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Resumen

Esta investigacion determiné la relacion entre la concentracion de la hormona anti-
mdulleriana (AMH) y el recuento de foliculos antrales (RFA) en 80 vacas de raza Holstein
mestizas. Los ovarios recuperados fueron trasladados a laboratorio para determinar el peso,
tamafio y estructuras presentes en la superficie ovarica (cuerpo lateo y foliculos). En
general, la AMH en plasma (pg/mL) tuvo una concentracién media (x desviacion estandar),
minimo y maximo de 280,1 + 15,53; 53,7 y 580,1 respectivamente. La media general del
RFA visual fue 26,9 + 9,49 foliculos y con ecografia fue 20,5 + 7,53 foliculos. Las vacas
fueron clasificadas en grupos en base al numero de RFA (Alto, Medio y Bajo); mediante
técnica visual se determind un promedio de (36,9 + 1,16) foliculos en el grupo Alto; grupo
Medio (23,8 + 0,62) y Bajo (11,4 + 1,13) con diferencia estadistica entre grupos (p<0,05); y
con ecografia se encontré en el grupo Alto (31,4 + 0,26 foliculos), grupo Medio (19,0 + 0,41
foliculos) y grupo Bajo (10,1 + 0,69). El tamafio de ovario derecho (Ol) y ovario izquierdo
(OD) determinado a través de las dos técnicas (visual y ecografica) fueron similares (29,08
1+ 0,51 mmy 30,03 £ 0,57 mm, p>0,05). El peso promedio tanto del OD y el Ol fue (8,18 +
0,20 g); el peso del cuerpo luteo fue alrededor de los 4, 12 + 0,19 g. En conclusion, la

concentracion de AMH se correlaciona de manera positiva y significativa con el RFA.

Palabras clave: anti-mulleriana, bovinos, ovarios, foliculos, ELISA
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Abstract

This investigation determined the relationship between the concentration of anti-mdullerian
hormone (AMH) and the antral follicle count (ARF) in 80 crossbred Holstein cows. The
recovered ovaries were transferred to the laboratory to determine the weight, size, and
present structures on the ovarian surface (corpus luteum and follicles). In general AMH in
plasma (pg/mL) had a mean (+ standard deviation), minimum and maximum concentration of
280.1 £ 15.5; 353.7 and 580.1 respectively. The general average of the visual RFA was 26.9
+ 9.49 follicles, and with ultrasound, it was 20.5 + 7.53 follicles. The cows were classified
into three groups based on the number of RFA (High, Medium, and Low); Using the visual
technique the average (36.9 + 1.16) follicles were determine in the High group; Medium
(23.8 £ 0.62) and Low (11.4 + 1.13) groups with the statistical difference between groups
(p<0.05); and with ultrasound, it was found, in the High group (31.4 + 0.26 follicles); the
Medium group (19.0 + 0.41, follicles) and the Low group (10.1 + 0.69). The size of the right
ovary (LE) and left ovary (RE) determined by the two techniques (visual and ultrasound)
were similar (29.08 £ 0.51 mm and 30.03 £ 0.57 mm, p>0 .05). The average weight of both
the RE and the LE was (8.18 = 0.20 g); the weight of the corpus luteum was around 4.12 +
0.19 g. In conclusion, the AMH concentration positively and significantly correlated with the
RFA.

Keywords: anti-mullerian, cattle, ovaries, follicles, ELISA
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Introduccioén

El progreso de las biotécnicas reproductivas como la multiovulacion y transferencia de
embriones por ovulaciones multiples (MOET, por sus siglas en inglés), o la aspiracion
ecoguiada (OPU, por sus siglas en inglés) se han visto limitadas por la variabilidad
individual en las diferentes especies estudiadas, principalmente en lo que respecta al
numero de foliculos antrales disponibles en los ovarios al momento del reinicio de una
nueva onda folicular y a la respuesta que estos tienen a los protocolos de superovulacién
(Ireland et al., 2007).

Varios trabajos han intentado disminuir esta variabilidad individual, identificando animales
con alto recuento de foliculos antrales (RFA), mediante el uso de la ultrasonografia; sin
embargo, esta es una técnica que requiere personal capacitado, equipos costosos de alta
resoluciéon e instalaciones adecuadas; ademds, por lo menos se deben realizar tres
ecografias seriadas para que el recuento de foliculos antrales (RFA) sea confiable (Perry &
Cushman, 2016).

Como alternativa, en los Ultimos afios se ha buscado valorar la concentracion de la hormona
anti-mulleriana (AMH), glucoproteina que permanece estable durante las diferentes fases
del ciclo estral en el bovino y que muestra una relacion fuerte con el nimero de foliculos

antrales tanto en Bos indicus (Silva et al., 2014) como en Bos taurus (Souza et al., 2015).

Sin embargo, todos los estudios que han determinado la existencia de esta relacion entre el
RFA y la concentracion de la AMH han sido realizados in vivo, donde el RFA fue evaluado
mediante ecografia, seguida de la toma de muestras de sangre para la valoracion de la
AMH vy si bien la relacion entre el RFA y la AMH en todas fueron positivas; no es menos
cierto que el numero de foliculos antrales en promedio descrito en los diferentes estudios
difiere sustancialmente ain en una misma raza como la Holstein (Guerreiro et al., 2014;

Souza et al., 2015), y por ende los valores de la AMH.

Esta variabilidad en el RFA existente en los diferentes estudios podria estar ligada a la
resolucion del ecografo, ya que conceptualmente un equipo con una resolucién de 3 mm,
por ejemplo, permite distinguir dos interfases separadas por 3 mm como dos estructuras
diferentes; sin embargo, si la distancia que separa las dos interfases es menor a 2 mm, esta
se observara como una solo estructura (Diez, 1992). Por lo tanto, la determinacion en forma
correcta de foliculos menores a 3 mm esté influenciada por la resolucion del ecégrafo (Rico
et al., 2011).

Jessica Alexandra Uruchima Uruchima
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Por lo tanto, seria importante realizar un estudio que valore la concentracion de AMH en un
animal vivo (sala pre-faenamiento) y luego post mortem para la que se recupere los ovarios
para determinar el nimero de foliculos antrales (RFA) existentes en los dos ovarios con la
finalidad de observar si la relacion entre la AMH y el RFA es similar a los estudios hasta

ahora existentes.

Ademas, si bien existe evidencia cientifica que determina que los bovinos con un bajo RFA
poseen ovarios mas pequefios con menor peso y una baja tasa de prefiez (Cushman et al.,
2009) esta caracteristica se relaciona con una baja respuesta al tratamiento de
superovulacién y menor nimero de embriones transferibles obtenidos al final del protocolo,
estos animales presentan concentraciones menores de AMH y progesterona circulante
(Lima et al., 2020). Sin embargo, trabajos recientes describen lo contrario (Jimenez et al.,
2017). Esta controversia en cuanto a los resultados genera la necesidad de profundizar
sobre esta relacion entre las caracteristicas de las estructuras ovaricas con el RFA y la

concentracion de la AMH.
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Objetivos
2.1 General

Evaluar los niveles de la hormona anti-mulleriana valorada pre-mortem y su relacién con las
caracteristicas morfolégicas ovaricas observadas post- mortem en vacas Holstein mestizas.
2.2 Especificos

" Cuantificar los niveles de la hormona anti-milleriana en vacas Holstein mestizas pre-
faenamiento.

" Relacionar las caracteristicas morfoldgicas (tamafio y peso) del ovario y cuerpo luteo
con los niveles de AMH.

. Contabilizar el nimero de foliculos antrales en forma visual agrupados en: <3 mm;
entre 3-5 mm; >5 y <10 mm y mayores a 10 mm y relacionarlos con la concentracién de
AMH.

" Determinar la fase del ciclo estral en la cual se encontraban los animales antes del

faenamiento y su relacién con los niveles de AMH.
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Revision de literatura

3.1  Anatomia del sistema reproductivo bovino

El sistema reproductivo de la vaca funcionalmente esta agrupado en componentes
asociados con la produccion y transporte de los ovocitos; gestacion y cépula (Nabors &
Linford, 2015). Es primordial conocer a profundidad las estructuras del tracto reproductivo
(ovarios, utero, cuello uterino y vagina) para poder interpretar cambios fisiologicos que

ocurren durante el ciclo estral y de las condiciones patoldgicas (Lefebvre & Gnemmi, 2009).

El ovario bovino es un 6rgano par primordial del aparato reproductor femenino, tiene como
funcion exocrina la produccion de évulos y endocrina la sintesis de hormonas sexuales,
principalmente estrogenos (E2) y progesterona (P4), son ovalados o con forma de almendra
cubierta por el epitelio germinal (Hafez, 2002); pudiendo variar la forma debido al
crecimiento de los foliculos o del cuerpo Idteo; con un didmetro entre 3 a 5 cm y un peso de
14 a 17 gramos (Gonzalez et al., 2017). Se encuentran situados en la cavidad abdominal en
posicién craneal con relacion al pecten del hueso pubis, sostenidos por el ligamento ancho,

especificamente por el mesoovario (Dejarnette & Nebel, 2022).

Esta constituido por dos partes, al realizar un corte se puede observar la regién medular
conocida como zona medullaris o vasculosa conformada por tejido conectivo, nervios, vasos
linfaticos y sanguineos y una regién cortical llamada zona parenchymatosa dividida en
epitelio, tunica albuginea y la corteza propiamente dicha en donde se encuentran los 6vulos
rodeados de células foliculares (Nabors & Linford, 2015); cuerpos hemorragicos, liteos,

corpus albicans y foliculos atrésicos (Galina & Valencia, 2008).

El cuerpo luteo (CL) es una glandula endocrina dinamica y transitoria que se desarrolla al
tercer dia de la ovulacion a partir de las células de la teca interna y la granulosa, con una
vida util alrededor de 17 — 18 dias, constituido por 50% de células endoteliales vasculares,
30% de las células luteales esteroidogénicas pequefias y grandes, ademas de células

inmunes, miocitos, fibroblastos, pericitos y células del masculo liso (Aréchiga et al., 2019).

