros 5 a 6 d después del celo (Momont et al.,
1984).

Ademas, en los bovinos en los que la lutedlisis no se producia, el comienzo del
celo se distribuia por un periodo de 6 dias (Macmillan y Henderson, 1984). Los
estudios en los que se utiliza la ecografia en tiempo real revelaron que el
intervalo desde el tratamiento con PGF hasta la manifestacion del celo y la
ovulacion esta determinado por la fase de desarrollo del foliculo dominante en

el momento del tratamiento (Kastelic et al., 1991).

Las prostaglandinas o sus analogos sintéticos son usadas para novillas y vacas
lactantes son producidas por el Utero y causan una regresion del cuerpo lateo
hacia el final del ciclo natural del estro o celo. Como el cuerpo luteo regresa, el
nivel de progesterona baja, el foliculo dominante completa su desarrollo, el celo
se expresa, Yy la ovulacién sucede. Cuando la Prostaglandina es inyectada a la
vaca o novilla entre el dia 5 y 17 del ciclo, el cuerpo lateo va a regresar y la

mayoria de animales presentan celo en 2 a 5 dias (Garcia, 2010).

Si se administra PGF cuando el foliculo dominante de una onda se encuentra
en la ultima fase de crecimiento o en la primera fase estética, la ovulacion se
producira entre 3 y 4 d. Por otro lado, el tratamiento con PGF administrado

cuando el foliculo dominante se encuentra en la fase estatica media a tardia
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(es decir, cuando ya no es viable), producira la ovulacion del foliculo dominante

de la préxima onda folicular entre 5y 7 dias mas tarde (Kastelic et al., 1991).

Este intervalo refleja el tiempo necesario para que el foliculo dominante de la
onda nueva crezca y se desarrolle con un tamafio pre ovulatorio y afirma que la
deteccion eficaz del celo es esencial para lograr altas tasas de prefiez en
programas de IA. La combinacion de la tasa de celo baja y variable y la alta
incidencia del anestro, comin en animales en pastoreo, explica la amplia
variabilidad en la tasa de celo y en las tasas de prefiez después de los

tratamientos con PGF.

La fertilidad del celo inducido al administrar un analogo sintético de PGF2a. En
vacas lecheras con cuerpo lateo palpable es igual al logrado con un celo
natural. (Cairoli, et al., 2006).

Existen evidencias de que los bovinos inyectados con PGF2a en diestro
avanzado tienen una respuesta de celo mayor y taza de concepcidon mas que
los animales inyectados durante el diestro temprano o medio (Diskin, Austin, &
Rocha, 2000).

2.6 Diagnéstico de concepcion temprana.

Hernandez, (2010), indica que el diagnostico precoz de la gestacion es una
practica comun en los hatos lecheros y tiene como propdésito identificar 1o mas
rapido posible las vacas vacias para reintegrarlas al programa de inseminacion.
El retorno al estro seria el primer recurso para identificar a las hembras no
gestantes; sin embargo, debido a la baja eficiencia en la deteccién de calores,
la mitad de las vacas vacias no son observadas en estro y llegan hasta el

diagndstico de gestacion

El diagndstico de gestacion en las especies mayores reviste gran importancia
econOmica y es un elemento indispensable en el control de la reproduccion. En
la vaca el diagnéstico se puede realizar por métodos clinicos o por métodos de
laboratorio. Los métodos clinicos comprenden, métodos de exploracion externa

e interna (Hincapie et al, 2005).

Hafez et al., (2002), manifiesta que una vaca con alta progesterona no
necesariamente significa que esté prefiada y una vaca con progesterona baja
no estara preflada. La exactitud en la prediccion de la gestacion ha variado
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entre el 75 y 90%. Por el contrario, la exactitud de la no prefiez es de 100%.
Por tanto, la prueba de progesterona es mas confiable para diagnosticar vacas
vacias que prefiada, y permitir hacerlo de manera mas temprana que por

palpacion rectal.

La ecografia reproductiva es una valiosa tecnologia, ampliamente utilizada
durante los ultimos 25 afios, para estudiar y evaluar las estructuras anatémicas
y el estado funcional del aparato reproductivo de los bovinos y de otras
especies de interés zootécnico. Su propiedad permite observar los 6rganos

genitales en forma rapida sin ocasionar dafio alguno (Pérez, 2005).

Su funcionamiento se basa en la emision y recepcion de ondas sonoras de alta
frecuencia (no audibles al oido humano) desde un transductor de ultrasonido o
sonda que se introduce en el recto a través de cuyas paredes se examinan los
organos reproductivos de la vaca. Como resultado de este mecanismo se
forma una imagen dinamica en la pantalla del monitor del equipo que muestra

una delgada y profunda area de la estructura o tejido que se esta evaluando.

Esto ha facilitado el desarrollo de un método de diagndstico y de interpretacion
clinica y funcional del estado reproductivo durante el ciclo estral, la gestacion y
el posparto. Contar con esta tecnologia, constituye una valiosa herramienta
para ayudar a solucionar los numerosos problemas relacionados con la

reproduccion de la vaca en nuestro medio (Perea, 2005)

El objetivo de la Usx en el diagnostico precoz de la prefiez, es reducir el
namero de dias abiertos (DA), periodo importante en el intervalo entre parto,
este periodo comprende las etapas de inicio de posparto, celo y su deteccién,
servicio 0 inseminacién a la prefiez. De acuerdo a estudios realizados la
mortalidad prenatal es la principal causa de fallas en la prefiez; dentro de éstas,

la mortalidad embrionaria es la mas importante (Gonzalez et al., 2008).

De un punto de vista diagnostico, la mayor ventaja de la Usx es un excelente
resultado predictivo de la no prefiez. La ventaja es que se puede volver a
sincronizar el celo de las vacas, luego inseminarlas y es de esta manera que

los dias abiertos seran reducidos (Descoteaux et al., 2006).

Examenes reproductivos por via transrectal se realizan, con el método de

sujecion con que se cuenta en el establecimiento y dependera también del tipo
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de ecografo a utilizar. La maniobra de exploracion es semejante a la utilizada

en la palpacion (Boyezuk, 2007).

El signo que mas precozmente permite el diagndstico de gestacién en la vaca,
mediante la palpacion por la via rectal, es la presencia o ausencia del cuerpo
liteo de gravidez. Durante el periodo comprendido entre 21-24 dias posteriores
a haber recibido un servicio, el cuerpo lateo habra sufrido regresion si no ha
habido gestacion. La ausencia de cuerpo luteo en esos momentos, nos indica
un 100 % de efectividad que la vaca no esta gestante, mientras que su

presencia nos permite diagnosticar la gestacion (Hincapie et al, 2005).
Goddard, (2000) plante6 parametros para determinar gestacion y fueron:

- Luz anecogénica en el tercio anterior del cuerno uterino, o presencia del

embrién como una linea dentro de esta luz.
Los parametros para determinar una vaca no gestante fueron:

- Presencia de corte transversal hipo o hiperecoico, delimitado por bandas
oscuras en forma de anillo y en el centro una linea leve y muy delgada
dando la apariencia de una estrella.

- Presencia de una capa concéntrica hipoecogénica alrededor de la luz
uterina anecoica, la cual variard en dependencia de la etapa del ciclo

estral y la edad de la vaca.

A partir de los 25 — 28 dias post-inseminacion es posible detectar el saco
gestacional con precision (95%) y con minimo riesgo de pérdida, debido a la

escasa o0 nula manipulacién del aparato genital.

