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Resumen

El objetivo del presente estudio fue determinar la relacion entre niveles de
hormona Antimulleriana (AMH) pre-morten, recuento de foliculos antrales (RFA)
y la morfologia ovarica pos-morten, en vaquillas Holstein mestizas que llegaron
a ser faenadas en camales de las provincias de Cafar y Azuay. En primera
instancia previo al faenamiento se tomé 4ml de sangre mediante venopuncion
coccigea para medir los niveles plasmaticos de AMH, con el kit DL-AMH-b
(Develop®). Post-morten, se recuperaron los ovarios de las vaquillas valoradas
anteriormente. Se efectuaron dos métodos para el recuento folicular antral (RFA)
y medida de los ovarios. El primero mediante un ecografo (Prosound 2), con
transductor lineal, 7,5 Mhz y el segundo por visién directa; clasificando en 2
grupos: foliculos <4mm y >4mm. Ademas, se realiz6 dos grupos de animales en
base a los niveles de AMH (alto y bajo). El valor promedio general de AMH
obtenido fue de 0,08+0,006 ng/ml. Al valorar el RFA<4mm se determind un
promedio de 16,76+1,34 foliculos en el grupo (bajo) y 37,66+2,48 foliculos en el
grupo (alto), con diferencia significativa (P<0,05); esto se observé también en el
RFA por el método ecografico en el RFA<4mm, promedio de 20,94+1,14 foliculos
(alto) y de 11,46+0,95 foliculos (bajo), resultados que difieren al RFA>4mm con
promedio de 7,36+0,47 foliculos (alto), y 5,83+0,37 foliculos (bajo), sin diferencia
(P>0,05). En las caracteristicas morfolégicas se encontro diferencia (P<0,05) en
el tamafio del ovario derecho (24,2+0,67mm) que fue mayor en el grupo alto, en
comparaciéon con el bajo (21,7£0,47mm). Al igual que en el ovario izquierdo
grupo alto (21,2+0,53mm) y grupo bajo (18,9+0,44mm). Similar tendencia se
observo en el peso del ovario derecho en el grupo alto (9,07+0,62g) y bajo
(7,42+0,429). Sin embargo, cuando se comparé el tamafio del cuerpo lateo en
los grupos alto (15,4+0,64mm) y bajo (14,1+0,66mm) se observaron valores
similares (P>0,05). En conclusion, se determiné una correlacién positiva y
significativa entre los niveles de AMH evaluada (pre-morten) y el RFA en los

ovarios valorados directamente pos-morten.
Palabras clave: hormona Antimulleriana, foliculos, bovinos, ELISA.
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Abstract

The aim of the present study was to determine the relationship between pre-
mortem Anti-mullerian hormone (AMH), antral follicle count (RFA) and post-
mortem ovarian morphology, in crossbred Holstein heifers that were slaughtered
in slaughterhouses from Cafiar and Azuay provinces. In the first instance before
to slaughter, 4 ml of blood was taken by coccygeal venipuncture to measure
plasma AMH levels, using the DL-AMH-b kit (Develop®). Post mortem, the
ovaries were recovered from the heifers previously assessed. Two methods were
performed for antral follicular count (RFA) and measurement of the ovaries. The
first utilizing an ultrasound scanner (Prosound 2), with a linear transducer, 7.5
Mhz and the second by direct vision; classifying them into 2 groups <4mm and>
4mm. The classification was made in groups of high and low AMH levels. The
general average AMH value obtained was 0.08 + 0.006 ng / ml. When evaluating
RFA <4mm, an average of 16.76 £ 1.34 follicles was determined in the group
(low) and 37.66 * 2.48 follicles in the group (high), with a significant difference (P
<0.05); This was also observed in the RFA by the ultrasound method in the RFA
<4mm, establishing an average of 20.94 + 1.14 follicles (high) and 11.46 + 0.95
follicles (low), results that differ from RFA> 4mm with an average of 7.36 + 0.47
follicles (high), and 5.83 £ 0.37 follicles (low), without a difference (P> 0.05). In
the morphological characteristics, a significant difference (P <0.05) was found in
the size of the right ovary (24.2 £ 0.67mm) that was greater in the high group,
compared to the low group (21.7 £ 0, 47mm). As in the left ovary, the high group
(21.2 = 0.53mm) and the low group (18.9 £ 0.44mm). A similar trend was
observed in the weight of the right ovary in the high group (9.07 £ 0.62g) and low
(7.42 + 0.42g). However, when the corpus luteum size was compared in the high
(15.4 £ 0.64mm) and low (14.1 £ 0.66mm) groups, similar values were observed
(P> 0.05). As a conclusion, a positive and significant correlation was found
between the levels of AMH evaluated (pre-mortem) and the RFA in the ovaries

assessed directly post-mortem.

Keywords: Anti-mullerian hormone, follicles, bovines, ELISA.
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1. INTRODUCCION

El uso de las biotecnologias en la reproduccion ha facilitado la difusién a nivel
mundial de la genética de los animales de alto valor productivo. Si bien los
protocolos de multiovulacion y transferencia de embriones in vivo (MOET) han
evolucionado durante los ultimos 50 afios (1); lamentablemente, los resultados
obtenidos no han llegado a los parametros esperados, estancandose en un
promedio de 5 o 6 embriones transferibles por lavado en la raza Holstein a nivel
mundial (2).

Uno de los factores que influye directamente en la respuesta superovulatoria y
produccion de embriones es la seleccion adecuada de la donadora, de alli que
es importante que esta se encuentre sana, ciclica, condiciéon corporal de 3-3,5
(escala de 1-5) y con buen historial de fertilidad (3);(4).

A pesar de que se realice una seleccién minuciosa de la donadora basado en los
parametros antes indicados, se ha demostrado que hay una alta variabilidad en
la respuesta superovulatoria por parte de las donadoras y como tal en la
produccion de embriones, debido a la reserva folicular ovérica que es variable
entre los individuos (5). Sin embargo, esta descrito que existe alta repetibilidad
del nimero de foliculos antrales en las diferentes ondas foliculares de un mismo

animal (6).

Basado en el principio de que el RFA se repite en un mismo animal, la técnica
hoy en dia utilizada para seleccionar posibles buenas donadoras, es el recuento
de foliculos antrales por ultrasonografia (7). Sin embargo, esta técnica requiere
profesionales experimentados, habilidades técnicas, equipo costoso y
evaluacion cuidadosa de las imagenes de ultrasonido (8), ya que el nUmero de
foliculos presentes en los ovarios esta sujeto a variaciones ciclicas, asociadas
con las ondas foliculares, lo cual complica aun mas la interpretacién de las

imagenes (9).

Una alternativa que se viene trabajando en los ultimos afios es determinar

marcadores endocrinos que permitan evaluar la reserva ovarica de las posibles
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donadoras de embriones de forma precisa y confiable (10). En este contexto, se
ha descrito que la hormona Antimulleriana (AMH) glicoproteina de 140 kDa que
pertenece a la familia del factor de crecimiento transformante [ (TGFp),
producida especificamente por las células de la granulosa de foliculos pre-
antrales y antrales pequefios en crecimiento, podria utilizarse como marcador
endocrino para predecir la respuesta ovarica de las vacas donadoras en

diferentes momentos del ciclo estral (11);(12).

Si bien se ha determinado que existe correlacion entre los niveles de la AMH y
la poblacién de foliculos antrales presentes en el ovario de animales Bos indicus
y Bos taurus, criados en el trépico bajo, en sistemas intensivos (13);(14). Los
valores descritos de AMH en los animales con alto y bajo nimero de foliculos
antrales son muy variables (15);(16), posiblemente por las diferentes
metodologias utilizadas en la determinacion del RFA, el equipo de
ultrasonografia utilizado en cada investigacion, la experticia del técnico y el
momento del ciclo estral en el cual se encontraba al ser valoradas, estas podrian

ser las causas de estas variaciones (15);(17);(18).

De alli que seria interesante evaluar esta relacion de la AMH con el RFA, pero
en animales que van a ser faenados, combinando la toma de muestras de sangre
para la valoracion de la AMH en el patio de espera para faenamiento (in vivo) y
el recuento de foliculos antrales realizarlo directamente de los ovarios
recuperados pos-morten en forma visual y luego con ayuda de un ecégrafo, con

la finalidad de evaluar la efectividad de estos dos métodos de valoracion de RFA.
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2. OBJETIVOS

2.1 General

Determinar la relacion entre los niveles de hormona Antimulleriana (AMH) pre-
morten, el recuento de foliculos antrales (RFA) y la morfologia ovarica pos-

morten en vaquillas Holstein mestizas

2.2 Especificos

= Determinar los niveles de Hormona Antimulleriana (AMH) en vaquillas
Holstein mestizas, previo al faenamiento y agrupar en animales con
valores altos y bajos de AMH.

» Realizar el recuento de foliculos antrales (RFA), en ovarios de matadero
mediante dos métodos: observacion directa y ultrasonografia.

» Describir el tamafio y peso de: los ovarios y el cuerpo lateo.

= Establecer si los grupos de vaquillas con altos y bajos niveles de AMH
guardan relacion con el RFA y el tamafio y peso de los ovarios y cuerpo

lateo.
2.3 Hipotesis

Las vaquillas con niveles altos de hormona Antimulleriana pre-morten, poseen
ovarios mas grandes y mayor numero de foliculos antrales en comparacion con

los animales con bajos niveles de AMH.
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3. REVISION BIBLIOGRAFICA

3.1 Anatomiay fisiologia de la reproduccién bovina

Todo programa de reproduccion animal y programas investigativos, estan
basados en el conocimiento de la anatomia y fisiologia reproductiva, pues hay
cambios en su topografia de acuerdo a la edad y actividad fisiologica (19). Este
conocimiento representa la necesidad de dominar la exploracién ecografica, la
dindmica folicular, fases del ciclo estral y otros aspectos en los cuales nos vamos

a guiar para nuestro objetivo (19).

3.1.1 Ovarios

Los ovarios son organos pares; en el bovino presentan un cuerpo irregular firme,
de forma practicamente ovoide algo aplastada y pequefia en relacion al tamafio
corporal (mide unos 4 x 2,5 x 1,5cm) (20). Uno de sus bordes, el hilio, esta unido
por el mesoovario al ligamento ancho, que lo une a la pared corporal

inmediatamente antes de la entrada de la pelvis y al tracto reproductor (20).

El ovario tiene una zona periférica gruesa o corteza, que rodea la médula. La
corteza se encuentra rodeada por el epitelio germinal (o germinativo), formado
por células planas o cuboideas; el epitelio germinal es un epitelio mesotelial que
recubre al ovario y corresponde asi al peritoneo visceral ovarico, por lo tanto, la
denominacién de epitelio germinal resulta engafiosa, ya que no da origen a tipo
celular o estructura ovarica alguna (de €l no germina nada) (20). Por dentro del
epitelio germinativo existe una capa de tejido conjuntivo denso y resistente, muy
rico en fibras colagenas, la tanica albuginea; en la corteza, rodeados por tejido
conjuntivo correspondiente al estroma ovarico, por dentro de la tunica albuginea,
se encuentran incluidos los foliculos ovaricos, los cuales contienen a los
ovocitos; los foliculos aparecen en la corteza en varios tamafos de acuerdo a su
estado de desarrollo; la médula estd constituida basicamente por tejido
conjuntivo laxo conteniendo vasos sanguineos tortuosos y grandes en relacion

al tamafo del ovario, asi como nervios y vasos linfaticos (20).
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3.1.2 Cuerpo Luteo (CL)

El cuerpo luteo es una glandula endocrina transitoria que sufre cambios
dinamicos a lo largo de su vida util; su formacion, inducida por LH, implica una
proceso complejo de diferenciacion celular y neovascularizacion cuyo principal
producto de secrecion es la progesterona (21);(22). ElI CL desempefia un papel
vital en multiples procesos como el reconocimiento, la adhesion e implantacion
del conceptus, el mantenimiento de la gestacion en sus estadios tempranos y la
regulacion de la dinamica folicular (22). Tiene wuna vida media de

aproximadamente 17 a 18 dias (23).

La progesterona secretada por el CL ejerce retroalimentacion negativa sobre el
hipotalamo e hipdfisis para reducir la secrecion de gonadotropinas y evitar
ovulaciones. En las vacas no gestantes, la prostaglandina F2 alfa (PGF2a),
realiza su regresién con lo que se reduce la secrecidn de progesterona a niveles
gue se registraban antes de su formacion (24). La regresion del cuerpo Iuteo es
funcional y estructural. En la regresion funcional se impide la sintesis y secrecion
de progesterona, pero la regresion estructural se realiza por medio de apoptosis

y necroptosis de las células luteas esteroidogénicas (24).

La formacion de CL implica, a nivel celular, intensas interacciones entre células
microvasculares (células endoteliales y pericitos), células esteroidogénicas y
células inmunes migratorias, lo que lleva a la diferenciacion celular, angiogénesis

y remodelacion de una amplia matriz extracelular (21).