Es voluminoso, de color amarillo, abarca mas de la mitad del tamafio del ovario, la parte
externa que sobresale en la superficie del ovario, forma un botén sélido y fragil con 2 cm de
alto y entre 1,3 — 2 cm de ancho, puede modificar no solo el tamafio del ovario sino también

la forma dependiendo de su localizacion (Gonzélez et al., 2017).
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Conforme avanza el proceso de degeneracion de las células luteales, el cuerpo amarillo
reduce su tamafo a la mitad y adquiere un color blanco recibiendo el nombre de corpus

albicans el mismo que puede persistir durante varios ciclos estrales (Hafez, 2002).

El desarrollo y funcionamiento normal del CL en los mamiferos esta dada por accién de la
hormona luteinizante (LH) secretada por la hipofisis anterior, la cual estimula directamente a
las células luteales pequefias mediante la activacion del segundo mensajero de la proteina
guinasa A para una mayor secrecion de progesterona (P4), mientras que las células luteales
grandes parecen mediar la accién luteolitica de esta hormona y tienen receptores para la

accion de las prostaglandinas (PGF2a) (Niswender et al., 2000).

Esta glandula es responsable de la duracion y regularizacion del ciclo estral, asi como de
controlar la ocurrencia de ovulaciones, siendo vital evaluar esta estructura para obtener
informacion relevante sobre el estado reproductivo de la hembra bovina (Wiltbank et al.,
2012). Produce P4, hormona trascendental para el mantenimiento de la gestacion, si se da
la fertilizacion del 6vulo, el CL se mantendra activo durante toda la prefiez debido a que el
embrion produce el interferén 1 (IFN-T) sustancia importante para el reconocimiento materno
de la gestacién, caso contrario el endometrio secreta pulsos de prostaglandina F2 alfa
(PGF2a) produciendo lisis del cuerpo liteo, es decir, disminuye el flujo sanguineo hacia el
ovario desencadenando asi la regresion funcional y estructural del CL al final de cada fase
lutea y brindando la oportunidad a la hembra bovina de presentar otro celo con ovulacién y

la oportunidad de aparearse y concebir nuevamente (Ochoa et al., 2018).

El Gtero posee dos estructuras denominados cuernos uterinos y un cuerpo; posee 3 capas
llamadas mucosa (endometrio), muscular (miometrio) y serosa, se halla sostenido por el
mesometrio e irrigado por la arteria uterina (Aradjo & Santos, 2007). La funcion mas
importante es albergar al embrion y luego al feto dandole proteccién y nutricion 6ptima pasa
su desarrollo y participa en la regulacion de la funcion del cuerpo lateo (Pansani & Beltra,
2009).

El cérvix es una estructura fibrosa con forma transversal dividido por pliegues llamados
anillos, estos se abren durante el estro y parto, pues funciona como una barrera natural
entre la vagina y el Utero; participa en la seleccion de espermatozoides viables y actua

como reservorio (Aradjo & Santos, 2007).
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3.2 Desarrollo folicular

El ovario es responsable de la produccion de ovocitos y la sintesis de hormonas sexuales,
estrégenos y progesterona, que favorecen y regulan la fertilizacion del 6vulo y el
mantenimiento de la prefiez. Dentro del foliculo ovarico se encuentra el ovocito rodeado por
las células de la granulosa que facilitan su crecimiento y maduraciéon. Una hembra bovina
nace con 200 mil foliculos aproximadamente, de los cuales pocos se activan e inician su
crecimiento y la mayoria sufre atresia en las diferentes etapas del desarrollo folicular. El
desarrollo de los foliculos comienza con la formacién de los foliculos primordiales durante la
etapa prenatal, estos foliculos se activan y se convierten en foliculos primarios y
secundarios, pues se mantiene en la etapa preantral independiente de gonadotropinas, pero
cuando los foliculos forman el antro se conocen como foliculos terciarios y depende de las

gonadotropinas (Hernandez, 2016).
3.3 Fases del desarrollo folicular

Clasificar los foliculos ovaricos desde el punto de vista morfolégico es importante para

poder comprender el desarrollo folicular y la atresia.
3.3.1 Foliculos primordiales

Estan constituidos por un ovocito cuyo diametro es de 30 um, no crece, sin zona pellcida y
rodeado por células de la granulosa aplanadas, es decir, su crecimiento se encuentra
detenido en la fase de diploteno de la profase | de la meiosis, su forma varia de esférico a
ovoide (Filipiak et al., 2016). EI nimero de foliculos en el ganado es muy variable al nacer y
tienden a agotarse durante el envejecimiento, ya que la reserva ovarica se compone

predominantemente de foliculos primordiales (Burns et al., 2005).
3.3.2 Foliculos primarios

Se caracterizan por presentar un ovocito esférico rodeado por una capa de 11 a 20 células
granulosas que adquieren una forma cuboidal y posee un diametro de 34,7 mm y muestran

indicios de formacion de la zona peltcida (Shimizu, 2016).
3.3.3 Foliculos secundarios

Poseen 2 0 mas capas de células granulosas y una pequefia cantidad de células de la teca

con capacidad de respuesta a las gonadotropinas (Aradjo et al., 2014).
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3.3.4 Foliculo terciario

Tienen varias capas de células granulosas, células de la teca y un ovocito primario, este
ovocito esta rodeado por un foliculo caracterizado por tener una cavidad antral que contiene
liquido folicular rico en estrégenos, aparece en la superficie del ovario como una vesicula
transparente llena de liquido, pues ha alcanzado su méaximo desarrollo y se convierte en
foliculo preovulatorio o Graaf siendo la etapa final del desarrollo del foliculo (Filipiak et al.,
2016).

3.4 Dinamica folicular

La dindmica folicular es un proceso de crecimiento, desarrollo continuo y de regresiéon de los
foliculos antrales que conlleva al desarrollo del foliculo preovulatorio, este desarrollo
folicular ocurre en ondas, pudiendo darse 2 o 3 ondas foliculares involucrando ciertas fases
durante el ciclo estral del bovino siendo muy importante conocer la dinamica folicular para
poder establecer protocolos de sincronizacion de celo y/o la ovulacion para mejorar la
eficiencia reproductiva (Valle, 2008). Esta dinamica folicular ha sido estudiada mediante
ultrasonografia y la medicion de niveles hormonales, sin embargo, estos resultados sufren
variaciones debido a factores como la genética, el estado fisioldgico, la nutricién, el clima o

el sistema de produccion (Restrepo, 2010).

Cada onda folicular involucra ciertas fases iniciando por la fase de reclutamiento folicular, la
cual se define como la formaciéon de una cohorte de 5 a 7 foliculos con un didmetro 3 a 4
mm; capaces de responder a la hormona foliculo estimulante (FSH) para continuar su
crecimiento, solo uno de esos foliculos reclutados es seleccionado al final de la fase comun
de crecimiento (fase de seleccion) para continuar creciendo y convertirse en foliculo
dominante cuyo tamafo oscila entre 12 — 20 mm vy el resto de los foliculos subordinados
sufren atresia o temporalmente crecen a una velocidad menos y posteriormente dejan de
crecer (Burns et al., 2005; Valle, 2008).

El comienzo de cada oleada de crecimiento folicular esta precedido por el incremento
significativo de la concentracion de FSH, para més tarde sufrir un descenso en la
concentracion de FSH debido a la accién del estradiol secretado por los foliculos en

crecimiento (Fernandez Sanchez, 2008).
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3.4.1 Fases de ladinamica folicular

3.4.1.1Fase de reclutamiento o emergencia

Esta fase ocurre en los dias 1 a 3 del inicio de la primera onda folicular, se define como la
formacién de una cohorte de 5 a 7 foliculos con un diametro < 3 mm con capacidad para
responder a la FSH para continuar su crecimiento (Hendriksen et al., 2003). Ademas, la
FSH induce la actividad de la enzima aromatasa sobre las células de la granulosa
permitiendo a los foliculos producir estradiol a partir de los andrégenos secretados por las
células de la teca interna; solo uno de esos foliculos reclutados es seleccionado al final de

la fase comun de crecimiento (Burns et al., 2005).
3.4.1.2 Fase de seleccion

Los foliculos seleccionados deben ser capaces de responder a las gonadotropinas y
producir estradiol (E2) en grandes cantidades para liberar el pico preovulatorio de la
hormona luteinizante (LH) e inducir la ovulacion, pues en las especies monovulares
usualmente un solo foliculo se convierte en foliculo dominante mientras que los otros sufren
atresia (Rosales et al., 2012). Este proceso de seleccion por la caida de los niveles de la
hormona foliculo estimulante (FSH) que ocurren 2-3 dias después de la fase de
reclutamiento (Pimenta et al., 2010). Investigaciones recientes en la especie bovina han
revelado que los foliculos que alcanzan un diametro de 5 mm pueden suprimir el efecto de
la FSH (Aerts & Bols, 2010).

3.4.1.3Fase de dominancia

Tres dias después del crecimiento folicular, el foliculo alcanza un tamafo de 8,5 mm y pasa
por el proceso de diferenciacion denominado desviacion permitiendo asi que el foliculo méas
grande se transforme en foliculo dominante y el resto de foliculos subordinados sufran
atresia, caracterizando a esta fase por un rapido crecimiento folicular y maduracion
ovocitaria en el foliculo dominante, pues el foliculo dominante produce sustancias
responsables de la supresion de la liberacion de hormona foliculo estimulante (FSH) e
inhibicién de la emergencia de la siguiente onda folicular asi como el aumento de la

secrecion pulsatil de la hormona luteinizante (LH) (Vasquez & Olivera, 2010).