Pudiendo detectar la gestacion aun en forma mas precoz (20 dias post-
inseminacion) esta crece de sentido practico ya que entre los 20 y 56 dias post-
inseminacion el porcentaje de pérdida de gestacion en el ganado lechero oscila
entre el 6 y 14 %. Por lo tanto, de rutina todas las hembras diagnosticadas
prefiadas por ultrasonografia alrededor de los 25 dias post-inseminacion deben
ser exploradas nuevamente a los 60 dias momento en el cual disminuye la tasa
de pérdida (Boyezuk, 2007).
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CAPITULO IlIl: MATERIALES Y METODOS
3.1 Materiales.
3.1.1 Materiales bioldgicos.

e 8 vaconas Brown Swiss
e 10 vaconas criollas
e 10 vaconas Holstein Friesian

e Pajuelas con semen de bovino
3.1.2 Materiales quimicos.

e D — clorpostenol (Ciclase DL®)
e Progesterona (Progesterona Mad-4 ® Rio de Janeiro)
e Gel lubricante

e Material general de asepsia
3.1.3 Materiales fisicos.

e Material de sujecion

e Tubos Ependorf

e Tubos vacutainer con Heparina de litio
e Agujas vacutainer 21 G x 38 mm
e Pipetas 200ul

e Jeringas 5 ml

e Centrifuga

e Ecografo ALOKA Prosound 2

e Sonda lineal de 7,5 MHz

e Pistola de inseminacion artificial

e Termo para descongelar pajuelas
e Tanque de nitrégeno liquido

e Cooler

e Papel secante

e (Guantes de manejo

e Guantes ginecolégicos

e Registros de observaciéon
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3.2. Método
3.2.1 Localizacion.

La investigacion se realizd en la granja experimental Irquis, de la Universidad
de Cuenca, ubicada en el km 23 de la via Cuenca — Girdn, en la parroquia
Victoria del Portete, a 2663 msnm.; tiene aproximadamente 507,8 ha., y un
clima templado frio con una temperatura promedio de 8°C, considerada como

altiplano ecuatoriano.

Las muestras de P4 plasmatica fueron realizadas en el laboratorio CENBIOCLI
S.A. ubicado en Francisco Moscoso y Av. 10 de agosto, edificio Torres de

Yanuncay, en la ciudad de Cuenca.
3.2.2 Caracteristicas da la unidad de andlisis

Se seleccion6 30 vaconas al azar: 10 Brown Swiss, 10 Holstein Friesian y 10
Biotipo criollas, con una edad entre 30 y 40 meses, con una CC entre 2,5y 3
segun Edmonson et al., (1988). Fueron distribuidas en tres grupos de acuerdo
a los tratamientos planteados, los dos grupos recibieron dos dosis diferentes de

P4 exdgena de larga accion al dia 2 pos-inseminacion luego de una
sincronizacion de celo con PGFza, considerando que un grupo actué como

testigo. Se evalué P4 plasmatica en diferentes dias de medicién post —
inseminacién artificial y la morfologia de CL.

Fueron excluidas 2 vaconas Brown Swiss que no tuvieron respuesta al
protocolo de sincronizacion y por tal motivo no entraron en celo, asi como

animales enfermos, con infecciones del tracto reproductivo y de baja CC.
3.2.3 Metodologia

3.2.3.1 Seleccién de grupos.
Las vaconas con las caracteristicas descritas anteriormente se dividid en tres

grupos aleatoriamente (Anexo 1), los que estuvieron formados por:

e G1 (control): 9 vaconas (3 Brwon Swiss, 3 Criolla y 3 Holstein Friesian).

e G2 (75 mg de P4): 10 vaconas (3 Brown Swiss, 3 Criolla y 4 Holstein
Friesian).

e G3 (100 mg de P4): 9 vaconas (2 Brown Swiss, 4 Criolla y 3 Holstein

Friesian).
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3.2.3.2. Sincronizacion de celo e IA

Para empezar este trabajo se aplico a 30 vaconas D — clorpostenol (Ciclase
DL® cada ml de producto contiene Cloprostenol base 0,250 pg, Clorocresol
1mg, acido citrico 9.55mg hidroxido de sodio 5.3mg), 2ml via intramuscular
profunda, con la primera dosis de esta hormona el 50 % de los animales
presento celo, entre los 2 y 3 dias post inyeccion y se procedié a realizar IA 12
hs después del celo visto; al resto de vaconas se les repitié una segunda dosis
de D — clorpostenol a intervalo de 14 dias reaccionando en total 28 vaconas a

este protocolo y se procediendo a la IA, como se explico en lineas anteriores.

Fue considerando como dia cero, el dia en que se realizé la IA, la cual la
practicé la misma persona a todos los animales, para minimizar el margen de

error.

3.2.3.3 Aplicacion de P4 exdgena

Para todos los procedimientos realizados en este estudio, las vaconas fueron
ingresadas a la manga de la granja, y manejados adecuadamente, para
asegurar el bienestar animal y la seguridad de los operarios.

La Progesterona (Progesterona Mad-4 ® Rio de Janeiro) que se utilizé es una
hormona natural de larga accién, con una concentracion de 25 mg por mililitro.
Alcanza su nivel plasméatico maximo a las 4 horas de inoculada, manteniendo
niveles superiores a 1 ng/mL por cinco dias, decayendo de una manera similar

al descenso fisiolégico de progesterona al final de un ciclo estral normal.

El dia 2 post-IA se administré una baja dosis de P4 via subcutanea (SC), de
acuerdo al tratamiento al que corresponda cada vacona: Un primer grupo
(n1=9) actué como testigo (G1) y no fue administrado P4; un segundo grupo
G2 (n2=10) recibi6 75 mg de P4 exdgena de larga accion; y finalmente un

tercer grupo G3 (n3=9) recibié 100 mg de P4 exdgena de larga accion.

Este proceso fue realizado por un operario diferente al que tomé la muestra de
sangre con la finalidad de evitar contaminacion de la muestra con el producto

utilizado.

En el dia 2 se realiz6 las siguientes actividades y en el orden descrito a

continuacion:
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- Aplicacion de P4 a las vaconas de acuerdo al tratamiento que correspondan.
- Toma de muestra de sangre por el método descrito para andlisis de P4.
- Usx de los ovarios para medién del CL.

3.2.3.3 Anélisis de P4 sérica

El primer procedimiento fue tomar la muestra de sangre se obtuvo por
venopuncion yugular, bajo el sistema Vacutainer, empezando a las 8 am y
terminando este procedimiento en alrededor de una hora y en los dias 0, 2, 3,
4,5, 6, 8,10, 12, 14 y 16, considerando dia cero el dia de la IA. Las muestras
fueron centrifugadas en el laboratorio de Biotecnologias de la Reproduccion de
la Granja Irquis, a una revolucién de 1500 g durante 10 minutos separando el
plasma, las muestras fueron conservadas en tubos Ependorf y fueron

congeladas hasta su analisis.

Posteriormente, las muestras fueron enviadas al laboratorio CENBIOCLI S.A en
la ciudad de Cuenca, y se determind los niveles de P4 plasméatico (ng/ml)

mediante ensayo de electroquimioluminiscencia (Anexo 1, 2 y 3).

3.2.3.4 Anélisis morfologico de CL

Se realiz6 seguimiento por ecografia al ovario que presentd cuerpo lateo los
dias 2, 3, 6, 8, 10, 11, 12, 13, 14, 15 y 16. Este procedimiento se realizé por
ultrasonografia transrectal (Usx) usando el ecégrafo ALOKA Prosound 2
conectado a una sonda lineal de 7,5 Mz. Se escanearon los ovarios, para
evaluar dentro de la morfologia del CL, la presencia y el tamafio en mm
(promedio de los dos didmetros mayores), en los dias sefialados, registrando el
dato en las hojas de campo (Anexo 9, 10 y 11). El barrido de los ovarios se

realiz6 de acuerdo a lo detallado por DesCéteaux et al., 2010.