3.1.3 Foliculos

Son estructuras llenas de fluidos, que contienen los Ovulos en desarrollo.
Usualmente se pueden encontrar varios foliculos en cada ovario, que varian en
tamafio desde apenas visibles, hasta varios milimetros en didmetro (19). El
foliculo mas grande sobre el ovario es considerado "el dominante”, y es el que
probablemente ovule cuando el animal entre en celo y con el tiempo, mas del
95% de los otros foliculos entran en regresion y mueren sin ovular, siendo

reemplazados por una nueva generacion de foliculos en crecimiento (19).
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En el caso de las vacas, los foliculos se denominan de acuerdo con su tamafo:
F5, cuando su diametro aproximado sea de 5mm; F10 cuando sea 10mm, y asi
sucesivamente. Asi mismo se clasifican en primarios o preantrales (menores de
4mm de diametro), secundarios o antrales ( de 4 a 9 mm de diametro) y terciarios

o de Graaf (mayores de 9mm) (25).

3.2 Dinamica folicular

Se conoce como dinamica folicular al proceso de crecimiento y regresion de
foliculos antrales que conducen al desarrollo de un foliculo preovulatorio (20). Un
ciclo estral bovino ocurren entre 1 y 4 ondas de crecimiento y desarrollo folicular,
y el foliculo preovulatorio deriva de la dltima onda (20).

La dinAmica folicular ovarica bovina ha sido muy estudiada a través de diferentes
técnicas, siendo las mas aplicadas la ultrasonografia y la medicion de niveles
hormonales, mostrando variaciones que dependen de la genética, el estado
fisiologico, el clima, la nutricion o el sistema de produccién; el estudio de la
dindmica folicular tiene como finalidad mejorar el conocimiento de los principios
fisiolégicos que rigen la produccion de 6vulos y de hormonas ovaricas y su

relacion con el comportamiento reproductivo (26).

La dinamica folicular esta mediada por una amplia gama de factores donde el
eje hipotadlamo-hipdfisis-ovario-utero juega un papel importante en la regulaciéon
hormonal; sin embargo, la dindmica folicular se produce desde las primeras
semanas de desarrollo embrionario y al nacimiento la hembra posee un pool de
foliculos que podra utilizar potencialmente durante su vida, foliculos que en su
mayoria sufriran atresia mediada por el mecanismo de apoptosis; precedida por
la foliculogénesis, permite la seleccion de un foliculo el cual proporciona un
ambiente adecuado para el desarrollo de un ovocito, el cual al nacimiento se
encuentra en fase de diploteno y por accién hormonal puede llegar a la ovulacién;
ademéas, la dindamica folicular en la hembra bovina permite el
desencadenamiento de procesos como la pubertad, el ciclo estral, que permitiran

la concepcidn, continuando con la gestacion, parto y produccion lactea (27).
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3.2.1 Desarrollo folicular

El desarrollo folicular bovino durante un ciclo estral normal se caracteriza por un
crecimiento en forma de ondas, con presencia de cohortes foliculares, de las
cuales solo un foliculo se torna ovulatorio, este crecimiento folicular también se
produce durante el periodo prepuberal, puberal, primer tercio de la gestacion y

periodo de anestro posparto (26).

Los foliculos preantrales se originan en la hembra desde la vida embrionaria con
el surgimiento de las células germinales primordiales en el saco vitelino. El antro
folicular es aquella cavidad formada por el acimulo de fluido rico en hormonas
esteroideas, especialmente estrogenos, el cual es formado en el foliculo cuando

este tiene entre 250 y 500 micras de diametro (28).

Las ovogonias se desarrollan dentro de los foliculos primordiales, se ha
calculado que en el bovino durante su vida fetal cuentan con aproximamente
2.700.000 foliculos primordiales, al momento del nacimiento quedan unos
135.000 de estos; después del nacimiento las células pregranulosas que se
encuentran rodeando las ovogonias sufren un proceso de diferenciacion,
cambiando su apariencia aplanada por una capa de células cubicas y aqui se
denominan foliculos primarios, las células granulosas van proliferando y
formando varias capas alrededor del ovocito (entre 2 y 6 capas), originan los
foliculos secundarios, posteriormente en la ultima fase de desarrollo, el foliculo
inicia la formacion del antro y crece a gran velocidad formando el foliculo terciario
o antral, asi finalmente, el foliculo antral de mayor desarrollo destinado a la

ovulacion es denominado foliculo de Graaf (29).

3.2.2 Desarrollo de foliculos antrales pequefos
El foliculo pequefio con reciente formacion de su antro crece lentamente (tarda
27 dias en pasar de 0,13 a 0,67 mm); a medida que aumenta su diametro, se

acelera la velocidad de crecimiento (6,8 dias para pasar de 0,68 a 3,67 mm) (30).

Se estima que se requieren 2 ciclos estrales para que un foliculo pase de
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preantral a antral y que este cambio no se relaciona con cambios en la

concentracion de gonadotropinas ni con la emergencia de ondas foliculares (30).

Estudios recientes reportan que la Hormona Foliculo Estimulante (FSH) se une
a sus receptores en las células granulosas de los foliculos primarios, pero parece
gue esta union es incapaz de activar el sistema de segundos mensajeros de la
adenilciclasa y, por lo tanto, no induce sefializacion celular para produccion de
proteinas, solamente cuando alcanzan de 1 a 3 mm de diametro los foliculos
responden a FSH, se plantea que el futuro foliculo dominante es el primero en
alcanzar 1 mm de diametro, emerge 6 a 12 horas antes del primer foliculo

subordinado y su tamafo es mayor (30).

Se sugiere que la formacion del antro folicular es debida a que las células
granulosas producen hialurona y versican (un proteoglicano tipo condroitin -
sulfato) que generan un gradiente osmotico que atrae fluidos procedentes de los
capilares de la teca (31). El inhibidor de la inter-alfa tripsina también se encuentra
en este fluido; éste puede ligarse al versican o a la hialurona, resultando en la
retencion de estas moléculas dentro del antro folicular. Las acuaporinas
(moléculas que facilitan el transporte de agua en la célula) también estan
presentes en las células granulosas, por lo que pueden encontrarse implicadas

en el transporte de agua al interior del foliculo (31).

3.2.3 Fases del desarrollo folicular

El desarrollo de los foliculos antrales bovinos y su posterior seleccion y
dominancia dependen de la sensibilidad de éstos a las gonadotropinas (32). Para
describir la dinamica folicular bovina es necesario definir conceptos de

reclutamiento, seleccién y dominancia (20).

3.2.3.1 Reclutamiento
Es el proceso por el cual una cohorte de foliculos comienza a madurar en un
medio con un aporte adecuado de gonadotrofinas (principalmente FSH) que le

permiten avanzar hacia la ovulacién (33). Se caracteriza por el crecimiento

simultaneo de 8 a 41 foliculos hasta 4 mm de diametro en los 2 ovarios (34).
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3.2.3.2 Seleccion

Durante esta fase, el foliculo seleccionado inhibe el desarrollo de los foliculos
que lo acompafian en la cohorte, al mismo tiempo que favorece su propio

crecimiento a un tamafio entre 5-6mm (35).

3.2.3.3 Dominancia

Es el proceso por el cual el foliculo seleccionado domina ejerciendo un efecto
inhibitorio sobre el reclutamiento de una nueva cohorte de foliculos. Este foliculo
alcanza un tamafio marcadamente superior a los demas, es responsable de la
mayor secrecion de estradiol y adquiere la capacidad de continuar su desarrollo
en un medio hormonal adverso para el resto de los foliculos (36). La causa por
la cual regresiona el foliculo dominante de las primeras ondas (1 de 2 ondas y 2
de 3 ondas) seria la presencia de una baja frecuencia de los pulsos de LH, debido
a los altos niveles de progesterona que provocarian una menor sintesis de
androgenos y en consecuencia una menor sintesis de estradiol que iniciarian la

atresia folicular (36).

El mecanismo de seleccion del foliculo dominante se basa en un cambio en la
capacidad de respuesta a la FSH y a la LH, esto implica primero un descenso de
la concentracion de FSH propiciado por el estradiol y la inhibina producidos por
todos los foliculos en crecimiento, el foliculo dominante desarrolla la capacidad
de seguir creciendo con bajas concentraciones de FSH, que son insuficientes
para los foliculos mas pequefios (23). Ademas, cuando el foliculo dominante
adquiere un diametro de 8 mm comienza a desarrollar receptores para la LH en
las células de la granulosa, que funciona como la FSH. Al final de la fase de
crecimiento, dependiendo de si el cuerpo luteo regresa o no, se producira la
ovulacion o bien la pérdida de los receptores para la LH y la atresia del foliculo
dominante. Cuando cesa la secrecion folicular de estradiol, la FSH vuelve a subir
y ello desencadena la repeticion del ciclo ovarico (37).
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Figura 1: Crecimiento Folicular.

Fuente: (38).

3.3 Ciclo estral

3.3.1 Generalidades

El ciclo estral es una sucesion de eventos de origen endocrino, dependientes de
la interaccion de varios 6rganos como el eje hipotalamo-hipofisis, ovario y utero
(23). Los cambios que ocurren en el comportamiento durante este tiempo son
evidencia de la presentacion del estro, que inicia con en la pubertad y contindan
durante toda su vida util, excepto en condiciones de prefiez, anestro posparto o
patologias. El periodo estral dura en promedio 21 dias (26). Los signos de celo
se presentan gracias a los estrogenos provenientes del foliculo, durante 6 a 30
horas. La ovulacién es espontanea y ocurre 12 horas luego de finalizado el celo
(27). Se ha demostrado que mas del 70% de las actividades de monta ocurren
entre las 6 p.m. y las 6 a.m. Ademas, cerca del 25% de las vacas tienen celos

de menos de 8 horas de duracion (24).

La expresion del comportamiento de estro es el resultado de un incremento

progresivo en los niveles de 17(-estradiol producido por un foliculo dominante,
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el cual estimula los demas signos concomitantes con el pico ovulatorio de la
hormona luteinizante (39). El ciclo estral estd conformado por cuatro fases
continuas: proestro, estro, metaestro y diestro, durante las cuales sucede una
serie de cambios en las estructuras ovaricas y concentraciones de hormonas

que interactian para que la vaca pueda estar ciclando (40).

3.3.2 Control neuroendocrino del ciclo estral

El ciclo estral resulta de la coordinacion fundamental de cuatro 6rganos: cerebro,
hipofisis, ovarios y Utero. La comunicacion se realiza fundamentalmente a través
de un sistema hormonal. Las principales hormonas involucradas son la hormona
liberadora de gonadotrofinas (GnRH), secretada por el hipotalamo; la hormona
Luteinizante (LH) y la hormona foliculo estimulante (FSH); el estradiol (E2), la
inhibina y la progesterona (P4) de origen ovarico; y la prostaglandina F2 alfa,
secretada por el Utero. Otras hormonas como la prolactina o los andrégenos
también participan en la regulacion del ciclo estral (37).

ma Hipotalamo
Retroalimentacion Reatroalimentacion

Positiva GnRH Megativa
¥

Prtuitaria Anterior

++

|C recimientc Faollcularn ""-| Owvulaclén

| Foliculo FITE.-D\'UlﬂtUﬂ:U ; | Cuerpo Luteo
Estradiol Progesterona

Figura 2: Esquema de interaccion hormonal hipotalamo-hipofisis.

Fuente: (41).
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3.3.3 Etapas del ciclo estral

3.3.3.1 Proestro

Comienza con la regresion del cuerpo luteo del ciclo anterior y finaliza con la
manifestacion de celo, periodo cuya duracion es de 3 dias, manifiesta con una
caida en los niveles de progesterona y esto a su vez disminuye el feed back
negativo que dicha hormona a nivel hipotaldmico y comienzan a aumentar la
frecuencia pulsatil de las hormonas gonadotropicas (36); y se lleva cabo el
crecimiento preovulatorio; pese a que muchos foliculos antrales se pueden
desarrollar durante este periodo, solo uno sera seleccionado como foliculo
dominante quien llegara a la ovulacion, este foliculo dominante, que al ir
incrementando asi la sintesis y produccion de estrogenos, los cuales a su vez
van llenando la cavidad antral y haciendo que aumente el diametro folicular
(42);(39).

Se estimula el crecimiento folicular con el desarrollo de un gran foliculo y el
aumento en los niveles de estradiol. Cuando los estrégenos alcanzan cierto nivel,

se estimula la receptividad al macho y comienza el periodo de celo o estro (43).

3.3.3.2 Estro
Estro se define como el periodo de actividad y receptibilidad sexual (44).

Durante el estro, cuya duracion es de 18+6 h, la vaca manifiesta inquietud,
ansiedad, brama con frecuencia y pierde el apetito; en el caso de las vacas
lecheras, se reciente su produccion (45). Las vacas presentan descarga de
mucus con minima viscosidad (filante), cuyo olor atrae y excita al toro (presencia
de feromonas), edema de vulva y en el Utero se produce un aumento del tono

miometrial (39).

Durante esta fase, los estrégenos en altas concentraciones alcanzan el umbral
de estimulacion del centro ciclico hipotalamico, estimulando a las neuronas
hipotalamicas a producir el pico de GnRH y en consecuencia el pico de LH. Con

respecto a la FSH, disminuye su secrecién, consecuencia del feed back negativo
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estrogénico y de la inhibina, con excepcion del momento en que se produce el
pico preovulatorio de LH, en que puede aparecer un pico de FSH (36).
Posteriormente, 4 a 12 horas después de la onda de LH, se incrementan la
concentracion basal y la amplitud de los pulsos de FSH, relacionandose esto con

la primera onda de crecimiento folicular (42).