En un experimento con vaquillas se observé que los foliculos que estan en la etapa de
crecimiento, es decir, antes de que pasen por el proceso de desviacién, tienen la capacidad

de convertirse en un foliculo dominante, asi lo sefialaron los investigadores, reportaron que
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al extirpar el foliculo méas grande justo antes de la desviacién, el segundo foliculo mas

grande se convierte en foliculo dominante (Aerts & Bols, 2010).
3.4.1.4Fase de atresia

Los foliculos subordinados sufren atresia o temporalmente crecen a una velocidad menor

para posteriormente dejar de crecer (Burns et al., 2005).
3.5 Ondas de desarrollo folicular

El ciclo estral contiene 2 o 3 ondas de desarrollo folicular, la primera onda inicia al tercer o
cuarto dia del ciclo; la segunda onda surge entre el noveno y décimo y en el caso de
animales con 3 ondas inicia el dia ocho a nueve; en cada onda se origina un foliculo de
tamafio preovulatorio, pero solo el foliculo dominante de la ultima onda ovula (Boer et al.,
2011).

Tanto en la primera o segunda onda, el foliculo dominante que no llega a ovular sufre
regresion por accion de la progesterona (P4), solo el foliculo funcional dominante presente
al inicio de la lutedlisis se transforma en foliculo ovulatorio; generalmente la regresion del
cuerpo lateo (CL) se da en el dia 16 (2 ondas) y dia 19 (3 ondas) lo que lleva a que un ciclo

estral pueda durar entre 19 a 20 dias y 22 a 23 dias (Boer et al., 2011).

En la segunda onda se pueden detectar foliculos de 4 - 5 mm entre los dias 0 y 10 para los
intervalos interovulatorios y en el dia 0, 9 y 16 para los intervalos interovulatorios de tres

ondas de actividad folicular (Noseir, 2003).
3.6 Ciclo estral

El ciclo estral se caracteriza por la receptividad sexual de la hembra, este periodo comienza
cuando la vaca o novilla presenta celo o estro y concluye con el siguiente estro; en caso de
qgue haya fertilizacion después de la copula, el proximo ciclo estral se vera interrumpido por
un anestro fisioldgico gestacional, pero si no existe gestacion el periodo tendra una duracién
de 18 — 24 dias con una media de 21 dias. Durante este "proceso la hembra experimenta
cambios conductuales, ovaricos y endocrinos en su organismo con la finalidad que se dé la

ovulacién, apareamiento y gestacion (Jane, 2016).
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3.6.1 Fases del ciclo estral

El ciclo estral en el ganado consta de 2 fases, una fase folicular y una fase lutea,
dependiendo de las estructuras predominantes, las mismas que se pueden subdividir de
acuerdo a las caracteristicas endocrinas y conductuales. La fase folicular abarca al proestro
y estro, tiene una duracion de 4 - 6 dias e inicia con la regresion del cuerpo luteo (CL) y
termina con la ovulacion, ademas durante esta fase ocurre la maduracién folicular, siendo el
estradiol el esteroide gonadal dominante y la fase litea comprende el metaestro — diestro
dura entre 14 - 18 dias, durante este tiempo se forma el CL funcional encargado de la

secrecion de progesterona (P4) (Galina & Valencia, 2008).

3.6.2 Etapas de ciclo estral
3.6.2.1Estro

Es la mas representativa, pues marca el inicio del ciclo estral, el foliculo en desarrollo
continuamente sintetiza estrégenos por accioén de la hormona luteinizante (LH) y hormona
foliculo estimulante (FSH) liberadas por la glandula hipdfisis; dichos estrogenos al atravesar
el umbral maximo de produccion desencadenan cambios en el comportamiento animal y
aparicion de los signos propios del celo, puesto que la duracion del celo o calor es de 16 + 4
horas en promedio. El principal signo es cuando la hembra se mantiene quieta y se deja
montar, es decir, existe receptividad sexual al macho. Ademas, ocurre aumento de las
contracciones del aparato reproductor femenino para facilitar el transporte del esperma vy
6vulo, mugidos frecuentes, inflamacion de la vulva y descarga de un moco transparente rico

en feromonas que cautiva y excita al macho (Guaqueta, 2009).

A lo largo del estro, las células de la granulosa se encargan de producir y liberar inhibina
para bloquear la accién de la FSH desde la hipéfisis (Guaqueta, 2009). Mientras tanto, los
valores de LH aumentan luego de la aparicion de los signos del celo e inicia el proceso de
ovulacién. Una vez, que ha iniciado el celo (12 - 24 horas) inmediatamente, el sistema
nervioso central de la hembra se vuelve refractario a la accién de los estrégenos y

desaparecen las manifestaciones de calor (Rippe, 2009).
3.6.2.2 Metaestro

Inicia cuando termina el estro y dura aproximada de 3 - 4 dias, es el periodo de formacion
de la glandula endocrina llamada cuerpo luteo (CL) a partir de los restos del foliculo ovulado
(Atuesta & Gonella, 2011).
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El CL libera progesterona (P4) hasta alcanzar niveles de 1 ng/mL, asumiendo asi que esta
glandula llego a la madurez, no obstante, el organismo toma como criterio fisiolégico la
finalizacion del metaestro cuando la concentracion de progesterona sobrepasa 1 ng/mL. De
igual manera, durante esta etapa ocurre un acontecimiento hormonal que desata la primera
oleada de desarrollo folicular debido al pico posovulatorio de FSH. Un signo muy notorio
gue se observa en el 50% de las vacas es la presencia de un hilo de sangre por la vulva

conocido como sangrado metastral (Hernandez, 2016).
3.6.2.3 Diestro

A este periodo le caracteriza la prevalencia de la actividad de la progesterona (P4) por parte
del cuerpo lGteo, pues es la etapa mas larga de este periodo, comienza el dia 5 0 6 del ciclo
cuando el organismo detectar por primera vez en el torrente sanguineo una gran
concentracion de progesterona y finaliza con la regresion del CL mediante un proceso
luteolitico entre el dia 16 o 17, durante este periodo el Utero se prepara para anidar a un

nuevo ser (Brito, 2009).
3.6.2.4 Proestro

Se define por la ausencia de un cuerpo lateo funcional del ciclo anterior y la maduracion de
un foliculo ovulatorio, esta fase puede durar de 2 - 3 dias con un aumento de secrecién de
LH que lleva a la maduracion del foliculo ovulatorio asi como el incremento de los niveles de
estradiol e inhibina que regularan constantemente la secrecion de la hormona foliculo
estimulante (FSH). Ademas, la creciente produccion de estrogenos inicia la preparacion del
aparato reproductor para el apareamiento, desencadenando cambios en el utero, glandulas
endometriales y vagina, coincidiendo al final de esta etapa con el estro mostrando a la

hembra sexualmente receptiva al macho (Hernandez, 2016).
3.7 Regulacién neurohormonal del ciclo estral

El ciclo estral esta regulado por una relacién reciproca entre el hipotdlamo — hipdfisis —
ovario — Utero, cada una de estas estructuras liberan hormonas indispensables para la
regulacién neuroendocrina del ciclo. El hipotalamo secreta la hormona liberadora de
gonadotropina (GnRH) que a su vez provoca tanto la liberacion de tres hormonas primarias
de la reproduccion; la hormona foliculo estimulante (FSH), hormona luteinizante (LH) y la
prolactina (Hafez, 2002). La LH interviene en el proceso de esteroideogénesis ovarica,

ovulacion, formacion y funcién del cuerpo ldateo (CL), y la FSH es responsable del
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crecimiento y maduracién folicular. La prolactina tiene efecto estimulante sobre el

crecimiento de la glandula mamaria y la sintesis de leche (Bearden & Fuquay, 1982).

Por otra parte, el ovario sintetiza hormonas esteroideas como estrogenos (E2),
progestagenos (P4) e inhibina y el Gtero se encarga de la sintesis de prostaglandina F2 alfa

(PGF2a) importante en la regresion del cuerpo luteo y parto (Hafez, 2002).
3.8 Hormona anti-mulleriana

La hormona anti-milleriana (AMH) conocida también como inhibidor de la sustancia
mulleriana, fue mencionada por primera vez por Alfred Jost en 1847, quien demostrd que se
trataba de una proteina inhibitoria de los conductos de Miller. En los machos es secretada
por las células de sertoli y en las hembras pos natales se secretaba a partir de las células
de la granulosa de los foliculos antrales y antrales pequefios, no siendo hasta hace 20 afios
gue se catalogé como biomarcador cuantitativo confiable para la evaluacion de la funcién
ovérica (Park et al., 2014; Sabuncu et al., 2019)

3.8.1 Estructura de la hormona anti-miulleriana

Es una glicoproteina dimérica con un peso molecular de 140kDa correspondiente a 553 —
575 amino&cidos y pertenece a la familia del factor de crecimiento transformante beta, esta
involucrada en el crecimiento y diferenciacion celular (Gautam et al., 2021), producida por
las células de la granulosa de los foliculos antrales o preantrales tempranos en la hembra
bovina, necesita dos receptores para su funcionamiento (AMH tipo 1 y AMH tipo 2); estos se
hallan en mayor cantidad en las células de la granulosa de los foliculos pequefios cuyo
tamano oscila entre 5 - 8 mm (Alward & Bohlen, 2020). Empieza a expresarse tan pronto
como se reclutan inicialmente los foliculos, adquiere niveles mas altos en los foliculos
preantrales y antrales pequefios, mientras que luego disminuye conforme avanza el

crecimiento del foliculo seleccionado hacia la etapa preovulatorio (Mossa et al., 2017)

Esta hormona es secretada en el torrente sanguineo, la cual puede ser medida mediante un
examen sanguineo, aumenta significativamente hasta la pubertad, luego gradualmente
desciende de manera lenta durante el resto de la vida, pues esta disminucién se produce de
forma paralela con el numero de foliculos ovaricos en crecimiento (Gautam et al., 2021). Los
niveles bajos indican envejecimiento ovarico y niveles altos fertilidad; con variacion minima

alo largo del ciclo estral y una elevada repetibilidad en el animal (Hirayama et al., 2012)
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La expresion de AMH plasmatica se ha estudiado en innumerables especies como; ovejas
(Bézard et al., 1987); perros (Nagashima et al., 2016); porcinos (Almeida et al., 2018);
pudiendo ser medida también en el liquido folicular de los foliculos preovulatorios
recuperados en la fertilizacién in vitro (FIV) y transferencia de embriones (TE), pues
aquellos foliculos con concentracion alta de AMH tienden a liberar un ovocito con mayor

capacidad reproductiva (Tarasconi et al., 2017).