3.2.3.5 Evaluacion del porcentaje de concepcion temprana

Se determiné el porcentaje de concepcién temprana el dia 28 por Usx, bajo el
mismo cuidado descrito anteriormente. El examen ginecoldgico se realiz6 con
cuidado, avanzando cranealmente a lo largo del piso rectal cubriendo el tracto
reproductivo. Se escanearon los dos cuernos uterinos, siendo el criterio para
afirmar prefiez: la presencia del embrion dentro de la vesicula gestacional y

esta imagen fue guardada en el ecografo (Anexo 17).
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3.2.4 Variables analizadas

3.2.4.1 Variables Independientes.

e Dosis P4 0mg, 75mgy 100mg.

3.2.4.2 Variables dependientes.
¢ Nivel de P4 plasmética.
¢ Morfologia del CL
. Porcentaje de concepcion

temprana.

3.2.5 Disefio experimental y pruebas estadisticas

Para esta investigacion se utilizé6 un Disefio Bloques al Azar (DBA) con tres
grupos de 9, 10 y 9 animales para el grupo 1, 2 y 3, respectivamente; con un
total de 28 vaconas. Se consider6 como un criterio de inclusion para la

formacién de bloques la edad, CC, y estado sanitario de las vaconas.

Los datos fueron sistematizados en Excel y analizados en el softwafe SPSS

version 22.0.

Se considerdé como variables paramétricas tipo continuas al nivel de P* sérico y
la morfologia del CL. Con los valores promedios de cada grupo, los errores
estandar e intervalos de confianza al 95%, se aplico las pruebas de normalidad
de datos y homogeneidad de las varianzas mediante las pruebas de Shapiro-
Wilk y Levene, respectivamente (P<0,05). Posteriormente se comprobaron
diferencias significativas entre los tres grupos con un Analisis de varianza
(ANOVA) y en caso de existirlo se medié el grado de significancia con Tukey
5%.

Se consider6 como variable No paramétrica tipo Nominal a la Tasa de
concepcién temprana mediante una tabla de contingencia y para comprobar
significancia se uso el estadistico de Kruscall-Wallis (P<0,05).
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CAPITULO IV: RESULTADOS
4.1 Nivel de P4 plasmatica (ng/ml)

Los datos sistematizados cumplieron los supuestos de normalidad (Anexo 3) y
homogeneidad de las varianzas (Anexo 5), segun las pruebas estadisticas de

Shapiro-Wilk y Levene, respectivamente, excepto en el dia 2 de medicion.

Al analizar el nivel de P4 plasmatica durante los 5 primeros dias de medicion y
mediante un ANOVA (Anexo 6) para los dias 0, 3, 4 y 5; y con la prueba de
Kruskal Wallis (Anexo 4) para el dia 2 (por no cumplir normalidad), se
comprobd la existencia de diferencias estadisticas (P<0,05), en los dias 3, 4y
5, atribuyéndose eficacia al grupo 3; sin embargo, al comparar los grupos 1y 2
los niveles de P4 fueron similares (P>0,05) (Tabla 1).

Tabla 1. Estadisticos descriptivos del nivel de P4 plasmatica (ng/ml), en los tres

grupos de estudio durante las primeras 5 mediciones.

Intervalo de confianza 95%

. +
Dias de Grupos (r)q(é/liﬁ) Limite Inferior  Limite superior
medicion (ng/ml) (ng/ml)
G1 0,28+0,041 0,184 0,376
Dia 0 G2 0,24+0,055 0,114 0,360
G3 0,38+0,063 0,232 0,522
G1 0,32+0,056 0,193 0,452
Dia 2 G2 0,55+0,161 0,188 0,914
G3 0,72+0,163 0,347 1,100
Gl 0,46+0,041° 0,367 0,553
Dia 3 G2 0,93+0,182° 0,514 1,338
G3 2,24+0,340 2 1,454 3,021
Gl 1,06+0,238° 0,515 1,614
Dia 4 G2 1,27+0,220° 0,769 1,765
G3 2,78+0,4702 1,692 3,861
Gl 1,43+0,261° 0,831 2,033
Dia 5 G2 1,87+0,300° 1,192 2,550
G3 3,87+0,6152 2,450 5,286

X= Media; EE= Error Estandar de la media; Gl=grupo control; G2= 75 mg de P4; G3= 100 mg de
P4. Letras distintas en cada columna y cada dia muestran significacion, segun Tukey (P<0,05)
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Posteriormente, se analizé los dias del 6 al 16 de medicion, y mediante un

ANOVA (Anexo 6) se comprob6é que no existio diferencias estadisticas

(P>0,05) en ningun dia de medicion entre los grupos (Tabla 2).

Tabla 2. Estadisticos descriptivos del nivel de P4 plasmatica (ng/ml), en los tres

grupos de estudio desde el dia 6 al 16 de medicion.

Intervalo de confianza 95%

Dia§ de Grupos X<EE P : P :
medicion (ng/ml) Limite inferior Limite Superior

(ng/ml) (ng/ml)

Gl 3,25+0,433 2,255 4,252

Dia 6 G2 3,27+0,599 1,917 4,625
G3 4,13+0,780 2,332 5,931

Gl 4,26+0,406 3,328 5,201

Dia 8 G2 4,54+0,673 3,019 6,066
G3 5,85+0,913 3,742 7,951

Gl 5,69+0,650 4,192 7,190

Dia 10 G2 5,63+0,678 4,092 7,160
G3 6,96+0,674 5,406 8,514

Gl 6,80+0,485 5,683 7,922

Dia 12 G2 6,39+0,933 4,278 8,500
G3 7,61+0,667 6,073 9,149

Gl 6,88+0,704 5,259 8,504

Dia 14 G2 6,81+0,776 5,056 8,566
G3 9,00+0,969 6,770 11,239

Gl 6,97+0,738 5,270 8,673

Dia 16 G2 7,69+0,759 5,888 9,486
G3 9,76+1,138 7,133 12,382

X= Media; EE= Error Estandar de la media; G1=grupo control; G2= 75 mg de P4; G3= 100 mg de
P4. Letras distintas en cada fila y cada dia muestran significacion, segun Tukey (P<0,05)

Esta apreciacion se muestra en el Gréfico 1, los valores promedios de cada

grupo durante las 11 mediciones, y podemos corroborar que a pesar de que

cada grupo los niveles de P4 plasmatico van incrementando conforme avanza

los dias de medicidn, solamente se muestra diferencias significativas en los

dias 3, 4 y 5 de medicién, siendo el G3 (100 mg de P4) el mas eficiente durante

el estudio.
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Gréfico 1. Niveles de P4 plasmatica (ng/ml), en los tres grupos, durante los
dias de medicion (Letras diferentes en cada dia de medicién entre los grupos muestran
significacion, segn Tukey, P<0,05).

4.2 Morfologia del CL

Los datos referentes al tamafio del CL (mm), fueron sometidos al Test de
Normalidad y homogeneidad, con las pruebas de Shapiro Wilk (Anexo 9) y
Levene (Anexo 10), respectivamente, cumpliendo con estos supuestos en

todas sus mediciones.

Al analizar el CL, se obtuvieron los valores promedios de cada grupo y su
variabilidad, y mediante un ANOVA (Anexo 11), se comprobé la existencia de
diferencias estadisticas (P<0,05) unicamente en el dia 2 de medicion, con

valores mas altos para G3 (100 mg de P4) (Tabla 3).
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Tabla 3. Estadisticos descriptivos del tamafio del CL (mm) en los tres

tratamientos y 11 dias de medicion.