3.3.3.3 Metaestro

El metaestro es la etapa posterior al estro, tiene una duracién de cuatro a cinco
dias. Durante esta etapa ocurre la ovulacion y se desarrolla el cuerpo lateo.
Después de la ovulacion se observa una depresion en el lugar ocupado por el
foliculo ovulatorio (depresién ovulatoria) y posteriormente se desarrolla el cuerpo

hemorragico (cuerpo lateo en proceso de formacion) (44).

Durante el metaestro, las concentraciones de progesterona comienzan a
incrementarse hasta alcanzar niveles mayores de 1 ng/ml, momento a partir del
cual se considera que el cuerpo lateo llego a la madurez. El momento en que las
concentraciones de progesterona son superiores a 1 ng/ml se toma como criterio
fisiologico para determinar el final del metaestro y el inicio del diestro. Un evento
hormonal que se destaca en este periodo consiste en la presentacion del pico
pos ovulatorio de FSH, lo cual desencadena la primera oleada de desarrollo
folicular. Algunas vacas presentan un sangrado conocido como sangrado

metaestral (39).

3.3.3.4 Diestro

El diestro es la etapa de mayor duracion del ciclo estral, de 12 a 14 dias. Durante
esta etapa el cuerpo luteo mantiene su plena funcionalidad, lo que se refleja en
concentraciones sanguineas de progesterona, mayores de 1 ng/ml. Ademas, en
esta etapa se pueden encontrar foliculos de diferente tamafio debido a las
oleadas foliculares (44).

El mantenimiento del cuerpo luteo, asi como la sintesis de progesterona esta
ligada a la hormona LH que es progesterotréfica y luteotrofica. Otras hormonas
gue intervendrian en la sintesis de progesterona, son la FSH y la Prostaciclina
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(PGI2). La FSH se uniria a receptores ubicados en el cuerpo luteo y provocaria

un aumento en la secrecion de progesterona (36).

En lo referente a la PGI2 ademas de estimular a las células luteales para producir

progesterona, aumentaria el flujo sanguineo a nivel ovarico con el efecto positivo

que esto significa sobre la sintesis y secrecion de progesterona. Si el huevo no

es fecundado, el cuerpo luteo permanece funcional hasta el dia 15-20, después

del cual comienza a regresionar en preparacion para un nuevo ciclo estral (36).
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Figura 3: Etapas del ciclo estral.

Fuente: (44).
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Figura 4: Etapas del ciclo estral, ovarios.

Fuente: (38).

3.4 Hormona Antimulleriana
3.4.1 Propiedades

La hormona Antimulleriana es un miembro del factor de crecimiento
transformante beta (TGF- ), secretada esencialmente por las células de Sertoli
fetales y prepuberales en los hombres (46) y en mujeres por las células de la
granulosa de los foliculos preantrales (primarios y secundarios) y antrales
pequefios. La hormona Antimulleriana inhibe el reclutamiento de los foliculos
primordiales y, posteriormente, continla la expresion en los foliculos en
crecimiento y desaparece cuando alcanzan un tamafio en el que pueden ser
seleccionados por la FSH (47).

Ademas, participa en la regulacion de la cantidad de foliculos en crecimiento
(inhibe el reclutamiento de foliclos primordiales), y de esta manera se convierte
en un marcador para valorar la reserva folicular (47). El gen que codifica la AMH
se encuentra en el brazo corto del cromosoma 19. La accion de la AMH se ejerce
a través de dos receptores: el receptor tipo | (AMHRI) y el receptor tipo Il
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(AMHRII) que estan presentes en los organos diana de la AMH (gonadas y

conductos de Mullerian) (48).

Pasaron casi 40 afios para que la proteina y el gen que la codifica fueran aislados

y caracterizados; poco después, se describieron sus receptores (25).

La concentracion en sangre de esta hormona se ha asociado positivamente con
el recuento de foliculos antrales en ratones, mujeres, ovejas y vacas (49), lo que
puede ser un marcador confiable para estimar el RFA y puede ayudar a predecir
la respuesta superovulatoria en el ganado. La AMH se ha considerado que

cumple dos funciones principales:

1.) Inhibicion del crecimiento de foliculos primordiales evitando asi un

agotamiento temprano de la reserva folicular ovarica.

2.) Modulador folicular mediante la reduccion de la capacidad de respuesta

a FSH de los foliculos de la zona preantral (50).

3.4.2 Hormona Antimulleriana en humanos

Las fluctuaciones en los niveles séricos de hormona Antimulleriana se ha
encontrado en una serie de condiciones fisiologicas, las cuales deben tenerse
en cuenta al interpretar sus valores en la practica clinica. Existe una alta
variabilidad interindividual en los niveles de la hormona Antimulleriana de
acuerdo con la edad (51), debido a la diferencia en el numero de foliculos
antrales de las mujeres de distintos grupos etarios, los cuales tienden a disminuir,
especialmente después de los 40 afios (52). A su vez pueden presentarse
variaciones segun su etnia; las mujeres afroamericanas e hispanas tienden a
tener niveles mas bajos de la hormona Antimulleriana que las mujeres

caucasicas (53).

3.4.3 Hormona Antimulleriana en el ganado bovino
En la vaca la AMH se encuentra en los foliculos preantrales, foliculos antrales
pequefios en crecimiento; asi como, en las células del cumulus oophorus. Pero

resulta ser indetectables en los foliculos primordiales antes de la activacion de

su crecimiento. Se ha encontrado que en los rumiantes la concentracion de AMH
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disminuye marcadamente cuando incrementa el tamafio del foliculo, teniendo
grandes concentraciones de AMH en foliculos entre 3 - 7 mm y bajas

concentraciones en foliculos >7 mm de diametro (49).

Se ha demostrado que las concentraciones circulantes de AMH varian
fisiologicamente desde el nacimiento hasta la pubertad. En terneras Holstein se
ha visto que las concentraciones de AMH aumentan durante los primeros 2
meses de edad, disminuyen a los 5 y son estables a los 8 a 9 meses de edad,
aproximadamente en el momento de la primera ovulacion. Un patron similar se
muestra en el ganado Maine-Anjou, con concentraciones de AMH que
incrementan rapidamente entre 1 y 3 meses de edad, se mantiene a los 6 meses
y decrece hasta los 12 meses de edad. Por lo tanto se ha considerado que en el
ganado se incrementa la concentracion de AMH en los primeros meses de vida

pero produce una disminucion al momento de llegar a la pubertad (16);(44).

3.4.3.1 Estudios de la AMH en bovinos

Diferentes estudios realizados en bovinos muestran la relacién que tiene la AMH
sobre la fertilidad.

Ireland et al., (54), reportaron que la variacion en el conteo de foliculos antrales
(RFA) durante las ondas foliculares estd muy asociada con alteraciones en las
concentraciones circulantes de AMH. Mencionan que el recuento de foliculos
antrales pueden ser marcadores fenotipicos fiables para predecir el nimero
relativo de los foliculos morfolégicamente sanos y ovocitos en los ovarios, y tal

vez predecir la longevidad potencial reproductiva en el ganado.

Posteriormente Jimenez et al., (55), llegaron a la conclusion de que una sola
determinacion de la concentraciéon de AMH en novillas lecheras jévenes, puede
ser un método de diagnéstico para predecir la longevidad del hato y que también
puede ser un marcador genético Util para mejorar los sistemas de crianza y

mejorar la longevidad de las vacas.
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Pfeiffer et al., (56), reportaron que la determinacion de AMH durante el ciclo
estral, no se vio influenciada por la sincronizacion hormonal exégena. Estos
datos sefalan la posibilidad de medir la AMH en cualquier momento del ciclo, sin
tener que usar algun protocolo de Inseminacion artificial a Tiempo Fijo (IATF).

Otro estudio entre la relacion entre la AMH con la superovulacion llegaron a la
conclusién que esta hormona podria convertirse en un método practico y Gtil para
predecir la respuesta folicular y la capacidad superovulatoria de cada vaca,
mejorando la eficiencia de los programas de transferencia de embriones en

ovulaciones multiples en hatos lecheros (57).

3.4.4 El papel de la AMH en el ovario

3.4.4.1 La AMH vy los foliculos primordiales

Durante la diferenciacion sexual femenina la AMH no se expresa en el ovario. La
AMH se expresa por primera vez en las células de la granulosa de los foliculos
primordiales, en el dia 3° 0 4° de vida postnatal en ratas, y en el feto humano a
partir de la 36 semana de gestacion (58). La AMH continla expresandose en los
foliculos en crecimiento del ovario hasta que han alcanzado el tamafio y estadio
de diferenciacion, en el que seran seleccionados mediante la accion de la
hormona foliculo estimulante (FSH). En la rata esto ocurre en el estadio antral
inicial en foliculos pequefios en crecimiento (17), y en humanos en foliculos
antrales de 4-6 mm de tamafio (59). Por tanto, la AMH se expresa en los foliculos
selecionados del pool de foliculos primordiales que entraran a ser reclutados por
accion de la FSH. Antes y después de estos dos importantes puntos de

regulacion en el ovario, la AMH no se expresa (17).

Este patron de expresion indica que la AMH debia tener un papel importante en
la regulacion del numero de foliculos en crecimiento y en su seleccion para la
ovulacion. Estas funciones potenciales de la AMH se investigaron utilizando
modelos de ratas sin AMH (17).
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Figura 5: Rol de la AMH en la foliculogénesis.

Fuente: (60).

3.4.4.2 Correlacion de AMH con RFA

Desde que se describio por primera vez la relacion entre el incremento de edad
y la disminucién del recuento de foliculos antrales (RFA), han existido multiples
intentos para establecer la relacion entre la reserva ovarica y el RFA. Se asume
gue el numero de foliculos antrales originados desde la cohorte de foliculos en
crecimiento, también se correlaciona con el nimero de foliculos primordiales, o
la reserva ovarica (61). EI RFA se define como el numero de foliculos <10 mm

de didmetro detectados por ecografia durante la fase folicular temprana (62).

Hoy en dia, el RFA y la AMH se han convertido en los pilares predictivo-
diagnésticos de reserva ovarica en los tratamientos de reproduccion asistida,
como consecuencia de la mejora técnica y de la estandarizacibn en sus
mediciones que se ha producido en los ultimos afios. Ambos no solo son buenos
marcadores del nUmero de ovocitos recogidos tras la puncion en los tratamientos

de Fecundacion in vitro (FIV), sino que, de manera equivalente, nos permiten
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reconocer a las pacientes, predecir su respuesta ovarica e individualizar los

protocolos de estimulacion (62).

3.5 Ultrasonografia

La Ultrasonografia o ecografia es una técnica de diagndstico por imagen de alta
precision para evaluar los procesos reproductivos en el bovino por el clinico

veterinario (63).

Su aplicacion en bovinos y equinos a partir de la década de los 80 ha sido uno
de los pasos mas importantes para el estudio y comprension de los eventos
normales que ocurren durante el ciclo estral y la gestacion, a tal punto que es
considerado por muchos investigadores como el avance mas importante en la
biologia reproductiva desde la utilizacion del radioinmunoensayo (RIA) para

medir valores hormonales circulantes en el animal (64).

Con el equipo de ecografia es posible diagnosticar una gestacion a partir del dia
20 post inseminacién; sin embargo, es mas practico y tiene menos falsos
negativos cuando se hace el dia 30 post inseminacién. El ecégrafo debe estar
equipado con un transductor lineas de 5 0 7.5 MHz que se protege con un guante
de palpacion rectal, al que previamente se le agrega gel para que sirva de puente

entre el transductor y la mucosa del recto (25).

La coordinacion entre la visualizacion de la imagen y los movimientos realizados
con la mano, asi como la localizacion de los 6rganos reproductivos son de
fundamental importancia. Una vez individualizado el 6rgano, el técnico debera
tener un conocimiento profundo de las estructuras anatomicas y de su apariencia

normal para poder utilizar esta técnica con una mayor eficiencia (64).
En veterinaria los transductores mas usados son de: 3.5-5y 7.5 MHz (65) (66).

La frecuencia en que son emitidas y la longitud de las ondas son inversamente
proporcionales. A medida que aumenta la frecuencia de emisién, la capacidad
de diferenciar objetos a lo largo del camino recorrido por la onda (resolucion
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axial) aumenta, pero la onda se atenta mas rapido (disminuye su fuerza) (66)
(67).

Cuanto mayor es la frecuencia del sonido del transductor, la imagen producida

es mas precisa y se ven estructuras mas pequenas (foliculos de 2mm) (67).

Cuanto menor es la frecuencia, permite ver estructuras mayores como
gestaciones avanzadas. En cuanto a la penetracion del sonido, la situacion es
inversa. Cuanto mayor es la frecuencia (7.5 MHz) la penetracibn es menor
(debido a que el sonido es absorbido rapidamente por tener una menor longitud
de onda) y cuando menor es la frecuencia, mayor es la penetracion (3.5 MHz)
(63).

