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Resumen

Las concentraciones de progesterona (P4) al momento de la inseminacion artificial (IA) en
vaquillas (n=20), vacas primiparas (n=21), multiparas (n=22) y repetidoras (n=21) de raza
Holstein fueron determinadas por medio de un inmunoensayo enzimatico competitivo y
relacionados con la tasa de concepcion y produccion lactea. Los animales fueron
sincronizados con el uso de prostaglandina F,, intramuscular (2ml) e inseminados bajo la
regla am.-p.m. El seguimiento de retorno al estro se realiz0 diariamente hasta el
diagndstico de gestacion por palpacion rectal (45 dias post-1A). Las concentraciones de
progesterona variaron en un rango de 0,05 a 0,72 ng/ml. Estas fueron significativamente
diferentes en el grupo de vaquillas (P<0,01) con un comportamiento en promedio superior.
Los niveles de P, del grupo de vaquillas en esta investigacion difirio del promedio
reportado en estudios anteriores (P<0,01) con concentraciones de 0,50+0,17 vs. 0,20+0,12
ng/ml respectivamente. En los grupos de vacas primiparas, multiparas y repetidoras de este
estudio (n=64) la tasa de concepcion obtenida dependié (P<0,05) del nivel bajo (0,05-0,27
ng/ml), medio (0,28-0,50 ng/ml) o alto (0,51-0,72 ng/ml) de concentraciones de P, al
momento de la IA. Mientras que el grupo de vaquillas alcanzo tasas de concepcion (85%)
significativamente superiores (P<0,01) en relacion a los grupos de multiparas (36%) y
repetidoras (33%), independientemente del nivel de P, presentado. Adicionalmente, las
concentraciones de P, al momento de la IA en las vacas lactantes gestantes (n=27) fueron
en promedio significativamente (p<0,05) inferiores (0,24+0,09 vs. 0,31+0,41 ng/ml).
Finalmente, el nivel de produccion lactea no estuvo relacionado (P>0,05) con las
concentraciones de progesterona ni la tasa de concepcion obtenida (P>0,05). En
conclusién, se evidencia que las concentraciones de P, del grupo de vaquillas muestran un
comportamiento superior a las de primiparas, multiparas y repetidoras tanto en este estudio
como al ser comparadas con valores referenciales publicados.

Palabras clave: progesterona, concepcion, inseminacién, produccion, Holstein.



Abstract

Progesterone (P4) concentrations at the time of artificial insemination (Al) in Holstein
heifers (n = 20), primiparous (n = 21), multiparous (n = 22) and repeat-breeders cows(n =
21) were determined through a competitive enzyme immunoassay and related to
conception rate and milk production. The animals were synchronized with a single
intramuscular dose of prostaglandin F2o. (2ml) and inseminated under the am-pm rule.
Return to estrus observation was performed daily until pregnancy diagnosis by rectal
palpation (45 days post-Al). Progesterone concentrations varied in a range of 0,05 to 0,72
ng/ml. These values were different in heifers (P <0.01) with a significantly higher mean. P,
levels in heifers of this study differed from the reported mean of previous studies (P <0.01)
with concentrations of 0,50 + 0,17 vs. 0,20 + 0,12 ng/ml respectively. In this study,
conception rates in primiparous, multiparous and repeat-breeders were significantly
dependent (P <0.05) of low (0,05 to 0,27 ng/ml), medium (0,28 to 0,50 ng/ml) or high
(0,51 to 0,72 ng/ml) P4 concentrations of at the time of Al. In contrast, heifers reached a
conception rate (85%) significantly higher (P <0.01) compared to multiparous (36%) and
repeat-breeders (33%), regardless of the level of P4 presented. Additionally, concentrations
of P4 at the time of Al in lactating pregnant cows (n = 27) were on average significantly
(P<0.05) lower (0,24 £ 0.,9 vs. 0,31 £ 0,41 ng/ml). Finally, milk production was not
related (P> 0.05) to progesterone concentrations and conception rate (P> 0.05). In
conclusion, it is evident that P, concentrations of heifers showed higher levels in
comparison with primiparous, multiparous and repeat-breeders either in this study as in
comparison with reference values published.