Intervalo de confianza 95%

mDégiSc(ijéen Grupos i(rﬁlrznf Limite Limite
Inferior (mm) Superior (mm)
Gl 12,5+0,18° 12,1 12,9
Dia 2 G2 14,4+0,82° 12,6 16,2
G3 15,6+0,33? 14,8 16,3
G1 15,5+1,10 13,0 18,0
Dia 3 G2 16,0+0,50 14,9 17,2
G3 17,0+0,70 15,3 18,6
G1 18,8+0,88 16,8 20,9
Dia 6 G2 20,9+0,54 19,7 22,1
G3 20,2+0,62 18,7 21,7
G1 22,7+0,65 21,2 24,2
Dia 8 G2 22,6+0,56 21,3 23,9
G3 22,3+0,47 21,2 23,4
G1 23,4+0,53 22,2 24,7
Dia 10 G2 24,2+0,83 22,3 26,0
G3 22,7+0,44 21,6 23,7
G1 23,9+0,54 22,6 25,1
Dia 11 G2 25,0+0,81 23,1 26,8
G3 23,2+0,35 22,4 24,1
G1 25,0+0,67 23,5 26,6
Dia 12 G2 25,8+0,73 24,1 27,4
G3 23,9+0,42 22,9 24,9
G1 25,2+0,56 23,9 26,5
Dia 13 G2 26,1+0,76 24,4 27,8
G3 24,3+0,61 22,8 25,7
Gl 25,5+0,47 24,4 26,6
Dia 14 G2 26,5+0,74 24,9 28,2
G3 25,1+0,62 23,7 26,6
Gl 25,0+0,66 23,5 26,5
Dia 15 G2 26,6+0,84 24,7 28,5
G3 25,5+0,60 24,0 26,9
G1 24,9+0,81 23,0 26,8
Dia 16 G2 26,6+1,06 24,2 29,0
G3 25,9+0,99 23,6 28,3

X= Media, EE= Error Estandar, G1=grupo control; G2= 75 mg de P4; G3= 100 mg de P4
Letras distintas en cada fila y cada dia muestran significacion, segun Tukey (P<0,05)

Esta apreciacion se muestra en el Grafico 2, expresando los valores promedios
de cada grupo durante los 11 dias de medicion, y podemos corroborar que a
pesar de que cada grupo el tamafio del CL van incrementando conforme
avanza los dias de medicion, solamente se muestra diferencias significativas
en el inicio de medicién (dia 2), atribuyendo un mayor tamafio de CL al G3, lo
gue significa que al momento de la inyeccion de P4 en los tres grupos debid
haber existido una dominancia folicular y luteal diferente.
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Gréafico 2. Tamafio de CL (mm), en los tres grupos, durante los dias de

medicidn (Letras diferentes en cada dia de medicién entre los grupos muestran significacion,
segln Tukey, P<0,05).

4.3 Porcentaje de concepcion temprana (%)

Al analizar la tasa de concepcion temprana, se realizO0 una tabla de
contingencia que muestra los porcentajes de diagndstico de prefiez de los tres
grupos, de tal manera que se muestra valores porcentuales mas altos en G3;
sin embargo, al comparar estos porcentajes mediante la prueba Kruskal Wallis
(Anexo 13) se comprob6 que no existio diferencias estadisticas (P>0,05),
mostrandose dicha tasa de concepcién de manera similar en los tres grupos en

estudio.

Tabla 4. Porcentaje de concepcion temprana en los tres grupos en estudio.

Tasa de concepcion temprana

Grupos
Positivo (%) Negativo (%)
G1 66,702 33,30
G2 70,002 30,00
G3 88,902 11,10

Gl=grupo control; G2= 75 mg de P4; G3= 100 mg de P4. Letras distintas en cada fila y cada dia
muestran significacion, segun Kruskal Wallis (P<0,05)
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En el grafico 3, se aprecia estos valores porcentuales de cada grupo, con
valores mas altos en el siguiente orden G3, G2 y G1, sin embargo, en el
andlisis estadistico no existen diferencias, lo que significa que la tasa de

concepcion temprana en los tres grupos se comporté de manera similar.
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Grafico 3. Porcentaje de concepcion temprana de los tres grupos en estudio
(Letras diferentes en cada grupo muestran significacion, segun Kruskal Wallis, P<0,05).
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CAPITULO V: DISCUSION

5.1 Nivel de P4 plasmatica (ng/ml).

Al administrar P4 de larga accion a una dosis de 100mg en vaconas, se logré
aumentar la P4 plasmatica circulante durante 3 dias consecutivos (dias 3, 4 y
5), mostrando diferencias estadisticas significativas (p<0,05) al compararlas
con los resultados de G2 y G3, atribuyendo este resultado a que la dosis de G3
tiene mejor biodisponibilidad para elevar y mantener los niveles de P4

plasmatica en la fase litea temprana.

Aunque el producto comercial indica que las concentraciones exdgenas de P4
permanecen durante 5 dias, en este estudio y con las concentraciones
suministradas, los niveles se mantuvieron durante 3 dias, de acuerdo a los
datos de la Tabla 1. Resultados similares a los de esta investigacion obtiene
Lonergan (2011), en su estudio realizado, indicando que la administracién de
P4 exdgena en los dias 1, 2, 3 y 4 aumenta la concentracién periférica de
progesterona en plasma los dias 2 al 5 en comparacién con el grupo de control.
Estos resultados sugieren que el aumento de las concentraciones de
progesterona durante los primeros 5 dias de prefiez estimulan cambios en las
secreciones uterinas que directa o indirectamente estimulan el crecimiento y el

desarrollo del conceptus.

Garrett et al, (1988), en su estudio sobre la “Evidencia de la regulacion materna
del crecimiento y el desarrollo del embrién temprano en el ganado vacuno”,
administraron 100 mg de progesterona en los dias 1, 2, 3, y 4 de la prefiez que
resulté en un aumento de las concentraciones plasmaticas de progesterona

periféricas en los dias 2 a 5, resultados que coinciden con los nuestros.

Asi mismo Pugliesi et al, (2014), realizan una investigacion en donde las vacas
fueron tratadas con 150 y 300 mg de P4 de accion prolongada en el dia 2 0 3
después de la ovulacion (6-7 vacas / grupo). Las concentraciones plasmaticas
de P4 fueron mayores (P<0,05) desde el dia 2.5 -5.5 en los grupos. En
conclusién, se mostrd por primera vez que la suplementacion de P4 de accion

prolongada en el dia 2 6 3 después de la ovulacion aumenta las
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concentraciones de P4 durante = 3 dias. Efecto encontrado también en el

presente estudio.

El aumento de las concentraciones de P4 dentro de la primera semana después
de la concepcidon estan asociados con la expresion génica alterada en el
endometrio, que conduce al avance en el alargamiento conceptus (Carter et al.,
2008; Forde et al., 2009; O'Hara et al., 2014) y el aumento de la secrecion de
interferon-tau (Mann y Lamming, 1999; O'Hara et al., 2014).

5.2 Morfologia del Cuerpo Luteo.

Al analizar los datos obtenidos de la medicion del CL, se encontro en el dia 2
diferencias significativas (P<0,05) de G3 con respecto a G1 y G2, dia que
corresponde con el dia que se administré P4 de larga accion, lo que presume el
diferente estado fisiolégico de los animales. En los dias posteriores de
medicidén no se encontré diferencias significativas, lo que indica que la dosis de
75 mg y 100mg de G2 y G3 respectivamente no influye sobre la morfologia del
CL. Sin embargo, se muestra un desarrollo proporcional y progresivo del

crecimiento del CL desde el dia 2 al 16.