Ademas, puede ser un factor que dicta en qué etapa el foliculo comenzard a responder a la
FSH y actla en el proceso de seleccion, asegurando de esta manera que cada foliculo
antral pequefio produzca una cantidad adecuada de estradiol antes de la seleccion (Rosa et
al., 2018). Asimismo, puede ayudar a particularizar los protocolos de estimulacion ovérica,

brindando mayor seguridad y eficacia en la FIV (Meczekalski et al., 2016).
3.8.2 Ventajas de la medicién de AMH

La medicion de AMH ofrece varias ventajas sobre los marcadores hormonales
convencionales de la reserva ovarica, como la hormona estimulante del foliculo, el estradiol
o inhibina B (Sonigo et al., 2019). Pues predice el nimero de foliculos antrales y en
consecuencia la respuesta superovulatoria a las gonadotropinas y la fertilidad futura,
estudios recientes en terneras (2 - 4 meses) demostraron que el nivel de hormona anti-
mulleriana predecia la recuperacién de ovocitos y la produccién de embriones in vitro (El-
Sheikh Ali et al., 2017) y las vaquillas con niveles bajos de AMH tienen mayor probabilidad
de poseer menor tasa de concepcion; ser sacrificadas después que nazca su primer
ternero, menor longevidad del hato (Mossa et al., 2017) y sobre todo el nivel mas bajo de

produccién de leche en la primera lactancia (Jimenez et al., 2015).

3.9 Superovulacion (SOV) en la vaca lechera

El incremento fisiolégico del nimero de ovulaciones en la hembra bovina a través de la
aplicacion de gonadotropinas se conoce como superovulacion, considerando como una
respuesta buena al tratamiento cuando existen mas de 2 ovulaciones (Mogollén et al.,
2013). Esta biotecnologia posee una alta variabilidad lo que dificulta el crecimiento de la
tasa de produccion de embriones, dicha variabilidad podria estar relacionada con factores
externos o internos; respuesta al tratamiento de SOV, dinamica folicular de la donante,
tamarfo de la poblacién folicular y el nimero de ondas foliculares respectivamente (Pérez et
al., 2019).

Pues el costo de las hormonas usadas en la sincronizacion y superovulacién de la donante

es alto (Mogollén et al., 2013); por ello conocer el potencial superovulatorio de la hembra

Jessica Alexandra Uruchima Uruchima



UCUENCA 25

donante favoreceria en la toma de decisiones de someter 0 no a la hembra a un programa

de superovulacién (Jaton et al., 2016).

En aquellas hembras bovinas cuyo numero de foliculos antrales fue mas alto, mayor era la
respuesta a la superovulacion debido a que los niveles de fertilidad son mejores y como
consecuencia se acortan los dias abiertos (Sakaguchi et al., 2019). Pues se ha vuelto un

reto optimizar la fertilidad de la vaca lechera lactante (Thatcher, 2017).

3.10 Protocolos de superovulacion en la vaca lechera

Al existir una gran variabilidad en la respuesta a los protocolos de superovulacién, se ha
buscado la manera de maodificarlos sin comprometer la produccién de embriones (B6 et al.,
2010). Con la finalidad de obtener un mayor nimero de crias saludables con un gran

potencial genético (Durocher et al., 2006).

Pues al no iniciar en el momento de la aparicion de la onda folicular, la respuesta
superovulatoria se vera reducida significativamente (Pérez et al., 2019). Obteniendo una
mejor respuesta al iniciar el protocolo el mismo dia de la aparicion de la onda folicular, sin
embargo, estos protocolos convencionales poseen dos inconvenientes; primeramente la
necesidad de tener un personal capacitado en la deteccion de celo y luego que todas las

donantes se encuentre en estro al mismo tiempo para iniciar el tratamiento (B6 et al., 2010).

Aquellas hembras donantes que poseen una baja poblacién de foliculos antrales al inicio del
tratamiento con hormona foliculo estimulante (FSH) producen un nimero limitado de
embriones (Durocher et al., 2006). Asimismo, existe la hecesidad de aplicar FSH dos veces
al dia durante 4 0 5 dias consecutivos para lograr la superestimulaciéon ovérica, pero dichos
protocolos pueden fallar debido a la falta de atencion del personal, mal manejo de las
hormonas u horario inapropiado a més del estrés generado en las donantes con una
disminucién de la respuesta superovulatoria y/o variacién en el pico preovulatorio de la

hormona foliculo luteinizante (Bo et al., 2018).

La FSH tiene una vida media corta, siendo necesario la administraciéon intramuscular de 6 a
8 veces con intervalos de 12 horas entra cada dosis con el propdésito de desarrollar muchos

foliculos y pueda darse una ovulacion multiple (Mogollon et al., 2013).

3.11 Ultrasonografia en ganado bovino

La ecografia reproductiva es una modalidad de diagndstico no invasiva utilizada en

medicina veterinaria, inicialmente para el examen del tracto reproductivo y para detectar su
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estado patolégico, sin embargo, en los ultimos 20 afios se han descrito muchas otras

aplicaciones en el campo de la medicina bovina (Blon & Buczinsk, 2009).

La aplicacion de la ultrasonografia ha revolucionado la biologia reproductiva, gracias a las
imagenes obtenidas se logra observar de forma mas directa y no invasiva los diversos
procesos reproductivos en la hembra bovina desde la deteccion temprana de prefiez,
gestaciones gemelares, patologias ovaricas y como tecnologia complementaria en los
procedimientos de transferencia de embriones; dinamica folicular ovérica, funcién del
cuerpo luteo, determinacién del sexo; preseleccion de vacas donantes (Fricke, 2002; Medan
& El-aty, 2010).

La ecografia transrectal efectia con mayor precision diversos diagndsticos reproductivos
(Colazo & Kastelic, 2014). Esta técnica posee una sensibilidad y especificidad de un 97%
cuando se realiza el diagnostico de gestacion entre los dias 21 y 35 después de una

inseminacioén artificial (Bagley et al., 2023).
3.11.1 Principios de la ultrasonografia

La ultrasonografia es una técnica donde el sonido de las ondas atraviesa las interfases
tisulares y los ecos de los tejidos son mostrados en una pantalla, en medicina veterinaria se
usan ondas sonoras de alrededor de 3,5 MHz; 5 MHz y 7,5 MHz. Cada una de estas sondas
contiene una serie de piezocristales cuya funcion es convertir ondas eléctricas en ondas
sonoras y viceversa; pues los mismos cristales actian como transmisores y receptores a la
vez. En reproduccion bovina, la sonda lineal es la mas usada en ecografia transrectal por
sus cristales piezoeléctricos en filas, transmite ondas de ultrasonidos de mayor frecuencia
(5 MHz a 7,5 MHz) produciendo imagenes de mayor detalle, estas imagenes suelen ser

rectangulares y a veces sectoriales (Jyoti et al., 2019).

En todo caso la amplitud o intensidad del eco define el brillo de las imagenes en el
ultrasonido, por consiguiente un tejido u 6rgano hiperecogénico aparecera brillante en la
pantalla, al igual que un objeto anecogénico se observara oscuro en la imagen ecografica
pudiendo observarse colores intermedios en una escala de grises que va desde el negro al
blanco (Gutiérrez et al., 2014).

Con base a la textura del tejido, el ecégrafo emitira una imagen pudiendo ser anecogénica
(color negro) estructuras como los foliculos, saco vitelino debido a que contienen liquido en
su interior; si en la imagen se observan estructuras de color blanco (huesos y aire) se

denomina ecogénica, por el contrario, aquellas estructuras blandas segun la escala de
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grises se denomina hipoecogénico (cuerpo lUteo) e hiperecogénica (huesos del feto)
(Gutiérrez et al., 2014)

3.11.2 Examen ecografico

El examen ecografico de los 6érganos reproductivos de la hembra bovina se realiza por via
transrectal con un transductor lineal, pero la captacién de évulos y ablacién folicular se
efectlia via transvaginal con un transductor sectorial (Fricke, 2002). Antes de iniciar un
examen ecografico se debe restringir al animal para evitar dafios del equipo y/o personal y
errores en la interpretacion de las imagenes debido al movimiento abrupto, es necesario
evacuar el recto, pues la materia fecal tiende a reducir la calidad de las imagenes, se
recomienda usar lubricante a base de agua para mejorar la transmisiéon de las ondas

sonoras (Colazo & Kastelic, 2014).

Una vez que se introduce el transductor el técnico debe avanzar cranealmente a lo largo del
piso rectal, la cara del transductor debe ser presionado de manera firme contra la mucosa
rectal para una mejor transmisién de las ondas, procurando mover la sonda de forma
delicada y sistémica a lo largo del aparato reproductor (Medan & El-aty, 2010) y el equipo
debe ser colocado en una area segura con luz tenue, donde sea facil de ajustar y ver las

imagenes (Colazo & Kastelic, 2014).

Este procedimiento ecografico requiere un personal capacitado para efectuar de forma
sistematica y metodica la interpretacion eficaz de las imagenes y cierta habilidad en el
manejo optimo del equipo por parte del examinador, se ha sugerido evaluar primero los
ovarios para ayudar a interpretar el examen del resto del tracto reproductivo, por lo tanto,
cada ovario debe ser manipulado con suficiente destreza y debe entrar en estrecho contacto
con el transductor para asi desarrollar un diagnéstico mas preciso (DesCoteaux et al., 2009;
Menezes et al., 2011).