Para especies mayores en reproduccion, se trabaja por via transrectal con
sondas lineales de 5 o0 7.5 MHz. Para trabajos de recuperacion de ovocitos
(OPU) por puncion ovarica o aspiracion folicular, las mas adecuadas son las
lineales convexas de 50 7.5 MHz y se trabaja por via transvaginal. Para especies

menores se recomienda los de 3.5MHz lineales convexas o sectoriales (65).

3.5.1 Eleccion del equipo de ultrasonografia

La eleccion del equipo de ultrasonidos debe estar basada en las aplicaciones
previstas. En ganado vacuno para un trabajo de campo rutinario, seria de
eleccion un ecégrafo portétil con bateria recargable, de poco peso y tamafio (63).
La sonda mas recomendable para la exploracion rectal es la transrectal debido
a su disefio impermeable al agua y porque se puede emplear tanto por via
transrectal como externamente por lo que resulta mas versatil. Las sondas
transrectales son generalmente lineales y son las recomendables por su manejo

mas sencillo frente a las sectoriales (63).

Dependiendo de la especie y del tipo de ecografia a realizar se elige una
frecuencia, en vacuno se trabaja nhormalmente con una frecuencia de 7,5 MHz
porque ofrece una buena relacion entre calidad de imagen y profundidad (5 cm.

aproximadamente) (65).
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3.5.2 Estructuras fisiolégicas visibles en el ovario por el ecégrafo

Las estructuras fisiologicas detectables en el ovario mediante ecografia son los
foliculos y el cuerpo lateo. Los foliculos aparecerdn en la imagen como
estructuras circulares de color negro (anecoicas) y que normalmente no
sobresalen sobre la superficie del ovario, presentan un borde muy fino, y a veces
de contorno irregular por la compresion de otras estructuras del ovario (65). Su
tamafio va creciendo durante el ciclo estral de la vaca a razén de 1.5 a 2.5 mm
por dia, llegando el foliculo dominante a 15-20 mm en el momento previo a la
ovulacion (65). El cuerpo Iuteo se mostrara como una imagen de forma circular
con una cabeza mas o menos prominente sobre la superficie del ovario, y en un
tono gris oscuro, en su interior se puede apreciar una pequefia cavidad con

liquido o bien una banda blanca que lo atraviesas de un extremo al otro (65).

El cuerpo Luteo (CL) se identifica a partir de 2 o 3 dias después de la ovulacién,
y crece 1-2mm por dia, hasta su maximo tamafio 7 a 12 dias post -ovulacion.
Aparece mas bien grisaceo, y muchas veces con una pequefia cavidad central
con liquido y alguna trabécula visible (60-70%), y son a veces mal llamados
cuerpos luteos cavitarios (ya que no poseen efecto significativo sobre la fertilidad,
ni sobre la duracion del ciclo, ni en la concentracién plasmatica de progesterona,

respecto de los no cavitarios) (68).

Este examen es util para el control de reinicio de actividad ovarica postparto,
para indicar en qué momento del ciclo se encuentra la vaca para prever los
tratamientos de induccion y sincronizacion del celo, optimizar tratamientos de

super ovulacion y diagnosticas estructuras patologicas (65).

3.5.3 Morfologia ultrasonografica del cuerpo luteo

La ultrasonografia también ha sido usada para caracterizar el CL bovino durante
el intervalo interovulatorio. Su ecotextura es diferente a la del estroma ovéarico e
identificable por ultrasonografia en la mayoria de las vaquillonas a partir del dia
de la ovulacion (promedio: dia 0,5) 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
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cerca de la siguiente ovulacion (en promedio: 1,4 dias antes de que la misma)
(63).

En algunos casos el cuerpo albicans se distingue hasta 2 o 3 dias post ovulacion.
Se han realizado estudios para determinar la eficiencia de la ultrasonografia en
la observacion y medicion del CL comparado con la examinacion de las mismas
estructuras post mortem. Se concluyé que no hay diferencias entre las dos
técnicas ya que se visualizé correctamente en todas las vaquillonas (23/23) la

localizacion del CL en el ovario izquierdo o derecho entre los dias 12 y 14 (63).
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4. MATERIALES Y METODOS
4.1 Materiales
4.1.1 Materiales Biolbgicos

» Vaquillas Holstein mestizas
= Qvarios

= Sangre
4.1.2 Materiales Quimicos

= Alcohol 70%

»  Kit “DL-AMH-b” de DEVELOP®
» Solucién fisiolégica

» Gel

4.1.3 Materiales de Laboratorio

= Ecégrafo portatil sonda lineal, frecuencia 7,5Mhz
» Centrifuga

= Balanza, calibrador, regla

» Pipetas mecanicas y Drummond

» Puntas de pipeta

= Tubos eppendorf 2mi

= Congelador

= Vaso de precipitacion

= Mandil, cofia, guantes de nitrilo y ginecolégicos

4.1.4 Materiales de Oficina

»= Plantillas de campo

= Libreta, esferos

= Medios Extraibles (Memory USB)
= Calculadora

= Marcadores
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= Computadora

4.1.5 Materiales de Campo

= Tubos EDTA 4 mi

= Agujas vacutainer

= Cooler, gel refrigerante

= Guantes de manejo, cofia

= Frascos de orina, recipientes plasticos
= Papel secante, algodon

= Spray de colores, esferos, etiquetas

= Overol, botas, casco

= Camara fotografica

4.2 Métodos

4.2.1 Area de estudio

Figura 6: Ubicacion del area de estudio (Azuay y Cafar).

Fuente: Directorio cartografico de Google Maps, 2018.
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4.2.1.1 Ubicacion politica-geografica

El proyecto se realiz6 en camales ubicados en las provincias del Azuay y Cafar
(region sur del Ecuador). La Provincia de Azuay esta constituida por 15 cantones,
27 parroquias urbanas y 60 parroquias rurales. Posee dos zonas, el area
denominada los Andes (oriental y occidental) y la zona costanera (oeste). El
clima es variable desde el tropical hasta el glacial. Presenta dos estaciones
definidas: himeda y seca. En el Occidente la temperatura oscila entre los 20 °C
y 33 °C, mientras que, en la zona andina, ésta suele estar entre los 10 °Cy 28 °C.
La provincia del Cafnar tiene una superficie de 3.669 km., cuenta con 7 cantones,

el clima va desde los 0°C hasta los 30°C.

4.2.2 Unidad experimental

Se analizaron 102 vaquillas Holstein mestizas, que llegaron a ser faenadas en

camales de las provincias de Azuay y Cafar.

A estos animales se les realizé muestreo sanguineo pre morten para determinar
niveles de la hormona Antimulleriana (AMH). Luego de que fueron faenadas se
recuperaron los dos ovarios para determinar el recuento de foliculos antrales
(RFA) y la morfologia del ovario expresada en tamafio y peso del ovario y cuerpo

[Uteo.

4.2.2.1 Criterios de inclusion

» Vaquillas de raza Holstein mestizas.

= Que provengan de ganaderias sobre los 2.500msnm.

* Que hubieran estado en un sistema de alimentacién al pastoreo.

= Animales no gestantes.

= Condicion corporal 2,5 - 3 escalade 1 -5.

» Valoradas como sanas por los técnicos encargados de los centros de

faenamiento.
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4.2.2.2 Criterios de exclusion

» Vaquillas que sean determinadas por el técnico encargado como
decomisadas.
» Vaquillas con ovarios aciclicos.

4.2.3 Metodologia para la Investigacion
4.2.3.1 Seleccion de vaquillas

En primera instancia se seleccionaron de todos los animales que llegaron al
camal, aquellas vaquillas que cumplieron con los criterios de inclusién descritos
anteriormente, una vez seleccionadas mediante la utilizacion de spray de
diferentes colores fueron identificados los animales en el patio de espera (pre-

faenamiento).

4.2.3.2 Toma de muestras de sangre

Las muestras fueron tomadas por duplicado pre-morten en el patio de espera
para el faenamiento, para lo cual se realiz6 venopuncion coccigea, se colecto en
tubos vacutainer con EDTA 4ml de sangre, se identificaron las muestras con los
respectivos datos de cada animal y se colocaron en un cooler con gel refrigerante
para ser transportadas al laboratorio a temperatura de 5°C en un lapso de tiempo

no mayor a cuatro horas.

4.2.3.3 Recoleccion de ovarios

Se realiz6 el seguimiento de cada animal y una vez faenadas las vaquillas, se
obtuvieron los ovarios en el proceso de evisceracion, en donde se coloco a cada
ovario (Ol y OD) en frascos estériles individuales, estos contenian solucién salina
atemperada a 35°C. Una vez terminada la recoleccion, los frascos fueron
colocados en un cooler y transportados al laboratorio de la Facultad de Ciencias

Agropecuarias para su valoracion, en un tiempo no mayor a cuatro horas.
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4.2.3.4 Preparacion de ovarios para el recuento folicular (RFA)

En el laboratorio se realizé una limpieza de todos los tejidos adyacentes a los
ovarios. A continuacion, se lavaron los ovarios en solucion salina atemperada a

35°C hasta que estén completamente limpios.

4.2.3.5 Valoracion del numero de foliculos antrales por

ultrasonografia

Para la determinacion del numero de foliculos antrales existentes en cada ovario
se utilizé un ecografo portatil (Prosuond 2), con sonda lineal, 7,5Mhz. Mediante
la técnica de barrido crdneo-ventral y latero-medial, ovario derecho y luego el
izquierdo por separado se realizé el conteo folicular en cada ovario. Se separ6
en dos grupos los foliculos antrales observados; los foliculos <4mm fueron
contados y registrados en la plantilla de campo, los foliculos =4 fueron medidos
(ancho y largo) y posteriormente registrados en la plantilla de campo. Esta

valoracion fue ejecutada por el mismo técnico siempre pos-morten.

4.2.3.6 Valoracion del numero de foliculos antrales por

inspeccion directa

Una vez terminado la valoracion ecografica de los dos ovarios de cada animal,
estos fueron retornados a sus respectivos frascos y pasados a otro técnico que
desconocia de los resultados ecograficos, para que realice la valoracion visual
del numero de foliculos antrales existentes en cada ovario. Usando la misma
metodologia de agrupamiento los foliculos <4mm fueron identificados contados
y registrados en la plantilla de campo y los foliculos =4mm fueron medidos
(anchoy largo), esta medicion se realizé en forma directa con ayuda de una regla
y un calibrador (mm), por una sola persona previamente capacitada. Los datos

fueron registrados en la plantilla de campo.
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4.2.3.7 Determinacion del peso y tamafio del ovario y cuerpo
lateo

Cada ovario fue pesado en una balanza de precision (g) y luego medido su largo
y ancho, con un calibrador (mm).

Para la valoracién del cuerpo Iuteo (CL), se realiz6 la enucleaciéon de este con la
finalidad de poder realizar el pesaje y asi mismo la toma de medidas (ancho y
largo) en forma adecuada.

4.2.3.8 Determinacion del estadio del ciclo estral en el cual

fueron obtenidos los ovarios

Para establecer la fase del ciclo estral en el cual se encontraban las vaquillas al
momento de su faenamiento, utiliz6 como referente el tamafio de cuerpo luteo

de acuerdo a los parametros establecidos por Ayala et al. (69).

Razas

Criolia
[~ Brown Swiss
[~ Holstein

Tamaiio del Cuerpo Liteo
B
1

T | | | | | | T I ] T I ] I ! I ]
34 58 7T 8 8 WM 1213141648 171819 0 21 22,234 1650

Dias del Cicle

Figura 7: Tamafo del cuerpo lateo durante el ciclo estral de vaquillas Holstein,
Brown Swiss y Criollas

Fuente: Ayala et al. (69).
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Para determinar la fase de la onda folicular se valorg las caracteristicas numero
y tamafio de cada uno de los foliculos presentes en los dos ovarios, en base a
los criterios emitidos por Ginther, (70) sobre el tamafio y nimero de foliculos

presentes en cada una de las fases de la onda folicular.

Finalmente, la conjetura del nimero de onda folicular en el cual se encontraba el
animal al ser sacrificada se establecié al conjugar los datos del tamafio del CL
(fase del ciclo estral), nUumero y tamafio de foliculos antrales presente en los dos
ovarios (fase de la onda folicular), lo cual nos permitio inferir si se encontraba el
animal en 1, 2 o 3 onda folicular, de acuerdo a los parametros descritos por Ayala
etal., (71).

4.2.3.9 Determinacion de la concentracion sérica de la Hormona
Antimulleriana (AMH)

Las muestras de sangre fueron centrifugados a 3000 rpm durante 20 minutos. El

plasma obtenido fue congelado a -20°C, hasta su posterior analisis.

La concentracion de AMH fue determinada mediante una prueba de ELISA tipo
sandwich, con el kit DL-AMH-b (Develop®), midiendo la intensidad del color
mediante espectrofotometria a una longitud de onda de 450 nm, estableciendo
la concentraciéon de AMH por comparacion de la densidad 6ptica de las muestras
con la curva estandar. El kit tiene una sensibilidad inferior a 0,117 ng/ml.

Precision intra ensayo: CV< 10% e inter ensayo: CV<12%.