Luego de la administracion de P4, los niveles de la hormona se hacen mayores
en las vacas que recibieron mayor concentracién de P4 (G2 y G3) y menores
en las que recibieron menos o nada (G1). Este fendmeno se observa durante el
periodo en que la hormona exdgena estuvo circulando, y una vez que sus
niveles se reducen hasta desaparecer (dia 3 de administracién), solamente la
P4 producida por el CL se refleja en las concentraciones que se midieron y que
se muestran en la Tabla 3, con un comportamiento similar en los tres grupos

reflejando que los hallazgos del estudio parecen tener un sentido fisioldgico.

También pudiese ser que debido a la presencia de receptores de P4 en el CL,
la P4 exogena pudiera reforzar la capacidad esteroidogénica de las células
luteinicas, y por lo tanto pudiera aumentar la P4 plasmatica.

En estudio realizado por Pugliesi et al, (2014), area de CL vy el flujo sanguineo
durante los dias 2 al 8,5 no difiere (P>0,05) entre los grupos, lo que sugiere

gue el tratamiento con P4 no tiene efecto sobre el desarrollo del cuerpo lateo.
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En conclusion, de su trabajo, se mostrd por vez primera que la suplementacion
de P4 de accion prolongada en el dia 2 6 3 después de la ovulacidén no tiene
efecto sobre el desarrollo del cuerpo lateo. Siendo estos resultados semejantes

a los obtenidos en este estudio.

Por su parte O’Hara et al (2014), ponen de manifiesto que los efectos de la
suplementacion con P4 son paradojicas al administrar en el periodo de
metaestro temprano en cuanto a su efecto positivo en el desarrollo embrion y

sus efectos negativos sobre la vida atil del CL.
5.3 Porcentaje de concepcion temprana

De los datos obtenidos en el trabajo realizado en 28 unidades experimentales,
se compar6 entre grupos y los resultados fueron no significativos, obteniéndose
para G1 = 66.7%, G2 = 77% y G3 = 88,9%, sin embargo, numéricamente los
valores obtenidos son muy altos y con una diferencia del 22% entre G1 y G3,
pudiendo ser muy importante econémicamente para una finca comercial.
Puede ser probable que el factor raza pude haber influido en este trabajo, pero
al no ser considerado dentro del disefio estadistico pudiese haber influido en la

falta de significancia ante tal diferencia numérica.

Ademas, los altos porcentajes de prefiez temprana pueden atribuirse a una
correcta observacién de celos, una buena técnica al momento de realizar IA y/o
la calidad de las pajuelas utilizadas. Considerando también que el nUmero de
unidades experimentales es reducido no se deberia considerar estos

resultados como concluyentes.

Los resultados obtenidos en este estudio se fundamentan a partir de que la P4
insuficiente en los primeros dias de la concepcion puede conllevar a la pérdida
embrionaria y la aplicacion de P4 de larga accion con dosis reducidas
compensaria esta insuficiencia, disminuyendo la pérdida de prefiez, como
plantean Arndt et al., (2009), quienes encontraron rasgos de pérdidas
embrionarias del 20 al 30 % durante los primeros dias de gestacion en el

ganado.
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Los resultados de incremento en el porcentaje de concepcion entre G3 y G1
(22,2%) son similares con los obtenidos por Mann y Lamming, quienes
demostraron que las tasas de prefiez aumentan en las vacas lecheras al recibir
dispositivos intravaginales liberadores de progesterona 0 progesterona

inyectable después de la inseminacion.

De igual forma con relacion al porcentaje de prefiez, Flores et al., (2007)
encontraron que existen diferencias altamente significativas entre los
tratamientos con implante y sin implante, estando dicho incremento a favor del
tratamiento con implante entre 24 y 49% cuyo promedio 36,3% se muestra

semejante al obtenido en la presente investigacion 22,2%.

Asi mismo, Larson et al., (2007) demostraron que el tratamiento CIDR aumenté
las concentraciones circulantes de progesterona en los animales tratados frente
a los animales de control, encontrando al dia 4, 0.7ng/ml (p<0,05) y mayor tasa
de gestacion del 35% (22/63) al 48% (32/67) (p=0,068).

En el estudio realizado por la autora Monica Brito, (2013), se obtienen también
resultados muy parecidos a los nuestros en cuanto a la tasa de prefiez. En el
que considerando que las vacas del experimento fueron tratadas en iguales
condiciones de manejo sanitario y nutricional y una vez realizado el
correspondiente analisis se encontr6 evidencia estadistica suficiente para
afirmar que existe un porcentaje de prefiez de 83,33% en vacas tratadas con
progesterona post-inseminacion, con respecto a las que no fueron tratadas con

este producto.
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CAPITULO VI: CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
6.1 Conclusiones

De acuerdo a los datos obtenidos en esta investigacion, se puede concluir que,
la administracién exégena de bajas dosis de P4 de larga accion via subcutanea
en vaconas del altiplano ecuatoriano dos dias post IA no afecta la funcionalidad
y morfologia del CL y estadisticamente no mejora el porcentaje de concepcion
temprana. Sin embargo, numéricamente los valores obtenidos son muy altos y
con una diferencia del 22% entre G1 y G3, pudiendo ser muy importante

econémicamente para una finca comercial.

La aplicaciéon de una inyeccion de P4 (100 mg) de accién prolongada (SC), dos
dias después de la IA, puede ser la mejor opcidn para mantener constante los
niveles de P4 plasmatica en las vaconas durante los dias 3, 4 y 5 post IA. No
obstante, las mediciones de P4 plasmatico tuvieron un comportamiento similar

hasta los 16 dias de medicion.

Ademas, el aumento temprano y sostenido de P4 plasmética después de la IA

no afecta la morfologia (presencia y el tamafio) del CL.

Finalmente, la aplicacion exégena de P4 no afecta el porcentaje de concepcion
temprana y a pesar de que los porcentajes fueron altos en los tres grupos no
existio diferencias estadisticas que demuestren eficacia en los grupos

experimentales.
6.2 Recomendaciones

Continuar realizando investigaciones donde se aplique P4 de larga accion con
dosis reducidas post IA, incrementando la muestra de vaconas a utilizar. Con el
objetivo de obtener resultados concluyentes sobre la eficacia del tratamiento en

lo que respecta a porcentaje de concepcion temprana en nuestro pais.

Poner a disposicion esta investigacion, con la finalidad de que se utilice esta
técnica como herramienta de trabajo para mejorar la eficiencia reproductiva
bovina, que a su vez brindard un gran aporte al sector ganadero con el

incrementando el nimero de crias por afio.
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Divulgar los resultados obtenidos en la presente investigacion a todos aquellos
involucrados en mejorar la eficiencia reproductiva en los hatos ganaderos,

profesionales, estudiantes, productores ganaderos y personas afines al tema.
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ANEXOS

Anexo 1. Razas y numero de vaconas que conformaron los grupos 1, 2y 3 en

este estudio.

BORWN | BIOTIPO | HOLSTEIN
| SWISS |CRIOLLA |FRIESIEAN| TOTAL
Gl 3 3 3 9
G2 3 3 4 10
G3 2 4 3 9
TOTAL 8 10 10 28

Anexo 2. Niveles de progesterona (P4) expresada en ng/ml, durante los dias

de muestreo. Grupo 1, 2y 3.

Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia
GRUPO RAZA 0 2 3 4 5 6 8 10 12 14 16
A 0,26 0,23 056 0,88 1,28 4,64 464 497 683 7,28 8,27
A 051 064 0,74 269 296 3,8 4,43 492 499 421 354
A 0,24 0,24 046 159 091 4,17 536 9,05 9,09 994 7,71
B 026 03 037 071 133 17 425 522 794 754 9,66
G1 B 0,11 0,18 0,42 0,39 047 0,73 1,78 2,26 4,74 393 534
B 0,34 055 0,34 0,74 1,97 343 6,14 7,09 7,58 941 10,14
C 0,18 0,19 041 0,73 1,28 4,48 449 6,32 621 725 593
C 02 019 042 054 064 339 364 705 79 727 7,21
C 0,42 0,38 042 1,31 2,05 294 3,65 434 594 51 4,94
A 0,1 0,14 0,1 032 0,38 1,07 1,15 291 347 474 549
A 0,09 0,21 043 1,06 16 191 4,77 546 4,6 437 511
A 0,08 1,73 1,77 2,78 3,1 598 783 663 685 7,47 7,552
B 0,13 0,16 0,88 15 2,09 488 6,08 855 1257 12 12,4
G2 B 028 052 092 063 19 394 51 727 536 621 541
B 0,41 102 108 1,43 195 1,42 428 489 6,28 7,11 7,97
C 022 06 089 143 13 39 283 457 546 6,6 7,03
C 0,17 0,14 0,29 055 1,00 1,72 3,73 491 527 565 8,82
C 063 071 1 156 1,73 194 238 241 353 427 5,85
C 026 0,28 189 1,41 365 595 7,27 866 105 9,69 11,27
A 0,21 0,23 2,01 215 4,05 577 653 7,66 7,57 8,44 1043
A 051 1,55 1,79 2,02 1,81 1,03 2,03 572 585 532 5
B 0,27 1,08 4,04 519 59 6,73 9,68 9,72 1043 12,84 1247
B 0,17 0,18 12 125 155 163 332 569 6,25 8,29 8,9
G3 B 025 03 149 167 1,75 152 3,03 352 468 6,06 6,49
B 06 089 143 13 39 283 457 546 6,6 6,98 7,05
C 0,38 099 234 42 59 65 89 87 103 11,8 14,53
C 0,71 1,02 381 362 388 528 662 7,14 71,7 8,16 8,7
C 0,29 0,27 2,03 359 6,07 589 7,94 9,03 9,12 13,15 14,25
A = BROWN SWISS, B = BIOTIPO CRIOLLO, C = HOLSTEIN FRESIAN
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Fuente: Reporte de resultados del laboratorio CENBIOCLI S.A.

Anexo 3. Test de Normalidad de Shapiro-Wilk en todos los dias de medicion de

la P4 plasmaética.

Pruebas de normalidad

Shapiro-Wilk
GRUPOS Estadistico gl Sig.
Grupo 1 0,95 9 0,69
Dia O Grupo 2 0,85 10 0,058
Grupo 3 0,902 9 0,264
Grupo 1 0,821 9 0,035
Dia 2 Grupo 2 0,818 10 0,024
Grupo 3 0,875 9 0,139
Grupo 1 0,797 9 0,019
Dia 3 Grupo 2 0,925 10 0,402
Grupo 3 0,835 9 0,051
Grupo 1 0,818 9 0,032
Dia 4 Grupo 2 0,895 10 0,195
Grupo 3 0,905 9 0,28
Grupo 1 0,935 9 0,53
Dia 5 Grupo 2 0,954 10 0,72
Grupo 3 0,858 9 0,09
Grupo 1 0,9 9 0,255
Dia 6 Grupo 2 0,875 10 0,115
Grupo 3 0,847 9 0,069
Grupo 1 0,941 9 0,594
Dia 8 Grupo 2 0,98 10 0,966
Grupo 3 0,942 9 0,605
Grupo 1 0,973 9 0,917
Dia1l0 Grupo 2 0,946 10 0,617
Grupo 3 0,955 9 0,75
Grupo 1 0,96 9 0,797
Dial2  Grupo 2 0,842 10 0,046
Grupo 3 0,945 9 0,634
Grupo 1 0,915 9 0,351
Dia1l4  Grupo 2 0,895 10 0,193
Grupo 3 0,898 9 0,239
Grupo 1 0,97 9 0,892
Dial6  Grupo 2 0,887 10 0,156
Grupo 3 0,94 9 0,586

*, Esto es un limite inferior de la significacién verdadera.
a. Correccion de significacion de Lilliefors
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Anexo 4. Prueba de Kruscall Wallis para el dia 2 de medicién de P4

Estadisticos de prueba?P

DIA_2
Chi-cuadrado 2,79
al 2
Sig. asintética 0,25

a. Prueba de Kruskal Wallis

Anexo 5. Test de Homogeneidad de las varianzas de Levene en todos los dias

de medicion de la P4 plasmatica

Prueba de homogeneidad de varianzas

Estadistico de Levene dfl df2 Sig.

Dia 0 0,875 2 25 0,429
Dia 2 4,184 2 25 0,027
Dia 3 6,162 2 25 0,007
Dia 4 6,44 2 25 0,006
Dia 5 3,633 2 25 0,041
Dia 6 5,576 2 25 0,01
Dia 8 4,146 2 25 0,028
Dia 10 0,102 2 25 0,904
Dia 12 1,221 2 25 0,312
Dia 14 0,723 2 25 0,495
Dia 16 1,319 2 25 0,285
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Anexo 6. ANOVA para determinacion del nivel de P4 plasmética en ng/ml, en
diferentes dias, post IA y aplicacién de P4 exdgena de larga accion.

Suma de

Media

cuadrados gl cuadratica F Sig.

Entre grupos 0,096 2 0,048 1,769 0,191
Dia 0 Dentro de grupos 0,676 25 0,027

Total 0,772 27

Entre grupos 0,729 2 0,365 2,04 0,151
Dia2  pentro de grupos 4,467 25 0,179

Total 5,196 27

Entre grupos 15,372 2 7,686 16,821 0
Dia3 pentrodegrupos 11,423 25 0,457

Total 26,795 27

Entre grupos 15,939 2 7,969 8,175 0,002
Dla4 bentro de grupos 24,372 25 0,975

Total 40,311 27

Entre grupos 30,595 2 15,297 9,504 0,001
Dia s Dentro de grupos 40,238 25 1,61

Total 70,832 27

Entre grupos 4,608 2 2,304 0,643 0,534
Dia6 pentrode grupos 89,591 25 3,584

Total 94,199 27

Entre grupos 12,961 2 6,48 1,438 0,256
Dia8 Dentrode grupos 112,677 25 4,507

Total 125,638 27

Entre grupos 10,391 2 5,196 1,243 0,306
Dia 10 Dentro de grupos 104,484 25 4,179

Total 114,876 27

Entre grupos 7,242 2 3,621 0,711 0,501
Dia 12 pentro de grupos 127,399 25 5,096

Total 134,642 27

Entre grupos 28,523 2 14,261 2,265 0,125
Dia 14 Dentro de grupos 157,442 25 6,298

Total 185,965 27

Entre grupos 37,895 2 18,948 2,501 0,102
Dia16 Dentro de grupos 189,369 25 7,575

Total 227,264 27
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Anexo 7. Prueba estadistica de Tukey, para niveles de P4 plasmatica.