Key words: progesterone, conception, insemination, production, Holstein.
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INTRODUCCION

La fertilidad de las vacas lecheras ha declinado en las Ultimas cinco décadas tanto
como el nivel de produccion ha incrementado. Se han realizado revisiones de literatura
enfocadas en determinar las posibles causas que afectan a su desempefio (Walsh, Williams
y Evans, 2011; Wiltbank, Lopez, Sartori, Sangsritavong y Glmen, 2006); sin embargo,
este deterioro se encuentra relacionado a la interaccion de factores genéticos, ambientales y

de manejo que dificultan el establecimiento de una causa especifica (Walsh et al., 2011).

Los perfiles de progesterona (P4) han sido utilizados para evaluar el comportamiento
ovarico post parto en vacas lecheras (Lamming y Darwash, 1998; Opsomer, Coryn,
Deluyker y Kruif, 1998). Como resultado se ha encontrado que los animales de alto
rendimiento en la produccidn lactea han mostrado una elevada incidencia de disfunciones
ovaricas, ya que la mitad de éstas han presentado un retraso de la ciclicidad u ovulacion y
una prolongada fase lutea (Opsomer et al., 1998). De igual manera, se ha reportado un 32%
de animales con, por lo menos, un ciclo atipico que contribuye a la disminucion de la
eficiencia reproductiva por medio del incremento del nimero de servicios y el retraso de la
concepcion (Lamming y Darwash, 1998), ademas de la creciente evidencia de una
asociacion entre la supervivencia de embriones y las concentraciones de P, tanto en el ciclo
anterior a la ovulacién como la primera fase lGtea luego de la inseminacion (Diskin,
Murphy y Sreenan, 2006; Morris y Diskin, 2008). Este punto tiene gran relevancia, ya que
las vacas lecheras modernas pueden tener bajos niveles de ésta como resultado de una alta
ingesta de materia seca y su elevada produccion de leche (Hommeida, Nakao y Kubota,

2004; Sangsritavong, Combs, Sartori, Armentano y Wiltbank, 2002).

El proestro se caracteriza por elevadas concentraciones de estradiol (E>) y niveles
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basales de progesterona que dependen de la presencia, tamafio y funcién de un foliculo
dominante conjuntamente con la regresion del cuerpo lUteo; siendo la inadecuada luteolisis
una causa de la reduccion de la fertilidad, sobretodo cuando se usa protocolos con
inseminacion a tiempo fijo (Wiltbank et al., 2014). Los estudios realizados en vaquillas
sobre las concentraciones de P, en el dia de la inseminacion artificial (I1A) han sugerido
que los animales con niveles suprabasales tienen una mayor probabilidad de convertirse en
repetidoras (Bage, Gustafsson, Larsson, Forsberg y Rodriguez-Martinez, 2002; Bage,
2003). Resultados similares se han observado en vacas lactantes, las cuales han mostrado
niveles de progesterona superiores en no gestantes comparadas con las gestantes
(Ambrose, Gobikrushanth, Zuidhof y Kastelic, 2014) y en vacas fuera de la lactancia en
donde valores equivalentes se relacionaron con la formacién de quistes anovulatorios
(Robinson, Hunter y Mann, 2006), lo que sugiere que la aplicacion de técnicas que
optimicen la longitud del proestro y las concentraciones de P, y E, durante éste pueden
producir mejoras sustanciales en la fertilidad y la reduccion de la pérdida embrionaria

(Wiltbank et al., 2014).

Por otro lado, el efecto del nivel de produccion lactea sobre la fertilidad puede ser
cuestionable, ya que los estudios realizados a gran escala han determinado que ésta no se
ha visto afectada por el alto rendimiento al momento de la inseminacion (Garcia-Ispierto et
al., 2007; Lopez-Gatius, Santolaria y Almeria, 2005a; L6opez-Gatius, Santolaria, Mundet y
Yaniz, 2005b). Sin embargo, también se ha reportado informacion de una menor tasa de
concepcion y el incremento del nimero de inseminaciones en vacas de alto nivel
productivo lacteo. Sorprendentemente, al evaluar los hatos de alta intensidad, sus animales
han mostrado un bajo conteo de células somaticas y menos dias al primer servicio. Al

mismo tiempo, dentro de estos, las vacas con mayor rendimiento han evidenciado un mal
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desempefio en relacion a las dos caracteristicas (Windig, Calus y Veerkamp, 2005). Por
este motivo, se ha propuesto que las practicas de manejo que se aplican en los sistemas de
produccién de alta intensidad pueden ayudar a mejorar el nivel de salud y fertilidad en
vacas de altas productoras. Sin embargo, esta condicion también las hace méas propensas a
desarrollar problemas de salud y reproductivos (Windig, Calus y Veerkamp, 2005;

Opsomer et al., 1998).