3.11.3 Descripcion de los 6rganos reproductivos observados mediante

ultrasonografia

La ecografia de los ovarios proporciona diferentes imagenes detalladas dependiendo de la
fase de su desarrollo, poseen un tamafio de 2 - 5 cm de longitud, en esta estructura
podemos encontrar foliculos, cuerpo liteo, cuerpos hemorragicos, vasos ovaricos, estroma
ovarico y en algunos casos quistes siendo necesario tener una comprensién fundamental
del ciclo estral bovino para aprovechar al maximo la ecografia, de hecho las estructuras

mas vistas son foliculos y cuerpo lateo (Jyoti et al., 2019; W hitfield, 2018).
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Los foliculos contienen liquido anecoico en su interior, rodeado por una pared exterior de
células tecales y en su interior por una pared de células de la granulosa, es decir, son
estructuras de forma esférica relativamente faciles de identificar en la imagen ecografica,
pero no todos los foliculos siempre pueden observarse esféricos debido a la presion
transferida del transductor en el tejido ovérico circundante o la comprension de los foliculos

adyacentes y las estructuras luteas (Jyoti et al., 2019; Lemma, 2013).

El tamafio de los foliculos en importante en la evaluacion ecografica, aquellos foliculos con
un diametro de 10 - 15 mm se pueden identificar con una precision del 90% de igual forma
los foliculos con didmetro superior a 15 mm son identificados mas facilmente con un 100%
de precision (Jyoti et al., 2019). No obstante, para identificar foliculos muy pequefios se
debe utilizar un equipo de excelente calidad y resolucién, asi una maquina de frecuencia 7,5

MHz puede llegar a detectar foliculos de aproximadamente 3 mm (Whitfield, 2018).

El cuerpo luteo (CL) se encuentra en el ovario, este tejido IUteo aparece en la imagen
ecografica como una area claramente ecogénica, Se puede observar en un examen
ecogréafico a los 4 dias después de la ovulacion hasta el dia 16, cuando logra alcanzar su
tamafio maximo para luego continuar con su regresién en caso de no haber prefiez (IMV,
2020).

Es facil de identificar por la apariencia y densidad del tejido blando, que se distingue
claramente en el estroma ovarico, su diametro va desde 7 a 35 mm dependiendo de la
etapa del ciclo estral en que se halle la vaca al momento de realizar la ecografia, en algunos
casos el CL puede tener la presencia o ausencia de una cavidad llena de liquido de color
anecoico, cuando se presente liquido en dicha cavidad el cuerpo liteo tomara la apariencia

de una rosquilla 'y no debe confundirse con un quiste luteo (W hitfield, 2018).
3.12 Técnica de ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA SANDWICH)

Esta prueba permite identificar un antigeno especifico en una muestra, en la superficie de
cada pocillo se prepara con una cantidad exacta de anticuerpo para capturar el antigeno
deseado y con albumina de suero bovino se bloguean los sitios libres de la placa. Se agrega
en la placa la muestra que contiene el antigeno para luego agregar un anticuerpo primario
especifico para el antigeno. Luego se aplica anticuerpos secundarios ligados a enzimas que
se unen al anticuerpo primario, pero aquellos conjugados (anticuerpo-enzima) no unidos se
eliminan a través de un lavado. Se afiade el sustrato, el mismo que se transforma

enzimaticamente en un color que puede ser cuantificado (Gan & Patel, 2013).
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Materiales y métodos
4.1 Materiales

Materiales biolégicos

= Vacas
= Qvarios
= Sangre

Materiales fisicos

= Ecdgrafo (Aloka ProSound 2®, Tokyo-Japon)

» Equipo de diseccion

= PBalanza

= Calibrador

= Camara

=  Teléfono movil

= Guantes Nitrilo

= Guantes ginecoldgicos

» Frascos estériles de 250 ml
» Recipientes plasticos

= Cooler

= Tubos vacutainer color lila
= Agujas vacutainer

= Jeringasde 5—20 ml

= Torundas de alcohol

» Papel secante

* Regla

» Cinta scotch

» Fundas de basura rojas y negras

Materiales quimicos

Alcohol 70%

Kit de ELISA (Ansh Labs Bovine. USA).
Suero fisioldgico 0,09%

= Gel

29
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Materiales de Laboratorio

= Congelador

= Vaso de precipitacion
= Pipetas automaticas
= Centrifuga

= Tubos eppendorf

4.2 Métodos y técnicas empleadas
Area de estudio

Las tomas de muestras de sangre para la determinacién de la concentracién de AMH en las
vacas fueron realizadas en el camal municipal de Cuenca (EMURPLAG), en el patio de pre-
faenamiento. Los ovarios fueron recuperados en la sala de eviscerado de este centro.
Finalmente, la valoracion morfométrica de los ovarios y el RFA en forma visual y ecografica

se ejecuto en el anfiteatro de la Facultad de Ciencias Agropecuarias.

Unidades experimentales

Se seleccionaron 100 vacas de raza Holstein mestiza, que llegaron a EMURPLAG, y que
presentaron una condicion corporal = 2,5 en la escala de 1 - 5 (Song et al., 2019). Los dos
ovarios de las 100 vacas (200 ovarios) seleccionadas, fueron recuperados en sala de
eviscerado, de estos se descartaron aquellos que se encontraban aciclicos, es decir,
aguellos que no tenian ningln cuerpo lateo. Al final luego de cumplir con todos los criterios

de inclusion y exclusion, en total se trabaj6é con 80 animales.

Disefio experimental

La investigacion fue descriptiva, observacional, en la cual se tomé en primera instancia en la
sala de pre-faenamiento una muestra de sangre de los animales seleccionados para la

determinacion de la concentracion de la hormona anti-mulleriana.

En un segundo momento, los ovarios de las vacas seleccionadas se recuperaron y luego se
transportaron en cooler que contenia solucion fisiol6gica a temperatura de 35 °C a la
Facultad de Ciencias Agropecuarias para la evaluacion del peso, tamafo del ovario y del

cuerpo lateo; asi como, para realizar el RFA en forma visual y mediante ultrasonografia.

A continuacién, se determiné la fase del ciclo estral en la cual se encontraba el animal al

momento de su faenamiento (metaestro, diestro y proestro), para relacionar con los niveles
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de AMH. Finalmente, se estableci6 la fase de la onda folicular (reclutamiento, seleccién y

dominancia) y relaciond con los niveles de AMH.

Variables:
. Niveles de la hormona anti-mulleriana (AMH) pre-mortem (bajo y alto).
. Recuento de foliculos antrales (RFA) post mortem (visual y mediante
ecografia)
. Tamario del ovario y cuerpo liteo (ecografia)
" Peso y tamafio del ovario y del cuerpo liteo (visual-directa)
" Fase del ciclo estral en la cual se encontraba el animal antes de ser faenado

(proestro; metaestro y diestro)

= Fase de la onda folicular

Metodologia para la investigacion

Medicién de las concentraciones de hormona anti-mulleriana (AMH)

Una vez seleccionados las vacas que cumplian con los criterios de inclusiéon arriba
determinados, estos fueron identificados con pintura. En la sala de pre-faenamiento se
procedié a tomar una muestra de sangre (4 ml) de la vena coccigea en tubos vacutainer con
EDTA. Las muestras fueron identificadas y colocadas en un cooler con hielo seco a 5 °C
para ser trasladadas hasta el laboratorio de la Facultad de Ciencias Agropecuarias. En el
laboratorio las muestras fueron centrifugadas durante 20 minutos a 3.000 gravedades x 15
minutos y el sobrenadante (plasma) se recuperd y almacené en tubos Eppendorf a — 20 °C

hasta su posterior analisis.

La concentracion plasmatica de AMH fue determinada con el kit de Elisa Ansh Labs Bovine
(USA), en el laboratorio de microbiologia de la Facultad de Ciencias Agropecuarias. El kit de
acuerdo a las indicaciones del fabricante realiza una deteccion colorimétrica por
absorbancia de longitud de onda dual a 450 nm y 630 nm como filtro de referencia. Con un
rango de determinaciéon de 6,13 - 2240 pg/ml, limite de deteccién 11 pg/ml; tamafio de la

muestra 50 pL; tipo de muestra (plasma).

Recolecciéon de los ovarios post mortem

Los ovarios fueron recuperados de la sala de evisceracién del camal municipal de Cuenca
EMURPLAG. Estos fueron colocados en dos frascos previamente rotulados (ovario

izquierdo y ovario derecho), los cuales contenian solucion fisiolégica a temperatura de 35 °
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C. Finalizada la recoleccion, los frascos con las muestras se colocaron en un cooler y se
trasportaron al laboratorio de la Facultad de Ciencias Agropecuarias para su respectiva

evaluacion en un tiempo no mayor a 4 horas.

Una vez en el laboratorio con una tijera retiro los tejidos anexos a los ovarios, seguidamente
se lavaron individualmente los ovarios con solucion fisiol6gica a 35 °C, hasta eliminar todas

las impurezas.
Evaluacion del tamafio, peso del ovario y cuerpo liteo mediante ultrasonografia

Los dos ovarios derecho e izquierdo de cada bovino por separado fueron evaluados
mediante un ecégrafo portatil con una sonda lineal con una frecuencia de 7,5 MHz. Se
medi6 el ancho y largo del ovario y se determiné un valor promedio expresado en milimetros

(mm). Esta actividad fue realizada por el mismo técnico siempre.

El cuerpo lateo (CL) también fue evaluado de idéntica manera mediante ecografia,

realizando dos mediciones ancho y largo y su promedio fue considerado su tamafio (mm).
Evaluacion de los foliculos antrales mediante ultrasonografia

El recuento de foliculos antrales en el ovario se realiz6 mediante ecografia, con un equipo
provisto de un transductor lineal 7,5 MHz, para lo cual se utiliz6 la técnica de barrido en
ubicacién, craneo — caudal y latero — medial, empezando por el ovario derecho y luego el

ovario izquierdo de acuerdo a la técnica descrita por (Ayala et al., 2017).

Cada foliculo identificado fue medido su ancho y largo y el promedio se consideré el tamafio
del mismo, estos foliculos se clasificaron en los siguientes grupos: G1=<3 mm; G2= 3 - 5
mm; G3=>5y 10 mm; G4=>10 mm.