4.3 Disefio experimental

El trabajo fue de tipo descriptivo, se valoraron los niveles de AMH de vaquillas
de raza Holstein mestizas previo a su faenamiento y se realizé el recuento de
foliculos antrales presentes en los dos ovarios pos mortem, asi como la
valoracion ecografica y directa (visual) de las estructuras ovéaricas de cada una
de las vaquillas en estudio.

En una segunda instancia con los valores obtenidos anteriormente se realizaron
2 grupos de animales con valores altos y bajos de AMH, basados en el valor

medio de AMH de los 102 animales.
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Finalmente, en base a los grupos de alta y baja concentracion de AMH se
buscaron relaciones con el RFA, peso, tamafo del ovario y cuerpo luteo, asi
como, cual es la fase del ciclo estral, fase de la onda folicular y el nimero de
onda.

4.3.1 Andlisis estadistico

Los datos fueron tabulados en Excel y el analisis estadistico se realizé en el

programa estadistico SPSS® version 25.

Se establecieron estadigrafos principales de los valores de AMH, peso, tamafio

del ovario y del cuerpo lateo del total de los animales en estudio (n=102).

Para determinar los grupos de alta y baja concentracion se utilizo el valor medio
como punto de corte. Se utilizé la prueba T de Student para comparar las medias
de los dos grupos respecto a las variables en estudio.

El andlisis de la fase del ciclo estral, onda folicular y nUmero de onda se utilizd
un ANOVA y para comparar medias la prueba de Tukey al 5%.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Niveles de la hormona Antimulleriana (AMH), valorado pre-

mortem

En primera instancia se establecio el valor promedio y error estandar (0,08+0,006
ng/ml) de la AMH en las vaquillas en estudio, con un rango entre 0,03 a 0,62
ng/ml, resultado que se obtuvo al valorar el plasma de las muestras de sangre
tomadas en un momento desconocido del ciclo estral (pre-faenamiento de los

animales en estudio).

El valor promedio (0,08+0,006 ng/ml) obtenido en el presente trabajo es muy
inferior al descrito por Guerreiro et al. (72), quienes establecieron una media de
0,3+0,03 ng/ml. La diferencia en los valores promedios de AMH entre estos dos
trabajos podria ser explicado: en primer lugar por el momento de la toma de la
muestra de sangre para valorar la AMH; asi Guerreiro et al. (72), tomaron la
muestra una vez terminada cada maniobra de OPU, por lo tanto, todas las
vaquillas se encontraban en un momento determinado del ciclo estral, ya que
cada sesion de OPU genera un reinicio de la onda folicular. En contraposicion
en el presente estudio las muestras de sangre fueron tomadas antes de que las
vaquillas fueran faenadas (en el patio de pre-faenamiento), por lo que el
momento del ciclo estral de los 102 animales fue diferente y logicamente

desconocido por nosotros en ese momento.

En este contexto, se ha demostrado por parte de Gobikrushanth et al. (73), que
los niveles de AMH determinados en un momento conocido del ciclo estral
(reinicio de la onda folicular) a un grupo de bovinos (218,7 £ 14,5 pg./ml = 0,218
ng/ml), difiere (P<0,05) al encontrado en este mismo conjunto de animales,
cuando cada uno de estos se encontraban en diferentes momentos del ciclo
estral (187,3 £ 13,1 pg./ml = 0,187 ng/ml). Ademas, en este trabajo se puede
observar que los niveles de AMH descritos en el reinicio de la onda folicular son
el doble de los establecidos en un momento desconocido del ciclo estral, lo cual

fortalece nuestra primera argumentacion antes indicada.
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Un segundo criterio con el cual se justifica la diferencia en los valores promedios
de AMH, es el hecho de que Guerreiro et al. (72), evaluaron vaquillas Holstein
criadas en el trépico bajo (Sao Paulo Brasil) y nosotros valoramos vaquillas
Holstein procedentes de ganaderias ubicadas sobre los 2500msnm (trépico alto),
es decir, los animales de los dos estudios se encontraban en condiciones
medioambientales, de manejo y alimentacion diferentes. Y a decir de autores
como Tovio (74); Sartori et al., (75), la alimentacion y otros factores
medioambientales pueden llegar a alterar la funcion ovarica. Criterio que es
compartido y fortalecido por Ayala et al. (71), quienes indican que las condiciones
medioambientales, nutricionales, raciales y de manejo del tropico alto afectan la
fisiologia ovérica de las vaquillas Holstein mestizas de la regién centro sur del
Ecuador.

Finalmente, el kit de Elisa empleado para determinar la AMH en los dos estudios
fue diferente: Guerreiro et al., (72), utilizaron Bovine AMH enzyme-linked
immunosorbent assay AL-114 kit (Ansh Labs, USA) y en nuestro trabajo se utilizd
kit de ELISA tipo sandwich, DL-AMH-b (Develop®), China.

5.2 Recuento Foliculos Antrales (RFA), realizado en forma visual y

ecografica en ovarios colectados pos-mortem

Luego de la toma de muestras de sangre pre-mortem, las vaquillas fueron
faenadas y sus dos ovarios recuperados, identificados, para luego realizarse el

recuento de foliculos antrales (RFA) por dos técnicas: visual directa y ecografica.

Para ejecutar el RFA, estos fueron divididos en dos grupos: en el primero se

ubicaron los foliculos antrales<4mm y en el segundo los foliculos antrales >4mm.

5.2.1 Recuento Foliculos Antrales (RFA) <4mm, realizado en forma

visual directa y ecografica

Al realizar el RFA <4mm en forma visual directa se determiné un promedio y error
estandar de 26,96+1,74 foliculos, con valores minimos y maximos de 0,00 y

99,00 respectivamente. Sin embargo, al ejecutar la valoracion ecografica de este
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grupo de foliculos (<4mm) se establecié un promedio y error menor (16,11+0,87
foliculos), con un rango de 0,00 a 53,00 foliculos, mostrando diferencia
estadistica entre las dos técnicas (P<0,05). Estos resultados demuestran que el
RFA realizado a foliculos <4mm es menos efectivo por ultrasonografia (40, 24%),

que la valoracion mediante la técnica visual directa.

Esta variacion en el porcentaje de efectividad esta directamente relacionado a la
resolucion del ecografo, ya que conceptualmente un equipo con una resolucion
de 3mm, por ejemplo, permitira distinguir dos interfases separadas por 3mm
como dos estructuras diferentes; sin embargo, si la distancia que separa a las
dos interfaces es menor a 2mm, esta se observard como una solo estructura
Diéz, (76).

Si bien no se ha encontrado trabajos en bovinos que relacionen la eficiencia de
la técnica valoracion ecografica vs valoracion visual directa en la cantidad de
foliculos menores a 4mm, hay trabajos como el realizado por Alanusa et al., (77),
quienes valoran la efectividad del diagnéstico de gestacion mediante ecografiay
palpacion rectal, llegando a concluir que la concordancia entre estas dos técnicas
es del 67,6%, porcentaje similar a los encontrados en el presente trabajo, (Tabla
1).

5.2.2 Recuento Foliculos Antrales (RFA) >4mm, realizado en forma

visual directa y ecografica

Al comparar el promedio y error estandar de foliculos antrales >4mm observados
mediante ecografia (6,58+0,30 foliculos) vs observacion directa (6,27+0,35
foliculos) se pudo determinar que no existié diferencia estadistica (P>0,05). La
similitud de resultados corrobora lo analizado en el acapite anterior donde se
indic6 que la resolucion del ecografo juega un papel importante en la valoraciéon

del nimero de foliculos.
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Tabla 1: Valores descriptivos de los niveles de Hormona Antimulleriana (AMH),

el Recuento Visual y ecogréfico de los Foliculos Antrales (RFA).

Valores Cuartiles

Minimo Maximo 25% 50% 75%

X

Variable N DE

Hormona

_ _ 0,08 0,07 0,03 0,62 0,05 0,06 0,09
Antimulleriana (AMH)

Recuento Visual de
102 26,96 17,54 0,00 99,00 14,75 25,50 35,00
foliculos <4mm (RFA)

Recuento Ecografico

de foliculos <4mm 102 16,11 8,81 0,00 53,00 10,00 15,50 22,00
(RFA)

Recuento Visual de

102 6,27 3,55 0,00 17,00 4,00 6,00 8,00
foliculos >4mm (RFA)

Recuento Ecogréfico
de foliculos >4mm 102 6,58 3,07 1,00 17,00 500 6,00 8,75
(RFA)

N=nUmero de casos. X=media del valor. DE=desviacion estandar.

Fuente: Autoras

5.3 Resultados de AMH en grupos de alta y baja concentracioén

Para el analisis de relacion entre RFA y concentraciones de AMH, a los animales
en estudio se les agrupo en vaquillas con alto (n=50) y bajo (n=52) nivel de
hormona Antimulleriana, considerando como punto de corte el valor promedio de

AMH obtenido a nivel general (0,08ng/ml).

Para comparar los valores promedios y error estandar entre grupos de alto y bajo
nivel de AMH, se ejecuté la prueba de T de Student, obteniendo promedios de
0,11+0,013 ng/ml (alto) y en el grupo de bajo (0,04+0,001 ng/ml), con diferencia
significativa (P<0,05) entre los grupos. (Fig. 8).
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Los valores determinados para los grupos de alto y bajo nivel de AMH en el
presente trabajo mantienen similar tendencia que los descritos por Souza et al.,
(78), quienes realizaron una clasificacion de los animales utilizados en su ensayo
similar al propuesto por nosotros, basados en el nivel de concentracién de la
AMH y determinaron dos grupos en su trabajo: el primero vacas con bajo nivel
de AMH (44,9 pg/ml = a 0,045 ng/ml) y alto nivel (243,1 pg/ml = a 0,243 ng/ml),
se puede observar que el grupo considerado de bajo nivel de AMH en los dos
trabajos son similares; sin embargo, el grupo clasificado como alto en el
experimento de Souza et al., (78) presentaron el doble de AMH respecto al
mismo grupo del presente estudio, esta diferencia exclusivamente en el grupo
de alta concentracibn de AMH podria ser explicado por las condiciones de
mantenimiento (intensivo vs extensivo), alimentacion (dieta concentrada vs
pastoreo) y la edad de los animales (primiparas vs multiparas) utilizados en los
dos experimentos. Ademas, del kit utilizado para la determinacion de la AMH
(MofA Global using a bovine AMH ELISA, en el trabajo de Souza et al.,), el cual
brinda resultados en pg/ml, mientras que el kit de ELISA tipo sdndwich, DL-AMH-

b (Develop®), China utilizado en el presente estudio se describe en ng/ml.

Es importante resaltar que aun trabajando con un mismo kit para determinar los
niveles de AMH, los resultados obtenidos en varios estudios son diferentes; asi
Batista et al., (14), establecieron valores de 0,06+0,02 ng/ml para el grupo
clasificado por ellos como de baja concentracion de AMH y 0,57+0,26 ng/ml
(alto); sin embargo, Guerreiro et al., (72), determinaron valores de 0,2+0,01 ng/ml
(bajo) y alto 0,4+0,02 ng/ml y como Baldrighi et al., (13), establecieron valores
de 0,13+0,02 ng/ml (bajo), 0,54+0,11 ng/ml (alto), los tres utilizaron el mismo kit
de Ansh Labs, Webster, TX, USA, pero el momento de la toma de muestras fue
diferente para la valoracion de la AMH, lo cual proporcioné resultados diferentes.
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Figura 8: Valores promedios de la Hormona Antimulleriana (AMH), en los grupos

clasificados como de bajo y alto nivel de AMH, valorado pre-morten.

Fuente: Autoras

9.4 Relacion de recuento de foliculos antrales (RFA) <4mm y >4mm,
con los grupos clasificados como de bajo y alto nivel de AMH,

mediante las técnicas de ecografia y conteo directo (visual)

En nuestro estudio el RFA fue realizado en un momento desconocido del ciclo
estral de las vaquillas, una vez que estas fueron faenadas, directamente en los
ovarios recuperados pos-mortem. La valoracion del RFA se ejecutd mediante
ultrasonografia y luego por inspeccion visual directa de los foliculos antrales

presente en la parte superficial de los dos ovarios.

5.4.1 Relacion del RFA <4mm por el método Ecogréafico con el

grupo de bajo y alto nivel de AMH

Al clasificar a las vaquillas en grupos de alto y bajo nivel de AMH, se

determinaron un promedio y error estandar de 20,94+1,14 foliculos (alto) y bajo
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de 11,46+0,95 foliculos, con diferencia (P<0,05) entre grupos (Fig. 9). Ademas,
se observo una correlacion positiva y altamente significativa entre el RFA y AMH
de r=0,56; P<0,001.

El nimero de foliculos descrito en el presente trabajo para el grupo de bajo y alto
nivel de AMH, fueron similares a los determinados por Guerreiro et al. (72),
quienes establecieron que los grupos de bajo y alto nivel de AMH presentaron
13,6£0,9 foliculos y 20,9%1,5 foliculos respectivamente. Con una correlacion
positiva y altamente significativa entre el RFA y la concentracion de AMH (r=0,84;
P<0,001).