nnnnnnnnnnnnnnnn

Intervalo de
Variaple 0] . (J). Diferengia Error ' confianza al 95%
dependient Tratamient Tratamiento de medias . Sig.
e 0s s (1-0) estandar Limite  Limite
inferior  superior
Grpoy ©UPO2 0043 0076 0838 0145 0231
Grupo3  -0,097 0078 0,438 -0,290 0,096
a0  Grupoz CUPOL 0043 0076 0838 0231 0,45
Grupo3  -0,140 0076 0,175 -0,328 0,049
Grupo3  GUPOL 0097 0078 0433 0,09 0,290
Grupo2 0,140 0076 0,175 -0,049 0,328
Grpo1  OUPO2 0229 0194 0477 0713 0255
Grupo3  -0,401 0,199 0,130 -0,897 0,095
baz  Gupoz OMUPOL 0229 0194 0477 0255 0713
Grupo3  -0,172 0,194 0,653 -0,656 0,311
Grupog  CMUPOl 0401 0199 0130 0095 0897
Grupo2 0,172 0,194 0,653 -0,311 0,656
Grupo2  -0,466 0,311 0,308 -1,240 0,308
Grupol  Gpo3  -1,7778 0319 0000 -2572 -0.984
Grupol 0466 0311 0308 -0,308 1,240
Dia 3 GI‘UDO 2 .
Grupo3  -1,3118 0311 0,001 -2,085 -0,538
Grupol 1,7778° 0319 0,000 0,984 2572
GruPes G2 13118 0311 0001 0538 2,085
Grupo2  -0,203 0454 0896 -1,333 0,927
Grupol  Grpo3 <1712 0465 0003 -2,.872 0,553
, Grupol 0203 0454 0896 -0,927 1,333
Dia4 — Grpoz o 03 15097 0454 0007 -2,640 -0,380
Grupol 1,7122° 0465 0,003 0553 2,872
Grupo 3 .
Grupo2  1,5097° 0454 0,007 0,380 2,640
Grupo2  -0,439 0583 0,735 -1,891 1,013
Grupol  Gpo3 24356 0598 0001 -3925 -0946
Grupol 0439 0583 0,735 -1,013 1,891
Dia 5 Grupo 2 .
Grupo3  -1,9968° 0583 0,006 -3,449 -0,545
Grupol 24356 0598 0,001 0946 3,925
CrUPO3  Spo2  1,9968° 0583 0006 0545 3,449
Grupo 1 Grupo 2 -0,018 0,870 1,000 -2,184 2,149
Grupo3  -0,878 0892 0594 -3,101 1,345
. Grupo 1 0,018 0,870 1,000 -2,149 2,184
Dla6  Grpoz o o3 080 0870 0591 -3027 1,306
Grupo3  GUPOL 0878 0892 0594 1345 3101
Grupo2 0,860 0870 0591 -1,306 3,027
Dia8 Grupol Grupo2 0278 0975 0956 -2,707 2,152
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Grupo 3 -1,582 1,001 0,272 -4,075 0,911
Grupo 2 Grupo 1 0,278 0,975 0,956 -2,152 2,707
Grupo 3 -1,305 0,975 0,388 -3,734 1,125
Grupo 3 Grupo 1 1,582 1,001 0,272 -0,911 4,075
Grupo 2 1,305 0,975 0,388 -1,125 3,734
Grupo 1 Grupo 2 0,065 0,939 0,997 -2,275 2,405
Grupo 3 -1,269 0,964 0,399 -3,669 1,132
. Grupo 1 -0,065 0,939 0,997 -2,405 2,275
Dlald  Grupo2 o 03 1334 0939 0346 -3.674 1,006
Grupo 3 Grupo 1 1,269 0,964 0,399 -1,132 3,669
Grupo 2 1,334 0,939 0,346 -1,006 3,674
Grupo 1 Grupo 2 0,413 1,037 0,917 -2,170 2,997
Grupo 3 -0,809 1,064 0,730 -3,460 1,842
. Grupo 1 -0,413 1,037 0,917 -2,997 2,170
Dlalz Gupoz o ho3 1222 1037 0477 -3806 1,361
Grupo 3 Grupo 1 0,809 1,064 0,730 -1,842 3,460
Grupo 2 1,222 1,037 0,477 -1,361 3,806
Grupo 1 Grupo 2 0,070 1,153 0,998 -2,802 2,942
Grupo 3 -2,123 1,183 0,192 -5,070 0,823
Dia 14 Grupo 2 Grupo 1 -0,070 1,153 0,998 -2,942 2,802
Grupo 3 -2,193 1,153 0,159 -5,066 0,679
Grupo 3 Grupo 1 2,123 1,183 0,192 -0,823 5,070
Grupo 2 2,193 1,153 0,159 -0,679 5,066
Grupo 1 Grupo 2 -0,716 1,265 0,839 -3,866 2,434
Grupo 3 -2,787 1,297 0,100 -6,018 0,445
. Grupo 1 0,716 1,265 0,839 -2,434 3,866
Dla 16 Grupo 2 Grupo 3 -2,071 1,265 0,249 -5221 1,079
Grupo 3 Grupo 1 2,787 1,297 0,100 -0,445 6,018
Grupo 2 2,071 1,265 0,249 -1,079 5,221
Se basa en las medias observadas.
El término de error es la media cuadratica (Error) = 7,575.
*, La diferencia de medias es significativa en el nivel ,05.
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Anexo 8. Morfologia del CL (promedio de los diametros mayores), expresado

en mm, durante los dias en que se realizé las mediciones por ultrasonografia,

correspondientes al grupo 1, 2y 3.

Grupo Raza Dia2 Dia3 Dia6 Dia8 Dia 10 Dia1ll Dia 12 Dia 13 Dia 14 Dia 15 Dia 16
A 12,7 12,7 20,2 234 234 24 25 25,8 26 26,2 26,7
A 12 23,1 22,7 244 246 252 259 23,7 24,6 24 23
A 11,3 15,7 19,1 23,7 25,7 266 285 268 272 279 279
B 12,8 15,7 14,7 22,6 22,1 20,7 241 245 249 253 258
Gl g 12,8 15,7 151 205 21 23,3 234 238 23,7 23 22,9
B 12,8 12,7 19 21 223 23 23 23,7 24 24,3 25,6
C 12,8 17,1 186 23,1 256 236 228 251 254 216 20
C 128 143 186 20 229 238 249 25 25,6 25,8 258
C 128 124 216 26 232 248 27,7 288 27,9 27 26,2
A 18 18 19 21 21 215 248 251 25 24,8 24
A 16,6 17,8 234 21,4 21,2 24,6 25 24,6 25,8 24 23,5
A 17,3 159 20,3 21 23,7 24,1 249 25 25,8 26,9 27,2
B 16 16,9 19 21 221 221 23 23,8 24,9 25 25,9
G2 B 139 175 194 238 244 241 239 237 23 22,4 20,3
B 11,8 143 22,4 23,6 24,8 25 26,2 26,9 27,5 289 30
C 11,3 149 22 23 256 26,6 276 28,1 29 29,2 295
C 11,3 149 22 242 276 286 293 30 29,5 29,2 30
C 12,4 134 224 26 288 294 295 29,7 30 30,2 30,2
C 154 16,6 19 21 225 235 235 243 248 253 258
A 13,7 16,8 17,7 20 206 21,3 21,7 216 21,3 22,7 2472
A 159 16,4 21,1 225 22 22,9 235 22 24,8 23,6 20
B 159 142 179 21 224 231 248 259 26,1 258 27
B 155 158 19,2 21,8 221 23 23,5 24 24,7 254 26,5
G3 B 155 158 22,7 23 238 24 245 25,9 26 26,4 26,9
B 16,4 194 20,6 222 222 229 23 23,8 248 249 256
C 16,7 17,3 21 23,9 245 245 25 256 26,8 27,2 28,3
C 149 20,2 21,3 23,7 23,7 241 252 255 26,6 27,7 289
C 13,3 16,7 226 26 269 275 29,2 294 294 29 29,5

A = BROWN SWISS, B = BIOTIPO CRIOLLO, C = HOLSTEIN FRESIAN
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Anexo 9. Prueba de normalidad de Shapiro-Wilk para CL en los tres grupos y

los dias de medicion.