Evaluacion del tamafio, peso del ovario y cuerpo lateo en forma directa

Los dos ovarios derecho e izquierdo de cada bovino en estudio fueron pesados por
separado mediante una balanza de precision y su resultado se expresara en gramos (Q).
Luego, con la ayuda de un calibrador se midi6 el largo y ancho del ovario y este valor se

dividié para, para obtener el tamafio del cada ovario (mm).

Para la valoracion del cuerpo luteo (CL) se realizé la enucleacién del CL, luego se procedio
a pesar el CL en la balanza de precision (g) y con el calibrador se tomé la medida y el

resultado fue expresado en milimetros (mm).
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Evaluacion de los foliculos antrales mediante conteo visual

Cada ovario para su andlisis fue colocado en una placa Petri, para ser observado de forma
sistémica todo el ovario e ir contando y midiendo (mm) cada foliculo antral existente con la
ayuda de una regla. Los foliculos identificados y medidos fueron clasificados en los

siguientes grupos: G1= <3 mm; G2=3 - 5 mm; G3= >5 y <10 mm; G4= >10 mm.
Determinacion de la fase del ciclo estral de las vacas muestreadas

Para determinar la fase del ciclo estral (metaestro, diestro, proestro) en la cual se
encontraban los animales al momento de su faenamiento. Para esto se considerd los
parametros establecidos para el tamafio del cuerpo luteo (CL) tomando como referencia el
trabajo de (Ayala et al., 2019) en vaquillas Holstein, Brown Swiss y Criollas en combinacion
con el color del CL (hemorragico, blanco y amarillo) de acuerdo a lo descrito por
(Hernandez, 2016).

En cuanto para la fase de la onda folicular se evalu6 el nimero y tamafio de cada foliculo
presente en los ovarios, de acuerdo a lo mencionado por (Ginther, 2016), se tom6 en cuenta
a las 80 vacas en estudio, misma que se distribuyeron en tres grupos: Reclutamiento

(n=30); Seleccion (n=17) y Dominancia (n=33).
Analisis estadistico

La sistematizacion de los datos obtenidos se realiz6 a través del Programa Microsoft Excel y
el andlisis estadistico mediante el programa SPSS version 25®. Se determind la normalidad
de los datos mediante la prueba de Shapiro Wilks. Se establecieron estadigrafos principales
para el tamafio, peso tanto del ovario y cuerpo lateo, asi como para los niveles de hormona
anti-mulleriana. Se organizaron los datos de las 80 vacas basdndonos en el recuento de
foliculos antrales (RFA) en grupos con alto, medio y bajo RFA, esto en base a terciles. A
continuacién, se determind la concentracién media, error estandar de AMH, peso y tamafio
del ovario y del cuerpo lateo, en los grupos de alto, medio y bajo RFA mediante ANOVA. La
comparacién de medias se realizo con la prueba de Tukey al 5%. Ademas, se determinara

correlaciéon entre variables mediante Pearson.
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Resultados y Discusion
5.1 Resultados generales de los niveles de AMH y el RFA

Luego del andlisis de las muestras de sangre tomadas pre-mortem a las 80 vacas
seleccionadas, se determiné una concentracion de AMH de 280,1 + 15,53 pg/mL, con un
rango entre 53,7 y 580,1 pg/mL. La media de foliculos observados en forma visual fue 26,9
+ 9,49 (RFA) con un rango que oscila entre 6 — 53 foliculos y al utilizar la técnica ecografica

se estableci6 20,5 + 7,53 foliculos como media, con valores entre 5 — 37 foliculos.

Ademas, se observé una correlacion alta y positiva (r=0,85; p<0,001) entre la concentracion
de la AMH y el RFA realizado mediante la técnica visual, siendo posible explicar el 72% de
los casos mediante la regresion lineal establecida. Al utilizar la técnica ecogréfica para el
RFA la correlaciéon con la AMH fue de r= 0,81; p<0,001 con un R?= 0,83 (Tabla 1).

Tabla 1. Media y desviacion estandar general de la concentracibn de hormona anti-
mulleriana (AMH), y el recuento de foliculos antrales (RFA) realizado mediante dos técnicas

(Visual y Ecografica).

Valores
Variable N X E R R2
Minimo Maximo
AMH 80 280,1 5,53 53,7 580,1
RFA Visual 80 26,9* 9,49 6 53 0,85 0,72
RFA Ecogrdfica 80 20,5%* 7,53 5 37 0,81 0,83

AMH=Hormona anti-mulleriana. RFA Visual=recuento de foliculos antrales mediante la
técnica visual. RFA Ecografica=recuento de foliculos antrales mediante la técnica
ecografica. R=correlacion de Pearson. R?= regresion lineal simple. *=diferencia estadistica

entre técnicas (p < 0,05).

La media del RFA obtenido en este trabajo mediante la técnica ecogréfica esta en
concordancia con los valores reportados por Mossa et al., (2012), quienes encontraron un
promedio de 18,5 + 9,0 foliculos en vacas Holstein valoradas en Irlanda en diferentes
temporadas del afio, en un sistema de alimentacion al pastoreo. Estos resultados nos
permiten corroborar que animales de un determinado genotipo (Holstein), bajo condiciones
similares de alimentacién (pastoreo), presentaron concentraciones promedio analogas de
AMH.
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Sin embargo, cuando se evalu6 el genotipo Holstein, bajo sistemas de alimentacion
intensivo basado en el uso de racion totalmente mezclada, en el trépico bajo, se establecid
una media de 23 £ 1 foliculos, rango: 6 - 45 foliculos (Gobikrushanth et al., 2017).
Asimismo, en el trabajo de Furukawa et al., (2020), describieron una media de 27,2 + 12,2

foliculos, rango entre 3,4 y 52,0 foliculos, en condiciones ambientales tropicales himedas.

La concentracién media de AMH determinada en el presente trabajo esta en concordancia
con estudios previos descritos para ganado de genotipo Holstein, estos investigadores
usaron el mismo Kit de Elisa (Ansh Labs Bovine. USA) empleado en esta investigacion,
obteniendo una concentracibn media de 264 pg/mL; 218,7 + 14,5 pg/mL y 257 pg/mL
respectivamente (Ribeiro et al., 2014; Gobikrushanth et al., 2017; Gobikrushanth et al.,
2019). A pesar de usar el mismo kit de Elisa Gobikrushanth et al., (2018), establecen
valores medios de AMH inferiores a los encontrados en nuestro trabajo (191,1 + 6,3 pg/mL),
con valores minimos de 13,9 pg/mL y méaximos de 1.879 pg/mL, la diferencia en los valores
medios de AMH entre estos dos trabajos podria ser explicado: en primera instancia por el
momento en el cual se extrajo la muestra sanguinea de las vacas lactantes, mismas que se
encontraban entre los dias 7 + 2,4 dias posparto de las cuales un 32,9 % eran vacas
primiparas, pues Ribeiro et al., (2014), informo que la concentracion de AMH es mayor en
las vacas de segunda y tercera lactancia en comparacion con las de primera y cuarta
lactancia. En contraposicidn, en nuestro estudio las muestras sanguineas fueron tomadas
en la sala de pre-faenamiento, se desconocia el nimero de lactancia y el momento del ciclo

estral en el cual se hallaba cada vaca.

Existen otros trabajos que utilizan diferentes kits de Elisa para determinar la concentracion
de AMH asi como Rico et al., (2009) estos investigadores midieron a través del active
MIS/AMH ELISA kit (DSL, Cergy — Pontoise, Francia) en vacas de raza Holstein
estableciendo valores inferiores a nuestro trabajo, un minimo de 25 pg/mL y un valor
maximo 228 pg/mL bajo condiciones de manejo y medioambientales diferentes a las del

presente estudio.

La correlacion establecida en este trabajo entre el RFA y la concentracion de AMH al utilizar
la técnica ecografica para realizar el RFA es similar a la obtenida al utilizar la técnica visual,
y estos valores son similares al reportado por Rico et al.,, (2009), quienes llegaron a
establecer una correlacion entre el RFA y AMH de r=0,79; p<0,001, a pesar de que el
promedio de la AMH es inferior al determinado en nuestro ensayo (Tabla 1). Del mismo

modo, Ireland et al., (2008), menciond una correlacién positivamente (r=0,90) con el conteo
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ecografico de foliculos antrales y el nUmero total de foliculos determinados histolégicamente

en los ovarios de bovinos jovenes.

Finalmente, autores como Guerreiro et al., (2014), describen la existencia de una asociacion
entre el RFA y la AMH (R?=0,61; p<0.001) y, por lo tanto, la cantidad de foliculos antrales
podrian ser explicados en un 61% por la concentracion de AMH. Esta asociacién guarda
concordancia con lo determinado en el presente estudio (R?= 0,72; p<0,001; técnica visual y
R?= 0,83; p<0,001 técnica ecogréfica; Figura 1). Por lo tanto, y a pesar de la diferencia en el
valor maximo de la AMH la relacion y la asociaciéon entre el RFA y los niveles de AMH
mantienen similitud en los diferentes trabajos analizados, lo que nos permite considerar que

se puede considerar la AMH como un marcador endocrino de la cantidad de foliculos

antrales.
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Figura 1. Grafica de regresion lineal del recuento de foliculos antrales (RFA) y la
concentracion de la hormona anti-milleriana (AMH). Panel 1: RFA mediante técnica visual.

Panel 2: RFA mediante la técnica ecografica.

5.2 Resultados de la concentracion de AMH y el RFA organizados en grupos de alto,
medio y bajo recuento de foliculos antrales determinados por la técnica visual y
ecografica

Mediante técnica visual (Fig. 2, Panel 1) se realizé el recuento de foliculos antrales (RFA) y
se organiz6 en grupo con Alto (36,9 + 1,16), grupo Medio (23,8+ 0,62) y Bajo (11,4 + 1,13)
RFA, con diferencia estadistica entre grupos (p<0,05). Igual comportamiento fue observado
al realizar el recuento de foliculos utilizando la técnica ecogréfica (Fig. 2, Panel 2) grupo Alto
(31,4 + 0,26 faliculos), Medio (19,0 + 0,41 foliculos) y Bajo (10,1 + 0,69).