Otros autores como Batista et al., (14), al trabajar con vaquillas Holstein si bien
establecieron valores similares para el grupo clasificado como de bajo nivel de
AMH (13,4+1,40 foliculos; grupo bajo); sin embargo, el numero de foliculos
promedio establecido para el grupo (alto) en el presente trabajo esta por debajo
del valor descrito por Batista et al., (34,3%3,12 foliculos; grupo alto). Se considera
gue la variacién en el grupo clasificado como de alto contenido de AMH en los
dos trabajos estaria relacionado con el tipo de alimentacion (concentrado vs
pastoreo), el sistema de manejo (intensivo vs extensivo) y el piso altitudinal
(tropico bajo vs tropico alto). Ademas, en los dos trabajos se determinaron
correlaciones positivas y altamente significativas entre RFA y concentracion de
AMH.

5.4.2 Relacion del RFA >4mm por el método Ecogréafico con el
grupo de bajo y alto nivel de AMH

Se observo un promedio de 7,36+0,47 foliculos en el grupo clasificado como de
alto valor de AMH, y 5,83+0,37 foliculos (bajo) nivel de AMH (Fig. 9), sin
diferencia estadistica (P>0,05) entre grupos. No se encontrd correlacion entre la
AMH y RFA mayores a 4mm (r=0,14; P>0,17).

Si bien autores como Guerreiro et al. (72) y Batista et al., (14), establecieron que
existe correlacion entre el RFA y la concentracion de AMH (descrito en el punto

anterior), esta correlacion (RFA con AMH), se dio exclusivamente entre el RFA
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<4dmmy la AMH, sin embargo, al valorar el RFA >4mm y la AMH en un momento

indeterminado del ciclo estral no presento6 correlacion.

Estos resultados podrian ser explicados por los conceptos establecidos por
Ginther, (70), quien determina que cada onda folicular se inicia con la fase de
reclutamiento donde los foliculos tienen un didmetro <4mm, luego pasan a la
fase de seleccion (5-6mm) y finalizan en dominancia (>10mm). Ademas, si bien
el numero de foliculos antrales reclutados es repetible en cada animal, no es
menos cierto que la variabilidad RFA es alta entre animales (reclutamiento); sin
embargo, al tratarse al bovino de una especie monétona al pasar los foliculos de
reclutamiento a seleccion y dominancia se reducen comunmente a un foliculo
con capacidad de desarrollo y los demas se atresian. Por lo tanto, inicamente
en la fase de reclutamiento se expresaria realmente la relacion de la cantidad de
RFA y la AMH, sin embargo, en las siguientes fases (selecciéon y dominancia),
esta variabilidad en el RFA se reduciria entre animales dando como

consecuencia valores de correlaciéon distintos con la AMH.

Esta conjetura es fortalecida por lo descrito en otros mamiferos como los
roedores, en los cuales se describié que la expresion de AMH comienza en los
foliculos pre-antrales (foliculos primarios tempranos), alcanza su punto maximo
en los foliculos antrales tempranos y luego disminuye hasta desaparecer en los
foliculos pre-ovulatorios Durlinger et al. (17). Ademas, en los macacos se
determind que los niveles de AMH disminuyen para que pueda seleccionarse el

futuro foliculo dominante Xu et al. (79) .
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Figura 9: Valores promedios y error estandar del recuento mediante ecografia
de los foliculos antrales <4mm (RFA<4mm) y de los foliculos antrales >4mm
(RFA>4mm), en los grupos clasificados como de bajo (blanco) y alto nivel de
AMH (plomo).

Fuente: Autoras

5.5 Valoraciéon del RFA <4mm y >4mm por el método visual con el

grupo de bajo y alto nivel de AMH

Al realizar el RFA <4mm que se visualizaban directamente en la superficie de los
ovarios que fueron recuperados pos-mortem se determind, un promedio de
16,76+1,34 foliculos en el grupo de vaquillas clasificadas como de bajo y
37,66+2,48 foliculos (alto) nivel de AMH, con diferencia estadistica (P<0,05)
entre grupos. (Fig. 10). Con un valor de correlacion positiva y altamente

significativo (r=0,63; P<0,001) entre estas dos variables.

Sin embargo, al ejecutar el RFA de foliculos >4mm en el presente trabajo, se
determind un promedio de 6,02+0,49 foliculos (bajo) y 6,54+0,5 foliculos (alto)
nivel de AMH, sin encontrar diferencia estadistica (P>0,05) entre grupos (Fig. 3),
sin correlacion entre RFA>4mm y la AMH (r=0,05; P>0,17).
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Para la discusion tomaremos como referencia el trabajo de Silva et al. (80), ya
que ellos realizan valoracion visual (en microscopio) de los foliculos antrales,
pero de muestras histolégicas previamente preparadas, llegando a determinar
un promedio superior al del presente trabajo (5527 foliculos) en el grupo
clasificado por ellos como de alto y 111+3 foliculos (bajo), nivel de AMH. Si bien
la diferencia numérica en los grupos de alto y bajo nivel de AMH de los dos
trabajos es muy grande, esto es explicado por la metodologia utilizada (cortes
histol6gicos vs recuento superficial directo en ovarios), al estado zootécnico
(vacas vs vaquillas) y la raza evaluada (Angus vs Holstein). Sin embargo, la
tendencia a presentar mayor numero de foliculos en el grupo alto nivel de AMH

es similar en los dos grupos.
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Figura 10: Valores promedios y error estandar del recuento visual de los foliculos
antrales <4mm (RFA<4mm) y el recuento visual de los foliculos antrales >4mm
(RFA>4mm), en los grupos clasificados como de bajo (blanco) y alto nivel de
AMH (plomo).

Fuente: Autoras
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5.6 Valores promedios de la morfologia del ovario (OD y Ol), cuerpo

lateo (CLI 'y CLD) de las 102 vaquillas en estudio

5.6.1 Peso promedio y error estandar de los ovarios derecho (OD)
e izquierdo (Ol)

Se determiné el peso de los ovarios derecho (OD) e izquierdo (Ol), por separado
de las 102 vaquillas que ingresaron al estudio y se expresd en gramos (Q).
llegando a establecer que los ovarios derechos presentaron pesos entre 2,409 y
21,99, con un valor promedio y error estandar de 8,23+0,38g. los rangos de peso
de los ovarios izquierdos estuvieron entre 1,10g y 13,30g, con un valor promedio
de 5,02+0,24q, (tabla 2).

Los resultados obtenidos en el presente estudio son menores a los establecidos
por Astudillo et al. (81), quienes describen un peso promedio de 6,89g (Ol) y de
9,62g (OD); sin embargo, se debe considerar que ellos valoraron ovarios de
animales y edades desconocidas. Pesos similares a los descritos por Gonzélez
et al. (82), quienes valoraron ovarios de vacas cebus recuperados de camal,
estableciendo un peso promedio de 10,1+4,4g (OD) y 6,3+3,8g (Ol),

Esta pequefa diferencia existente entre los estudios de Astudillo et al., Gonzalez
et al., y el nuestro, podria ser explicada por los conceptos emitidos por Arthur
et al. (85), quienes mencionaron que los ovarios de las vacas multiparas no
difieren mucho de los de la novilla o vaca primipara; sin embargo, el peso es
mayor en las vacas debido en gran parte a la progresiva deposicion de tejido

cicatrizal como resultado de su prolongada funcionalidad.

5.6.2 Peso promedio y error estandar del cuerpo Luteo

Al determinar la presencia de cuerpo luteo en uno de los dos ovarios de las
vaquillas en estudio se determind la existencia de esta estructura en el 87,25%
(89/102) de los animales. Con un peso que fluctuaba entre 0,20g y 9,20g, con un
peso promedio de 3,38%2,22q, (tabla 2).
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El porcentaje de animales sin presencia de CL en el presente trabajo fue del
(12,75%), valores que concuerdan con lo establecido por Erales et al. (83)
guienes describieron que el 11,73% de los animales no evidenciaron la presencia
de CL. Sin embargo, hay autores como Souza et al. (84), describen que el 9,3%
de las hembras analizadas por ellos no presentaron CL en los ovarios. Estos
valores difieren a los obtenidos en la presente investigacion, seguramente como
consecuencia del tipo de animal (Bos indicus) y el lugar de procedencia de los
mismos (tropico bajo), a diferencia de los animales del presente trabajo (raza

Holstein mestizas), criadas sobre los 2500msnm.

El peso promedio del CL determinado en el estudio es mayor al descrito por
Gonzalez et al. (82), quienes mencionan un valor promedio de 2,5%1,2g, la
diferencia de valores podria estar explicada por la raza de animales utilizadas en
cada estudio, asi Gonzdlez et al., trabajaron con ovarios procedentes de vacas
de raza Cebu y nosotros con Holstein mestiza.
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Tabla 2: Valores promedios del peso de los ovarios derecho e izquierdo, asi

como, del cuerpo luteo de las 102 vaquillas en estudio.

Valores Cuartiles
Variable N X DE

Minimo Méaximo 25% 50% 75%
pesodel Ovario 455 g3 380 240 2190 538 750 1030
derecho (g)
Pesodd ovario 105 505 240 110 1330 340 450 6,00
izquierdo (Q)
PesO.  cuerpo  gg 338 519 020 9.20 153 365 475

[Gteo OD (Q)

Peso  cuerpo

lteo OI (g) 1 170 0,00 - - - - -

N=nUmero de casos. X=media del valor. DE=desviacién estandar.

Fuente: Autoras

5.6.3 Tamafo promedio y error estandar de los ovarios derecho
(OD) e izquierdo (OI)

Se establecio el tamafio de ambos ovarios de las 102 vaquillas; el promedio y el
error estandar del ovario derecho (OD) 22,91 + 0,42mm con un rango entre 15,00
a 34,5mm y de 20,00+0,36mm (Ol), con valores entre 12,5y 31,00mm, (tabla 3).
Los tamafnos obtenidos concuerdan con los descritos por Soto et al. (85), quienes
establecieron un tamafio promedio del OD de 24,2mm y de 20,10mm (Ol), en

novillas tipo Sinovey.
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5.6.4 Tamafo promedio y error estandar del cuerpo lateo (CL)

Se determino un tamafio promedio y error estandar de cuerpo luteo de (14,69 *
0,47mm), con un rango entre 5y 27mm, (tabla 3). Es importante mencionar que
el momento que las vaquillas utilizadas en el estudio fueron faenadas se
encontraban en momentos distintos del ciclo estral, por lo tanto, es complejo
comparar trabajos que analicen el tamafio del CL en estas circunstancias. Sin
embargo, existe informacién como la descrita por Ayala et al. (69), quienes al
evaluar el tamafio del CL a los dias 6 y 12 pos-ovulacion en vaquillas Holstein,
establecieron un tamafio de 16,9+0,98mm y 24,2+1,15mm respectivamente.
Este mismo grupo de investigacion al evaluar la dinamica folicular de vaquillas
criollas criadas en sistemas de pastoreo, sobre los 2500msnm, establecieron un
rango del tamafio del CL entre 12,3+0,25mm y 23,5+0,61mm Ayala et al. (71).

Tabla 3: Valores promedios del tamafio de los ovarios derecho e izquierdo, asi

como, del cuerpo luteo de las 102 vaquillas en estudio.

Valores Cuartiles
Minimo Mé&ximo 25% 50% 75%

Variable N X DE

Tamafio dd ovario
102 2291 4,26 15,00 34,50 1950 22,25 25,63
derecho (mm)

Tamafio del ovario
102 20,00 3,66 12,50 31,00 17,50 19,50 22,50
izquierdo (mm)

Tamafio cuerpo IUteo
87 1469 434 500 27,00 12,50 15,00 17,50
OD (mm)

Tamario cuerpo Itteo Ol
10,00 0,00 - - - - -
(mm)

N=nUmero de casos. ~=media del valor. DE=desviacion estandar.

Fuente: Autoras
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5.7 Resultados entre los grupos de vaquillas clasificadas con altos y
bajos niveles de AMH y su relacion con el tamafo y peso de los

ovarios, asi como del cuerpo lateo

5.7.1 Tamafo promedio y error estandar de los ovarios (OD; Ol) y

del cuerpo luteo (CL)

Al analizar la relacion entre tamafo de los ovarios derecho (OD) e izquierdo (Ol)
en el grupo de vacas clasificadas con alto y bajo nivel de hormona Antimulleriana
(AMH), se determiné que el tamafio y error estdndar del ovario derecho
(24,2+0,67mm)) fue mayor en el grupo alto, en comparacion con el grupo de bajo
(21,7+0,47mm), con diferencia estadistica entre grupos (P<0,05). Igual tendencia
se observé en el ovario izquierdo grupo alto (21,2+0,53mm) y grupo bajo
(18,9+0,44mm), con diferencia entre grupos (P<0,05). Fig. 11.