Pruebas de normalidad

Grupos Shapiro-Wilk
Estadistico gl Sig.
Grupo 1 0,598 9 0
Dia 2 Grupo 2 0,9 10 0,219
Grupo 3 0,924 8 0,467
Grupo 1 0,82 9 0,034
Dia 3 Grupo 2 0,939 10 0,546
Grupo 3 0,939 8 0,6
Grupo 1 0,926 9 0,444
Dia 6 Grupo 2 0,851 10 0,06
Grupo 3 0,919 8 0,421
Grupo 1 0,961 9 0,805
Dia 8 Grupo 2 0,847 10 0,054
Grupo 3 0,964 8 0,849
Grupo 1 0,946 9 0,644
Dia 10 Grupo 2 0,944 10 0,596
Grupo 3 0,94 8 0,607
Grupo 1 0,96 9 0,794
Dia 11 Grupo 2 0,936 10 0,51
Grupo 3 0,906 8 0,328
Grupo 1 0,916 9 0,358
Dia 12 Grupo 2 0,899 10 0,216
Grupo 3 0,917 8 0,407
Grupo 1 0,87 9 0,124
Dia 13 Grupo 2 0,859 10 0,075
Grupo 3 0,847 8 0,09
Grupo 1 0,954 9 0,73
Dia 14 Grupo 2 0,921 10 0,369
Grupo 3 0,822 8 0,049
Grupo 1 0,986 9 0,988
Dia 15 Grupo 2 0,923 10 0,385
Grupo 3 0,969 8 0,886
Grupo 1 0,896 9 0,232
Dia 16 Grupo 2 0,905 10 0,25
Grupo 3 0,876 8 0,174

*, Esto es un limite inferior de la significacién verdadera.
a. Correccion de significacion de Lilliefors
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Anexo 10. Test de Levene para homogeneidad de las varianzas en los dias de

medicion del CL.

Prueba de homogeneidad de varianzas

Estadistico de Levene dfl df2 Sig.
Dia 2 18,718 2 24 O
Dia 3 0,781 2 24 0,469
Dia 6 0,311 2 24 0,736
Dia 8 0,941 2 24 0,404
Dia 10 2,436 2 24 0,109
Dia 11 2,563 2 24 0,098
Dia 12 1,818 2 24 0,184
Dia 13 1,683 2 24 0,207
Dia 14 2,125 2 24 0,141
Dia 15 2,086 2 24 0,146
Dia 16 0,71 2 24 0,502

Anexo 11. ANOVA para tratamientos y evaluacién de la morfologia del CL

(promedio de didmetros mayores), en diferentes dias de medicion post 1A y

aplicacion de P4.

Suma de | Media S
cuadrados 9 cuadratica 9.
Entre 40,088 2 20,044 7,033 0,004
grupos
DIA2  Dentrode 68,399 24 285
grupos
Total 108,487 26
Entre 9,703 2 4,851 0,849 0,44
grupos
DIA3 ~ Dentode  ,47,,, o4 5713
grupos
Total 146,816 26
Entre 20,22 2 10,11 2335 0,118
grupos
DIA6  Dentrode 103,92 24 4,33
grupos
Total 12414 26
Entre 1,026 2 0513 0173 0,842
grupos
DIAg  Dentode -, .5 5 2.963
grupos
Total 72,147 26
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Entre 10,137 2 5068 1302 029
grupos
DIA10  Dentrode 93,415 24 3.892
grupos
Total 103552 26
Entre 13,745 2 6,873 1,878 0,175
grupos
DIA11  Dentrode 87,829 24 3,66
grupos
Total 101,574 26
Entre 15,595 2 7,798 2,054 0,15
grupos
DIA12  Dentrode 91,121 24 3,797
grupos
Total 106,716 26
Entre
ipos 14.947 2 7474 1876 0175
DIA 13 Dentro de
Srupos 95587 24 3,083
Total 110534 26
Entre 9,745 2 4,872 1,349 0,279
grupos
DIA14  Dentrode 86,715 24 3,613
grupos
Total 96,46 26
Entre 12,62 2 6.31 1,308 0,289
grupos
DIA15 Dentode ;1,541 54 4,826
grupos
Total 128436 26
Entre 14.791 2 7395 0,867 0433
grupos
DIA16 Dentode .4, ;95 o4 8,533
grupos
Total 219,585 26
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Anexo 12. Prueba estadistica de Tukey, para morfologia de CL.

Intervalo de
Variable 0) 6)) Diferencia de Error i confianza al 95%
dependiente Tratamiento  Tratamiento medias (I-J) estandar 9 Limite Limite
inferior superior
G 1 Grupo 2 -0,53111 1,09822 0,88 -3,274 2,2115
rupo
P Grupo 3 -1,49861 1,16143 0,414 -4,399 1,4018
Grupo 1 0,53111 1,09822 0,88 -2,212 3,2737
Dia 3 Grupo 2
Grupo 3 -0,9675 1,13377 0,674 -3,799 1,8639
Grupo 1 1,49861 1,16143 0,414 -1,402 4,399
Grupo 3
Grupo 2 0,9675 1,13377 0,674 -1,864 3,7989
G 1 Grupo 2 -1,05222 0,87337 0,462 -3,233 1,1288
rupo
P Grupo 3 0,34028 0,92364 0,928 -1,966 2,6469
Grupo 1 1,05222 0,87337 0,462 -1,129 3,2333
Dia 14 Grupo 2
Grupo 3 1,3925 0,90164 0,289 -0,859 3,6442
G 3 Grupo 1 -0,34028 0,92364 0,928 -2,647 1,9663
rupo
P Grupo 2 -1,3925 0,90164 0,289 -3,644 0,8592
Grupo 2 -1,57889 1,00934 0,28 -4,1 0,9417
Grupo 1
Grupo 3 -0,45139 1,06743 0,907 -3,117 2,2143
Grupo 1 1,57889 1,00934 0,28 -0,942 4,0995
Dia 15 Grupo 2
Grupo 3 1,1275 1,04201 0,534 -1,475 3,7297
Grupo 1 0,45139 1,06743 0,907 -2,214 3,1171
Grupo 3
Grupo 2 -1,1275 1,04201 0,534 -3,73 1,4747
G 1 Grupo 2 -1,76222 1,34217 0,402 -5,114 1,5896
rupo
P Grupo 3 -1,04722 1,41942 0,744 -4,592 2,4975
Grupo 1 1,76222 1,34217 0,402 -1,59 5,114
Dia 16 Grupo 2
Grupo 3 0,715 1,38562 0,864 -2,745 4,1753
Grupo 1 1,04722 1,41942 0,744 -2,498 4,5919
Grupo 3
Grupo 2 -0,715 1,38562 0,864 -4,175 2,7453

*, La diferencia de medias es significativa en el nivel 0.05.

Anexo 13. Prueba de Kruskal Wallis de los tres grupos en estudio

Estadisticos de prueba?P

Prefez
Chi-cuadrado 1,343
gl 2

Sig. asintotica 0,511
a. Prueba de Kruskal Wallis
b. Variable de agrupacion: Tratamiento
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Anexo 14. Fotografias del trabajo realizado en campo.

Dirigiendo a las vaconas a través de la manga de la Granja de Irquis.
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Ecografia transrectal para observaciéon de los ovarios y CL.
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Ecografia transrectal para observacion de los ovarios y CL.
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Ecografia transrectal para observacién de los ovarios y CL.
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Anexo 15. Fotos del trabajo en el laboratorio de la Granja. Separacion del
plasma sanguineo, por medio de centrifugacion.
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Anexo 16. Ecografias de ovarios, se muestran los cuerpos lateos.
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Anexo 17. Ecografias donde se puede evidenciar gestacion.
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