De los resultados obtenidos se puede establecer que las dos técnicas (visual o ecografica)

puede ser utilizadas para realizar el RFA, pues generan resultados similares en grupos de
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bajo y medio RFA; sin embargo, debemos tener cuidado con animales de alto RFA, ya que
la ecografia puede proporcionar un 9,76% menos de recuento de foliculos en animales con

alto nimero de estos.
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Figura 2. Media y error estandar del recuento de foliculos antrales (RFA) en grupos de Bajo
(<15 foliculos), medio (entre 16-29 foliculos) y alto (>29 foliculos). Panel 1= valoracion por
técnica visual. Panel 2=valoracién por técnica ecografica*=diferencia estadistica entre

grupos. Prueba de Tukey al 5%.

Sin embargo, los resultados del conteo ecogréfico de foliculos antrales de esta investigacion
son similares a los descritos por Batista et al., (2014), en vaquillas Holstein, en sistema de
estabulacion completa, alimentadas con racion controlada (TMR), en Sao Paolo (Brasil) con
un RFA promedio de 13,4 £ 1,40 foliculos (baja), 34,3 £ 3,12 foliculos (alta).

Otros trabajos realizados en Holstein como el de Burns et al., (2005) quienes aplicaron un
protocolo de sincronizacion de celo a cada animal y luego realizaron ecografia en la
mafana y tarde para evaluar el nimero de foliculos durante las diferentes ondas folicular en
un mismo ciclo estral obteniendo un grupo muy alto (25 foliculos); alto (21-25 foliculos);
intermedio (16-20 foliculos) y bajo (15). Del mismo modo, encontramos resultados similares
descritos por Nagai et al., (2015) quien evalu6é ecograficamente los foliculos antrales de 16
vacas Holstein sometidas a un protocolo de OPU, clasificando en dos grupos; Alto
(26,1+6,1) y Bajo (16,9£5,4), estos dos trabajos coinciden con lo descrito por (Ireland et al.,
2011) donde se establecié una clasificacién de los foliculos antrales en tres grupos alto,

medio y bajo cuyos valores fueron de 25; 16 - 24 y 15 foliculos respectivamente.
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5.3 Niveles de la hormona anti-mulleriana en grupos de alto, medio y bajo RFA

Los niveles de hormona anti-mulleriana (pg/mL) en los grupos clasificados como alto, medio
y bajo recuento de foliculos antrales mediante la técnica visual (Fig. 3, Panel 1),
demostraron valores de 439,5 + 17,98 pg/mL; 223,3 + 7,48 pg/mL; 80,2 + 6,82 pg/mL
respectivamente con diferencia entre grupos (p< 0,05). Sin embargo, cuando los grupos
fueron clasificados utilizando la técnica ecografica (Fig. 3, Panel 2) se establecieron valores
de 489,8 £ 11,36 pg/mL (alto); 243,9 + 8,74 pg/mL (medio); 109,5 + 13,66 pg/mL (bajo) igual

con diferencia entre grupos ( p< 0,05).
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Figura 3. Niveles de hormona anti-mulleriana en los grupos de Bajo recuento de foliculos
antrales (<15 foliculos=), medio (entre 16-29 foliculos) y alto (>29 foliculos). Panel 1:
recuento de foliculos antrales por técnica visual. Panel 2= recuento de foliculos antrales por

técnica ecografica*=diferencia estadistica entre grupos. Prueba de Tukey al 5%.

Los valores de AMH determinado en el presente trabajo son similares a los reportados por
Succu et al., (2020) quienes establecieron concentraciones de 115,08 + 6,37 pg/mL; 398,24
+ 9,74 pg/mL y 1195,8 + 65,8 pg/mL de AMH en ganado lechero en Sardinia, Italia. Datos
gue concuerda con lo enunciado por Ribeiro et al., (2014) quienes valoraron 60 vacas al dia
7 y 15 del ciclo estral obteniendo 85 pg/mL en el grupo bajo, 263 pg/mL en el grupo medio y
631 pg/mL para el grupo alto. De igual manera, Center et al., (2018) reportaron
concentraciones de AMH en grupos Q1= bajo; Q2= medio Q3= alto y Q4= muy alto (13 -
168 pg/mL, 169 - 263 pg/mL, 264 - 363 pg/mL, 364 — 898 pg/mL respectivamente).

Otros resultados concordantes fueron descritos, por Souza et al.,, (2014) quienes
establecieron niveles de hormona anti-miulleriana en 72 vacas lactantes de la raza Holstein,
clasificando en Q1 (grupo de bajo AMH; 0,01 a 82,6 pg/mL); medio Q2=91,1 a
132,5 pg/mL; alto Q3=135,3 a 183,8 pg/mL; muy alto Q4= 184,4 a 374,3 pg/mL.
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Sin embargo, hay trabajos como el de Rico et al., (2011) quienes establecieron valores al
estudiar vacas primiparas de raza Holstein sometidas a una prueba de estimulacién ovérica
y clasificados en grupos de alta y baja respuesta ovulatoria estableciendo concentraciones
de AMH 94,8 6 = 11,2 pg/ml y 40,7 + 14,8 pg/mL respectivamente.

5.4 Tamafo y peso del ovario determinado por la técnica visual y ecogréfica en los

grupos de bajo, medio y alto nivel de concentracién de AMH

El tamafio promedio del ovario izquierdo (Ol) y derecho (OD) determinado a través de la
técnica visual fue similar (p>0,05) entre grupos. Iguales condiciones de tamafo fueron
observadas en los dos ovarios al ser valorados mediante la técnica ecografica (Tabla 2). En
lo que respecta al peso, los dos ovarios mostraron valores semejantes sin diferencia

estadistica en los tres grupos en estudio (Tabla 2).

Tabla 2. Media y desviacion estandar del tamafio del ovario derecho e izquierdo
determinado por las técnicas visual y ecografica; ademas, peso del ovario derecho e
izquierdo establecido por la técnica visual, en los grupos clasificados como de bajo, medio y

alto nivel de hormona anti-miulleriana (AMH).

Visual Ecografia P

oD Ol oD Ol

Tamaiio del ovario (mm)

Bajo nivel AMH 29,013,84 30,8%2,59 28,1+4,69 28,515,68 ns
Medio nivel AMH 28,515,04 30,245,78 28,914,75 29,7+4,73 ns
Alto nivel AMH 30,0%4,22 29,614,73 29,613,00 28,3%4,99 ns

Peso del ovario (g)

Bajo nivel AMH 8,713,81 7,5%4,02 ns
Medio nivel AMH 7,713,76 8,5+3,03 ns
Alto nivel AMH 8,612,61 8,3%4,05 ns

OD=ovario derecho; Ol=ovario izquierdo. Bajo=grupo con bajo nivel de AMH (<100 pg/mL).
Medio= (entre 100-312 pg/mL). Alto= (>312 pg/mL). ns= sin significancia estadistica. Prueba
de Tukey al 5%.

Los resultados del tamario de los ovarios Ol y OD establecidos en el presente trabajo por la
técnica visual y ecografica son mayores a los descritos por Loor et al., (2021) en vacas

Holstein mestizas, quienes describen un diametro de (23,4 £ 0,38 mm; OD) y Ol (21,4 %
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0,35 mm) ecogréaficamente y al utilizar la técnica directa visual reportaron un diametro medio
de 22,9 £ 0,42 mm; OD y 20,96 + 0,33 mm; Ol respectivamente.

El peso del ovario OD y Ol establecidos en forma visual en el presente estudio fueron
inferiores a los determinados por Morris et al., (1993) ellos reportaron 13,6 gramos (OD) y
11,4 gramos (Ol) en ganado Holstein mestizo, estos resultados explican que el OD tiene un
mayor preso que el Ol; sin embargo, en nuestra investigacion los dos ovarios tienen pesos

similares.

5.5 Tamafio y peso del cuerpo Iuteo determinado por la técnica visual y ecogréfica en

los grupos de bajo, medio y alto nivel de concentraciéon de AMH

Los tamafios promedios del cuerpo luteo determinado por la técnica visual en los tres
grupos en estudio fueron similares (p>0,05). Iguales caracteristicas de tamafo de CL fueron
observados al utilizar la técnica ecografica. Ademas, se establecié a través de la técnica
visual que el peso del ovario en los tres grupos se encontraba alrededor de los 4 gramos
(Tabla 3).

Tabla 3. Media y desviacion estandar del tamafio (mm) del cuerpo Iuteo determinado por las
técnicas visual y ecografica; ademas, peso (g) del cuerpo lateo establecido por la técnica
visual, en los grupos clasificados como de bajo, medio y alto nivel de hormona anti-
mulleriana (AMH).

Visual Ecografia P

Tamarfo del cuerpo lateo (CL)

Bajo nivel AMH 19,9+4,26 21,6%1,79 ns
Medio nivel AMH 18,6+4,23 19,5+3,97 ns
Alto nivel AMH 18,6+3,94 19,9+4,09 ns
Peso del cuerpo luteo (CL)

Bajo nivel AMH 4,6+2,01 Ns
Medio nivel AMH 4,0+1,71 Ns
Alto nivel AMH 4,1+1,63 Ns

Visual=Técnica utilizada para valorar el RFA. Ecografica=Técnica utilizada para valorar el
RFA. Bajo=grupo con bajo nivel de AMH (<100 pg/mL). Medio= (entre 100-312 pg/mL).
Alto= (>312 pg/mL). P=significancia estadistica. Prueba de Tukey al 5%.

Si bien, Hanzen et al., (2000) en su revision bibliografica relata que el didmetro de un
cuerpo luteo maduro oscila entre 19 — 35 mm y un peso de 2,17 a 8,86 gramos, desde ese

punto de vista, los hallazgos hechos en el presente trabajo son similares, pero son mayores
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a los resultados descritos por Loor (2020), quienes mencionan que el tamafio del cuerpo
lteo evaluado mediante ecografia fue de 15,3 + 0,42 mm y a través de la técnica visual
directa fue 14,8 = 9,44 mm.