Los trabajos que relacionan el tamafio del ovario con la cantidad de hormona
Antimulleriana, lo realizan considerando un valor Unico para los dos ovarios como
es el caso de Ireland et al. (54), quienes describen que las vaquillas con alto nivel
de AMH presentaban un tamafo promedio de 21,9mm, a diferencia de las del
grupo de bajo nivel (17,8mm), con diferencia estadistica entre grupos (P<0,05).
Si bien no se puede realizar una comparacion efectiva de esta variable, por la
metodologia diferente utilizada en el estudio de Ireland et al., y el nuestro, la
tendencia a que en el grupo de alto nivel de AMH existan mayor tamafno del
ovario vs el grupo de bajo nivel de AMH, en los dos estudios es similar. Concepto
gue concuerda con lo establecido por Morotti et al. (86), al determinar un tamafio
promedio de ovario 28,3 = 3,9mm (alto) y 20,5 £ 3,2mm (bajo), con diferencia
estadistica entre grupos. La tendencia descrita en los trabajos anteriores es
observada también en el trabajo de Martinez et al. (87), quienes establecen que
en el grupo de alto nivel de AMH hay ovarios con mayor area (535,6+15,6) vs el
grupo de bajo nivel (430,4+11,3).

Sin embargo, cuando se comparo el tamafo del cuerpo luteo en los grupos alto
(15,4+0,64mm) y bajo (14,1+0,66mm) nivel de AMH en el presente trabajo, se

observo valores similares (P>0,05) en los dos grupos. (Fig. 11). Si bien los
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valores promedios del tamafio del CL, determinados por Morotti et al. (86), son
mas altos (18,2 + 3,1mm) grupo de alto (19,4 £ 1,7mm) y grupo de bajo nivel de
AMH, comparado con los del presente estudio. La tendencia de que los CL del
grupo de alto sean mas grandes que los del grupo de bajo nivel de AMH es
similar en los dos estudios. La diferencia de tamafnos de los CL en los dos
estudios podria explicarse por las razas diferentes utilizadas (Nelore vs Holstein
mestizas), el estado zootécnico (vacas vs vaquillas) y el piso altitudinal (trépico
bajo vs. tropico alto) respectivamente.

= Buov
E 30~ =3 Alto
1=3 24.2
E"', >1 .2 21.7 ==
= 0 == ==
=s g 181 .
= 15.4
= il =
S 0=
,T_: 10
=
IE ]
= a b a b <
= 0 T T I
oI oy C'L.

Prueba de T de Student ab=diferencia estadistica entre grupos en cada grupo.

Figura 11: Comparacion del tamafio promedio de los ovarios derecho (OD) e
izquierdo (Ol) y del cuerpo luteo (CL), en los grupos clasificados como de bajo y
alto nivel de AMH.

Fuente: Autoras
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5.7.2 Peso promedio y error estandar de los ovarios (OD; Ol) y del

cuerpo luteo (CL)

El peso promedio y error estdndar del ovario derecho (OD), observado en el
grupo de alto (9,07+0,62g) y bajo (7,42+0,429) nivel de AMH presentaron
diferencia estadisticamente (P<0,05) entre grupos. En el caso del ovario
izquierdo también se observo esta diferencia entre los grupos clasificados como
de alto (5,89+0,39q) y bajo (4,2+0,239g) nivel de AMH. Fig. 12.

Sin embargo, el peso del cuerpo luteo fue similar (P>0,05), en los grupos de alto
(3,49+0,309) y bajo (3,3+0,33g) nivel de AMH. Fig. 12. Esta singularidad es
similar a la presentada con la variable tamafio de CL (item anterior), lo cual nos
permite pensar que la cantidad de hormona Antimulleriana no tiene influencia
directa el peso y tamario del cuerpo lateo, no asi sobre tamafio y peso del ovario,
estructura en la cual se encuentran los foliculos en mayor o menor nimero y esto
mantiene relacién directa con la cantidad de AMH, pudiendo influir sobre el peso

y tamafio final del ovario Martinez et al. (87).

De la revision realizada se ha podido comprobar que son pocos los trabajos que
relacionan la morfologia del ovario con el nivel de AMH, uno de ellos es el
realizado por Ireland et al. (54), quienes clasifican en grupos de alto 7,11+0,41g
y bajo 3,05%0,33g), nivel de AMH y establecen que existe diferencia estadistica
entre grupos (P<0,05). Los valores determinados por Ireland et al., son menores
a los observados en el presente estudio; sin embargo, es necesario recalcar que
ellos dan un solo valor del peso de los ovarios para cada grupo (alto y bajo),
diferente a lo que nosotros realizamos analizando por separado los dos ovarios
(OD e Ql), a pesar de la diferente metodologia utilizada la tendencia de que el
grupo clasificado como de alto nivel de AMH tenga pesos mayores en

comparacion con los de bajo nivel son similares en los dos trabajos.
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Figura 12: Comparacion del peso promedio de los ovarios derecho (OD) e
izquierdo (Ol) y del cuerpo luteo (CL), en los grupos clasificados como de bajo y

alto nivel de AMH.

Fuente: Autoras

5.8 Valores promedios de la Hormona Antimulleriana (AMH), el
Recuento visual y ecografico de los Foliculos Antrales (RFA),
mayores y menores a 4mm, en diferentes momentos del ciclo

estral, asi como del numero de onda folicular y la fase de la misma

Debido a que se desconocia el momento del ciclo estral en el cual se
encontraban las vaquillas al momento de su faenamiento, se infirid la misma
conjugando, las caracteristicas del cuerpo Iuteo (presencia=87,25% u
ausencia=12,75%), tamafio promedio del CL, tamafio del foliculo mas grande
encontrado en uno de los dos ovarios de cada animal; asi como, el nimero de

foliculos presentes en los dos ovarios.
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El tamarfio del CL observado en metaestro fue de 10,53+0,97mm; rango entre 5-
19,5mm, diestro (17,23+0,40mm; rango entre 12,5-27mm) y proestro
(12,4+0,64mm; rango entre 8-17mm), con diferencia estadistica entre diestro vs
metaestro y diestro vs proestro (P<0,05); sin embargo, entre metaestro y

proestro no hubo diferencia del tamafio del CL (P>0,05).

Al respecto Ayala et al. (69), al valorar el tamafio del CL en los dias 6 y 12 del
ciclo estral (diestro) de vaquillas Holstein mestizas establecieron un tamafio
promedio de 16,9+0,98mm dia 6 y; 24,2+1,15mm dia 12, valores que estan
dentro del rango descrito en la fase de diestro en el presente trabajo (de 12,5 a
27mm), pero, ellos en este trabajo no valoran el tamafio del CL en metaestro y
proestro. Sin embargo, Ayala et al., en el afio 2019 publicaron tamafos del CL
de vaquillas de raza criolla ecuatoriana y describieron valores promedios de
14,4+0,23mm en la fase de crecimiento (metaestro); 16,3-21,7mm fase de
estética (diestro) y un tamafio <12,3mm en la fase de regresion (proestro),

valores que son similares a los determinados en el presente estudio.

A nivel internacional hay trabajos como el realizado por Chasombat et al. (88),
quienes valoraron la dinamica folicular en vaquillas nativas tailandesas,
determinando que el tamafio promedio del CL hemorragico (metaestro) fue de
8,5+0,20mm y en el diestro llegaban a su valor promedio maximo de
13,55+£0,17mm, medidas que coinciden y fortalecen los resultados obtenidos en

cada una de las fases del presente trabajo.

5.8.1 Promedio del Recuento visual y ecografico de los Foliculos
Antrales (RFA) >4mm y <4mm en las fases del ciclo estral

(metaestro, diestro y proestro), y niveles de AMH

Se determind que el 25,49% (26/102), vaquillas se encontraban en metaestro al
ser faenadas, el 48,03% (49/102) en diestro y en proestro el 26,47% (27/102).

El recuento de foliculos antrales mayores y menores a 4mm, realizado mediante
la técnica ecografica y visual directa, establecio que en las tres etapas del ciclo
estral (metaestro; diestro y proestro) no se presentd diferencia (P>0,05)

estadistica, (tabla 4).
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Una vez organizados los ovarios de las vaquillas en estudio de acuerdo al
momento del ciclo estral en la cual fueron faenadas: metaestro (n=26), diestro
(n=49) y proestro (n=27), se valoro el nivel de hormona antimulleriana en cada
una de estas etapas, llegando a determinar que no existio diferencia estadistica
(P>0,05) entre el metaestro (0,085+0,02ng/ml), diestro (0,078+0,01ng/ml), y
proestro (0,075+0,01ng/ml), tabla 4. Datos que coinciden con lo descrito por
Souza et al., (2015), quienes establecen que el nivel de AMH es similar en las
diferentes fases del ciclo estral: metaestro (133,2 £ 10,6 pg/ml), diestro (150,9 £
10,6 pg/ml) y proestro (132,7 + 9,7 pg/ml). Lamentablemente, ellos describieron
los valores de la AMH en pg/ml; sin embargo, si transformamos estos valores a
ng/ml, podemos decir que el nivel de AMH determinado por Souza et al., se
encuentra cercano a lo establecido en el presente trabajo, la diferencia podria
explicarse debido a la categoria zootécnica de los animales utilizados en cada
uno de los experimentos (multiparas vs vaquillas respectivamente), ademas, el

sistema de explotacion (intensivo vs extensivo).

Tabla 4: Valores promedios de la Hormona Antimulleriana (AMH), recuento
visual y ecografico de los foliculos antrales (RFA), mayores y menores a 4mm,
en diferentes momentos del ciclo estral: metaestro (n=26), diestro (n=49) y

proestro (n=27), del total de animales.

Metaestro Diestro Proestro P
AMH 0,085+0,02 0,078+0,01 0,075+0,01 Ns
RFA<4mm (visual) 27,9+3,35 27,5+2,39 25,0+3,81 Ns
RFA>4mm (visual) 6,0+£0,63 6,6+£0,52 6,0£0,72 Ns
RFA<4mm (US) 15,3+1,75 16,8+1,35 15,6+1,46  Ns
RFA>4mm (US) 6,8+0,69 6,6+0,44 6,4+0,53 Ns

RFA=Recuento de foliculos antrales. US=ultrasonografia. Prueba de Tukey 5%. *=diferencia estadistica
entre columnas

Fuente: Autoras
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5.8.2 Promedio del Recuento visual y ecografico de los Foliculos
Antrales (RFA) >y <4mm encontrados en la primera, segunda

o tercera onda folicular, asi como los niveles de AMH

Al valorar el nimero de onda folicular (primera, segunda y tercera) en la cual se
encontraban las vaquillas al momento de su faenamiento, se establecio que el
6,86% (7/102) estuvieron en la primera onda folicular, el 52,94% (54/102)
segunday el 40,19% (41/102) tercera onda folicular.

Ademas, el RFA mayores y menores a 4mm encontrado en la primera, segunda
y tercera onda folicular no presentaron diferencia (P>0,05) estadistica entre las
mismas, (tabla 5).

La similitud del numero de foliculos antrales (RFA) en las diferentes ondas
foliculares (lera, 2da y 3ra) en el presente estudio, podria ser explicado por los
conceptos emitidos por Wiltbank et al. (89), quienes mencionaron que la
dindmica folicular en el bovino esta organizada por ondas foliculares y que a
decir de varios autores existen animales de dos y tres ondas foliculares B6 et al.,
(90); e incluso se describen animales con una y cuatro ondas foliculares Ginther

et al., (70), distribuidas a lo largo del ciclo estral del bovino.

Ademas, se determiné que los foliculos que aparecen (pool) en la fase de
reclutamiento (1ra fase de cada una de las ondas foliculares), crecen a un ritmo
de 1,1-1,2mm diarios, llegando a la fase de seleccion (2da fase) entre 5-6mm y
a la etapa de dominancia (3ra fase), cuando estos tienen un diametro >10mm
Tovio, (74), aproximadamente al dia 6,4+0,4d en la primera onda folicular Sirois
& Fortune, (91). Si bien en la etapa de seleccion solo un foliculo del grupo
disponible es seleccionado para continuar con su desarrollo y los demas inician
un proceso de estéatica y luego de atresia al dia 8,34+0,17d Chasombat et al.
(88), a un promedio de 0,8mm por dia Ayala et al. (71), tardando entre 5-7 dias
para desaparecer. Por lo tanto, durante la onda folicular sea esta primera,
segunda o tercera, el nimero de foliculos antrales presentes es similar lo que

cambia es el tamafo del dominante y los subordinados.
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El enunciado anterior es fortalecido por los resultados descritos por Chasombat
et al. (88), quienes establecen que el nimero de foliculos reclutados en animales
de dos ondas es estadisticamente similar; sin embargo, difieren con los animales
gue poseen tres ondas foliculares. Pero esto sucede Unicamente al confrontar el
namero de foliculos reclutados en la segunda y tercera onda folicular de los

animales de tres ondas Ayala et al. (71).