5.6 Niumero de foliculos antrales determinados mediante la técnica visual y ecogréfica

y agrupados en <3 mm; 3-5 mm; 5-10 mm; > 10 mm

El recuento de foliculos antrales (RFA) <3 mm observados mediante la técnica visual y
ecografica en el grupo de bajo nivel de AMH fue similar (p>0,05). Igual comportamiento se
observé en el grupo denominado medio; sin embargo, en el grupo de alto nivel de AMH se
establecié mediante la técnica ecografica un menor RFA (20,6 + 6,10) vs el determinado
observado mediante la técnica visual (27, 7 £ 5,59), con diferencia estadistica entre estos
grupos. Esta similitud de resultados en cuanto al RFA al utilizar la técnica ecogréfica y visual

se repite en los foliculos entre 3 — 5 mm (Tabla 4).

Al evaluar los foliculos entre 5 — 10 mm, se concluye que da igual usar la técnica visual o
ecografica en los grupos de bajo y alto nivel de AMH, sin embargo, en el grupo clasificado
con un nivel medio de AMH comparten caracteristicas tanto del grupo de bajo como el de
alto nivel de AMH. Finalmente, el RFA > 10 mm puede ser realizado con el mismo nivel de

confianza tanto con la técnica ecografica como visual.

Tabla 4. Media y desviacion estandar del nimero de foliculos antrales <3 mm; entre 3-5
mm; entre 5-10 mm y >10 mm, observados por las técnicas visual y ecografica, en los

grupos clasificados como de bajo, medio y alto nivel de hormona anti-mlleriana (AMH).

Visual Ecografia
Bajo Medio Alto Bajo Medio Alto
<3mm 8,413,642 16,8+4,21bc 27,745,59d 6,2+2,24% 12,9+3,52b 20,6+6,10c
3-5mm 1,841,302  5,3+3,90bc 6,8+4,08bc 1,8+1,072 4,0+1,90ab 7,4+4,14c
5-10mm 0,3%0,702 1,1+1,14ab 1,8+1,72b 1,6+1,43ab 1,7+1,44b 1,7+1,56b
>10mm 0,910,602 0,6+0,682  0,5+0,50% 0,8+0,552 0,6+0,53a 0,6+0,59a
Total 11,443,39a 23,8+4,14c 36,9+6,00e 10,1+2,492 19,0+2,84b 31,4+1,12d
Visual=Técnica utilizada para valorar el RFA. Ecografica=Técnica utilizada para valorar el
RFA. Bajo=grupo con bajo nivel de AMH (<100 pg/mL). Medio= (entre 100 - 312 pg/mL).
Alto= (>312 pg/mL). P=significancia estadistica. Prueba de Tukey al 5%.
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5.7 Foliculos antrales y el nivel de hormona antimulleriana en las diferentes fases del

ciclo estral

Al evaluar el niamero de foliculos antrales en las diferentes fases del ciclo estral (proestro =
32 + 2,45; metaestro = 25,2 + 1,83; diestro = 25,7 + 1,36), se determin6 que en el proestro
hay mayor ndmero de foliculos antrales en comparacion con las fases de metaestro y
diestro (p<0,05; Fig. 4; Panel 1).

Sin embargo, los niveles de AMH (pg/mL) establecidos en el diestro (336,5 + 33,23 pg/mL),
metaestro (256,3 + 30,58 pg/mL) y proestro (268 = 20,43 pg/mL), son similares sin

diferencia entre fases del ciclo estral (Fig. 4; Panel 2).
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Figura 4. Media y error estandar Panel 1: de foliculos antrales observados en el proestro,
metaestro y diestro. Panel 2: nivel de hormona anti-miulleriana en la fase proestro,

metaestro y diestro. *=diferencia estadistica entre grupos. Prueba de Tukey al 5%.

El mayor numero de foliculos antrales observados en fase de proestro es debido a que
dentro de esta fase se incluyeron los ovarios de animales que se encontraban en la fase de
estro, esta metodologia fue necesaria utilizar ya que es muy dificil separar el proestro del
estro considerando al tamafo del CL, su color, asi como la presencia del foliculo de mayor

tamano.

En lo que respecta a los valores de los niveles de AMH determinados en nuestro estudio en
las tres fases (proestro, metaestro y diestro) como ya se indic6, fueron similares entre fases,
resultados que son concordantes con los descritos por Souza et al., (2014) quienes
establecieron valores de AMH en la fase de proestro = 132,7 + 9,7 pg/mL y diestro = 150,9 +
10,6 pg/mL en vacas Holstein sin diferencia entre fases (p=0,57). Esto corrobora la teoria

gue los niveles de AMH son estables durante el ciclo estral de los bovinos, como lo
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determinaron en sus trabajos en ganado de carne Ireland et al., (2011) en ganado lechero
(Rico et al., 2009).

5.8 Foliculos antrales y el nivel de hormona antimulleriana en las fases de la onda

Al organizar el RFA de acuerdo a la fase de la onda folicular se determind que en
reclutamiento llegaron a observarse 31 + 1,6 foliculos, en la fase de seleccion 26,3 + 2,13

foliculos y en dominancia 23,4 + 1,59 foliculos (Fig. 5; Panel 1).

Los nivele de AMH (pg/mL) en reclutamiento (335,2 + 23,79 pg/mL) son mayores a los
obtenidos en la fase de seleccion (273,9 + 32,91 pg/mL) y dominancia (233,3 = 23,29

pg/mL), como se puede observar en la figura 5, panel 2.

Estos resultados corroboran los enunciados de la hormona anti-mulleriana es producida por
las células de la granulosa de los foliculos antrales pequefios sanos (Ireland et al., 2008),
considerando que cuando la expresion de AMH disminuye, el foliculo se vuelve mas
sensible a la FSH y puede ser reclutado para ingresar al grupo de foliculos que pueden

volverse dominantes (Visser & Themmen, 2014).

Esta observacion esta respaldada por el hecho de que la expresién de AMH depende del
desarrollo folicular (Rico et al. 2011), ya que las concentraciones mas altas se detectaron en
células de la granulosa de foliculos antrales pequefios y preantrales grandes sanos
(Monniaux et al., 2013). Dado el papel propuesto de la AMH en la modulacion de la

sensibilidad a la FSH en la granulosa.
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Figura 5. Media y error estdndar Panel 1: de foliculos antrales observados en la fase de
reclutamiento, seleccion y dominancia. Panel 2: nivel de hormona anti-mulleriana en la fase
de reclutamiento, selecciéon y dominancia. *=diferencia estadistica entre grupos. Prueba de
Tukey al 5%.
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Ademas, existe evidencia cientifica que indica que Los niveles de transcripcion de AMH
fueron similares en las células de la granulosa de los foliculos mas grandes (F1) y segundo
foliculo més grande (F2) antes de la desviacion folicular; sin embargo, luego de esta fase
los niveles de trascriptores de AMH son menores en el foliculo dominante y subordinados
(Ilha et al., 2016), lo cual coincide con nuestros resultados en donde en la fase de
reclutamiento y seleccion (es decir antes de la desviacion) los niveles de AMH son
similares; sin embargo, cuando pasan a la fase de dominancia los niveles de AMH son

menores a las dos fases anteriores.
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Conclusiones

. La concentracion de la hormona anti-milleriana determinada para vacas Holstein
mestizas mediante muestreo sanguineo pre-mortem, presentan valores dentro de los
establecidos a nivel internacional.

. La correlacion entre la concentracion de AMH (establecido pre-mortem) y el RFA
determinado mediante las técnicas visual y ecogréfica en ovarios recuperados de la sala de
post-faenamiento reafirman lo establecido en estudios previos para esta especie.

. Las caracteristicas morfométricas del ovario y cuerpo liteo no se ven influenciadas
por la concentracion de AMH ni por el RFA.

. El recuento de foliculos antrales <3 mm se ve afectado por la técnica utilizada (visual
0 ecografica) para establecer el nimero total de estos cuando se trata de animales
clasificados como de alta poblacion folicular; sin embargo, si son animales de bajo o medio
RFA da igual utilizar cualquiera de las dos técnicas.

" La concentracién de la AMH es estable durante las fases de ciclo estral (proestro,
metaestro y diestro); sin embargo, en las fases de la onda folicular denominada
reclutamiento y seleccion existen niveles mayores a los observados en la fase de

dominancia.
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Recomendaciones

" Considerando el gran valor que posee la hormona anti-mulleriana seria beneficioso
continuar realizando estudios que profundicen el conocimiento de la relacién de la AMH y el
RFA en bovinos, lo cual permitira realizar la seleccion de vacas donadoras de alto valor
genético y que tengan una mejor respuesta a la superovulacion dentro de los programas de
mejoramiento genético

" Con un fin investigativo seria interesante iniciar un programa de seleccion de vacas
con alta poblacion folicular basandose en la concentracion de hormona anti-mdlleriana pues

dicha hormona es un indicador confiable de la capacidad reproductiva que posee una vaca.
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Anexo A.

Anexos

Plantillas para la recoleccién de datos de los ovarios muestreados

Universidad de Cuenca
Facultad de ncias Agropecuarias
Escuela de Medicina Veterinaria y Zootecnia
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Anexo B. Seleccion de las unidades experimentales

Anexo D. Transporte de las muestras sanguineas recolectadas
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Anexo E. Muestras sanguineas centrifugadas

Anexo F. Muestras congeladas de plasma bovino

60

Jessica Alexandra Uruchima Uruchima



UCUENCA

Anexo H. Medicion y pesaje de los ovarios/ foliculos

Anexo |. Enucleacion del cuerpo lateo

Anexo J. Medicion del ovario y cuerpo luteo mediante ultrasonografia
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Anexo K. Medicién del nivel de concentracion de la hormona anti-miulleriana — Kit de ELISA
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