Los valores de AMH determinados en la primera, segunda y tercera onda folicular
fueron similares (P>0,05), tabla 5. Sibien no encontramos trabajos que analicen
el nivel de hormona Antimulleriana en las diferentes ondas foliculares del bovino,
para poder confrontarlos con nuestros resultados, inferimos que los valores
similares de AMH encontrado en el presente trabajo en las diferentes ondas
foliculares, se encuentra ligado a la cantidad de foliculos antrales <4mm
presentes en cada una de estas ondas foliculares (lera, 2da y 3ra onda), que
como ya se indico anteriormente presentaron valores similares (P>0,05), tabla
5. A esta conjetura se llego basado en el concepto emitido por La Marca & Volpe
(92), quienes describen que la AMH es secretada por las células de la granulosa
de los foliculos antrales primarios a tempranos (<4mm), de alli que es légico que
los valores de AMH fuesen similares en la primera, segunda y tercera onda

folicular de los animales en estudio.
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Tabla 5: Valores promedios de la Hormona Antimulleriana (AMH), el Recuento
Visual y ecografico de los Foliculos Antrales (RFA), mayores y menores a 4mm,
en la primera (n=7), segunda (n=54) y tercera (n=41) onda folicular del total de

animales en estudio (n=102).

lera onda 2da onda 3ra onda P
AMH 0,051+0,01  0,088+0,01  0,072+0,01 ns
RFA<4mm (visual) 19,3+4,49 29,5+2,54 24,912 57 ns
RFA>4mm (visual) 5,1+1,55 6,1+0,47 6,7+0,56 ns
RFA<4mm (US) 12,3+3,28 18,5+1,25 13,7+1,17 *
RFA>4mm (US) 6,0+1,48 6,8+0,45 6,3+0,40 ns

RFA=Recuento de foliculos antrales. US=ultrasonografia. Prueba de Tukey 5%. *=diferencia estadistica
entre columnas.

Fuente: Autoras

5.8.3 Promedio del Recuento visual y ecografico de los Foliculos
Antrales (RFA) >4mm y <4mm encontrados en la fase de
reclutamiento, selecciéon y dominancia de las diferentes
ondas foliculares de las 102 vaquillas en estudio, asi como

los valores de la AMH

Finalmente, se establecio que el 54,90% (56/102) de los animales se
encontraban en fase de reclutamiento, el 26,47% (27/102) en seleccion y un
18,62% (19/102) en fase de dominancia.

Se determind por conteo visual que el nimero de foliculos <4mm presentes en
la fase de reclutamiento (33,4+2,51foliculos) y seleccién (24,2+2,22foliculos),
fueron estadisticamente similares (P>0,05), sin embargo, estas dos fases
(reclutamiento y seleccidén) poseian mayor RFA en comparacion con la fase de

dominancia (11,8+1,96foliculos).
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En contraposicion, el nimero de foliculos antrales >4mm determinados en forma

visual fue similar (P>0,05) en las tres fases de la onda folicular, (tabla 6).

La presencia de un mayor numero de foliculos antrales <4mm en las fases de
reclutamiento y seleccion en comparacion con la fase de dominancia, podria ser
explicada por el ritmo de crecimiento de los foliculos de 1,1-1,2mm diarios Tovio,
(74) y que la fase de dominancia inicia aproximadamente en el dia 6,4+0,4d en

la primera onda folicular Sirois & Fortune, (91).

Esta teoria es fortalecida por el trabajo realizado por Gimenes et al., (93),
quienes determinaron que el numero de foliculos antrales presentes en el dia 1,
3 y 5 del ciclo estral (primera onda folicular) fueron similares (P>0,05)
estadisticamente (23,1 + 2,6mm (dia 1); 21,7+2,3 (dia 3); 21,5+2,2 (dia 5), lo cual

serian considerados las fases de reclutamiento (1d) y seleccion (dia 3-5).

El RFA <4mm esté intimamente relacionado con la cantidad de AMH presente
en las fases de reclutamiento, seleccién y dominancia en las diferentes ondas
foliculares de las vaquillas en estudio. Se establecié que los valores promedios
de AMH en la fase de reclutamiento (0,096+0,01ng/ml) fue mayor (P<0,05) a la
expresada en la fase de dominancia (0,050+0,01ng/ml); sin embargo, la cantidad
de AMH en la fase de seleccion fue similares a los de la fase de reclutamiento y
seleccién (0,064+0,01ng/ml), tabla 6.

La explicacion fisiologica a la cantidad de AMH encontradas en las diferentes
fases de la onda folicular, podrian ser explicadas por lo descrito por Monniaux et
al. (94), quienes determinaron que en el ganado bovino, la concentracion de
AMH en el liquido folicular de los foliculos antrales (=3 mm de diametro)
disminuy6 durante el crecimiento de estos. Ademas, se ha establecido que
conforme crecen los foliculos sobre los 5mm la cantidad de AMH va

disminuyendo paulatinamente Rico et al. (12).

Por lo tanto, y considerando que los foliculos <4mm estuvieron en mayor
cantidad en la fase de reclutamiento, es légico que posean valores mas altos de
AMH, en comparacion con la fase de dominancia. Sin embargo, es similar al de

la fase de seleccion por el mismo principio (igual RFA).
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Tabla 6: Valores promedios de la Hormona Antimulleriana (AMH), el Recuento
Visual y ecografico de los Foliculos Antrales (RFA), mayores y menores a 4mm,
observados en la fase de reclutamiento (n=56), seleccion (n=27) y dominancia

(n=56) de las diferentes ondas.

Reclutamiento Selecciéon Dominancia P
AMH 0,096+0,01° 0,064+0,01%  0,050+0,012 *
RFA<4mm (visual) 33,4+2,51°  24,2+4222>  11,8+1,962 *
RFA>4mm (visual) 6,4+0,52 6,6+0,64 5,4+0,65 Ns
RFA<4mm (US) 18,8£1,13"  154+1,49°  9,3+1,772 *
RFA>4mm (US) 6,9+0,64 5,6+0,57 6,6£0,30 Ns

RFA=Recuento de foliculos antrales. US=ultrasonografia. Prueba de Tukey 5%. *=diferencia estadistica
entre columnas.

Fuente: Autoras

Sonia Cristina Gafian Chalco, Karina Paola Londa Simbafia. pag. 72



Ag’t UNIVERSIDAD DE CUENCA

b ..'._....

§. CONCLUSIONES

» Las vaquillas Holstein mestizas con valores >0,08ng/ml son consideradas
como animales con alto nivel de AMH.

= El recuento de foliculos antrales <4mm es mas efectivo por la técnica
visual directa en comparacion con la ultrasonografia; sin embargo, la
valoracion de foliculos >4mm puede realizarse con la misma efectividad
por las dos técnicas (ecografica y visual).

= Los animales con niveles altos de hormona Antimulleriana, poseen
ovarios mas pesados y con mayor tamafio en comparacion con los
animales con bajos niveles de AMH. Sin embargo, el tamafio del CL es
similar en los dos grupos en estudio.

» Las vaquillas de raza Holstein mestizas criadas sobre los 2500msnm
mantienen una correlacion positiva y significativa entre los niveles de AMH
evaluada (pre-mortem) y el RFA valorados directamente en los ovarios

recuperados de estos animales.
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7. RECOMENDACIONES

Los métodos avanzados, que han sido implementados satisfactoriamente y han
dado resultados eficientes para el desarrollo de las biotecnologias, deben ser
considerados como una herramienta principal para el mejoramiento genético de
las ganaderias tanto en nuestro pais como a nivel mundial; no obstante, se
deberia tomar en cuenta esta informacion para la seleccion de donadoras y de

ahi partir con el objetivo de perfeccionar la reproduccién animal.

Con un fin investigativo se puede realizar otros proyectos que impliquen la
comparacion de recuento folicular antral (RFA) pos-mortem con relacion a los
niveles de la hormona Antimulleriana, que implique la utilizaciébn de vacas

multiparas y considerando otras razas para los estudios comparativos.

Los médicos veterinarios deben tener constante disciplina que conlleve a una
planificacion, monitorizacion y evaluacion para la aplicacion de las
biotecnologias, integrando otras fuentes de conocimiento, permitiéndose llevar
con éxito en cada uno de los procedimientos realizados para la obtencién de

resultados eficientes.
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9. ANEXOS
9.1 Fotografias de la Investigacion.

Anexo 1: Ecografias tomadas del ovario.

Presencia de cuerpo luteo Foliculos >4mm

Medicién de un Foliculo grande Ovario completo, foliculos grandes
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Ovarios con Foliculos grandes y pequefios
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Anexo 2: Ovarios y sus estructuras (valoracion en forma directa-visual).

Cuerpo Luateo

gy,

OD: cuerpo luteo hemorragico Ol: CL en desarrollo: Metaestro
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OD - Ol: Cuerpo Luteo hemorragico, primera onda, fase de reclutamiento
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Toma de muestras sanguineas: Identificacion y conservacion de
venopuncién coccigea muestras

Muestras listas. Lugar: Laboratorio Centrifugacion de muestras
de la Universidad de Cuenca sanguineas
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Muestras de plasma sanguineo en Muestras listas para conservacion
tubos eppendorf rotulados
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Anexo 4: Procedimiento para medicion cuantitativa in vitro de AMH.

Laboratorio de Biologia Molecular.
Facultad de CCAA. Universidad de
Cuenca

Placa para diluyente estandar.
preparacion de muestras y
soluciones

Placa y pocillos para AMH

Solucién de deteccion A

Solucién de deteccion B
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Colocacion de plasma y soluciones
en pocillos

Incubacion

vuE n?.‘

-
"
W
L
|
F
il
-

Lector de placas

Lectura de resultados
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Anexo 5: Recuperacion de ovarios en el Camal.

Recoleccion de ovarios Ovario colectado

Ovarios en recipientes estériles con || Cooler para el transporte de ovarios
Su respectiva etiqueta
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Anexo 6: Procesamiento de ovarios en el Laboratorio.

b

Ovario con tejidos adyacentes Eliminacion de tejidos adyacentes al
ovario
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Pesaje del Ovario Enucleacion del cuerpo Iuteo
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Anexo 7: Plantilla para registro de datos: medida y peso del ovario y CL;
Recuento de foliculos.

o=
PLANTILLA PARA REGISTRO DE UNIVERSIDAD pE CUENCA
DATOS DE OVARIOS Facultad de Ciencias
[ I
FECHA: "}t Agropecuarias
OVARIO DERECHO OVARIO IZQUIERDO
OBSERVACION TLTHA OBSERVACION ULTRA
SONOGRAFIA SONOGRAFIA
Pesa | M1 | M2 | PMD | M1 | M2 | PAD Peso | MI | M2 | PMD | A1 | M2 | PMD
OVARIO OWARIO
E!_.IEIIPD CLUERPD
LOTED LUTED
Ovaria Owario
51 s(1
CONTEO FOLICULAR CONTEO FOLICULAR
CANTIDAD CANTIDAD
Foliculiz <4 Folicalos <4
Foliculos >4 Foliculos >4
FOLICULOS | M1 | M2 | PAID | M1 | M2 | PMD FOLICULOS | M1 | M2 | PMD | M1 | M2 | PMD
>4 >4
Foliculo | Foliculo |
Foliculo 2 Foliculo 2
Foliculo 3 Foliculo 3
Foliculo 4 Foliculo 4
Foliculo § Foliculo §
Foliculo 6 Foliculo 6
Foliculo 7 Foliculo 7
Foliculo § Foliculo 8
Foliculo 9 Foliculo 9
Foliculo 10 Foliculo 10
Foliculo 11 Foliculo 11
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Anexo 8: Plantilla para coleccion de datos de los ovarios derecho e izquierdo y RFA por dos métodos; directo (visual) y ecografico.

PLANTILLA COMPLETA, DATOS DE OVARIOS POR 2 METODOS (ULTRASONOGRAFIAS-VISION) EN DOS GRUPOS FOLICULARES (< >4mm)

Nro Fecha [ OVARIO DERECHO OVARIO IZQUIERDO
Peso total del ovarj Peso C.L o ovario sin Medidas Conteo ptal del ovari PesoC.L fo ovario sin Medidas Conteo
Observacion| ~ US  |bservacion G U.SCL VISUAL ‘ ULTRASONOGRAFIA Observacion|  U.S  |bservacion G U.SCL VISUAL ‘ ULTRASONOGRAFIA
<4 \ >4 Total ‘ <4 >4 Total <4 \ >4 Total ‘ <4 >4 Total
N D Fecha PTO1 PCL1 °OsinCLIMVO1 MUSO1 MVCL1 MUSCLAINFV<INFV>3INFTVONFUSNFUS>3UFTUSO PTO2 PCL2 *OsinCliMVO2 MUSO2 MV.CL2 MUSCL2NFV.<32NFV >3 2\ FTVONEFUS<3NFUS>3NFTUSO.
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Anexo 9: Modelo de registro para la recoleccion de datos para medicion cuantitativa in vitro de AMH.

Plantilla: ANALISIS DE AMH

Titulo: “Relacion entre Niveles de Hormona Antimulleriana

1

Karina Londa & Sonia Gafan

i recuento de foliculos antrales en vaquillas Holstein mestizas pre y pos faenamiento”

1

2

3

10

12

Estandar 1 (20 ng/m|

Estandar 5{1,25 ng/ml)

Control 1

Estandar 1 {20 ng/m

Estandar 5(1,25 ng/ml)

Estandar 2 (10 ng/n|

Estandar 6{0,625 ng/ml)

Estandar 2 (10 ng/m|

Estandar 60,625 ng/ml)

Estandar 3 (5 ng/ml

Estandar 7 (0,312 ng/ml)

Estandar 3 (5 ng/ml

Estandar 7(0,312 ng/ml)

Estandar 4 (25 ng/n]

Estandar 8 (0 ng/mi)

T YT m| oM o>

Estandar 4 (2,5 ng/ri

Estandar 8 (0 ng/mi)

Control 2
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