En el Ecuador, la informacidn publicada sobre temas de produccion y reproduccién
en el ganado vacuno es muy escasa. Los datos del ultimo censo agropecuario fueron
colectados en el afio 2002 (MAGAP, 2002). En consecuencia, la magnitud actual de la
explotacion ganadera es incierta, ya que no existen datos reales sobre el crecimiento de
éste sector durante los afios transcurridos. Los estudios que se han realizado con
anterioridad sobre reproduccion en vacas lecheras se han enfocado en la mejora de los
parametros reproductivos por medio de la aplicacion de hormonas. Los resultados
obtenidos han sido variables, ya que no se ha logrado un completo cumplimiento de lo
pronosticado segun los reportes previos en el tema (Pérez, 2008; Gallmeier, 2013). En dos
investigaciones realizadas en haciendas diferentes de la serrania ecuatoriana se observé
que las concentraciones de progesterona durante el ciclo y al momento de la inseminacion
artificial mostraron un patron diferente (Freile y Afasco, 2011, Datos no publicados;
Gallmeier, 2013) generando confusién en cuanto al comportamiento hormonal y
reproductivo de las vacas lecheras la zona.

Con base a lo mencionado, es importante establecer las concentraciones de
progesterona al momento de la inseminacion artificial y compararla con los valores
presentados en publicaciones anteriores con el fin de despejar la confusion creada. Del

mismo modo, evaluar la su influencia de la produccion lactea en cuanto al comportamiento



hormonal y su efecto en la tasa de concepcion; para asi promover el desarrollo de
estrategias adecuadas a su comportamiento reproductivo que permitan alcanzar un mejor

nivel productivo.

17
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REVISION DE LITERATURA

1. Progesterona

1.1.Biosintesis

El sustrato para la esteroidogénesis es el colesterol. En condiciones normales la
mayor parte se sintetiza en el higado (Krisans, 1996) y se transporta en forma de
lipoproteinas a los 6rganos esteroidogénicos tales como la corteza adrenal, el foliculo, el
cuerpo luteo y los testiculos. Las lipoproteinas de alta y baja densidad (LDL y HDL) son
las fuentes mas comunes de colesterol para la sintesis de hormonas esteroideas en el
cuerpo luteo (Hwang y Menon, 1983).

La captacion de LDL por las células luteas ocurre por endocitosis mediada por
receptores (Brown y Goldstein, 1986). Una vez internalizado, los endosomas se combinan
con los lisosomas en donde se disocia de su receptor y es dividido produciendo colesterol
libre para la célula. Entonces, este receptor es reciclado o degradado (Grummer y Carroll,
1988). Por otro lado, se ha mencionado que la captacion extracelular de HDL se produce
mediante una proteina de unién en la membrana plasmatica siendo transportada por un
mecanismo de endocitosis diferente al de receptores (llustracion 1) (Johnson, Phillips y
Rothblat, 1997). Aunque su importacion mediante el receptor scavenger tipo 1, clase B
(SR-B1) ha sido dilucidado (Acton et al., 1996). Mostrdndose un incremento en su
expresion en el CL bovino durante la luteinizacion tanto in vivo como in vitro
(Rajapaksha, McBride, Robertson y O'shaughnessy, 1997).

Una vez presente en el citosol, el colesterol puede ser usado para la
esteroidogeénesis, la formacion de membranas o para ser esterificado en acidos grasos y asi
formar ésteres de colesterol por medio de la colesterol esterasa sintetasa y ser almacenados

(Johnson et al., 1997). Los ésteres de colesterol a menudo forman gotas de lipidos que han
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sido usadas para identificar a las células esteroidogénicas. La colesterol esterasa los
hidroliza para producir colesterol libre para la célula. Este es uno de los primeros pasos de
la esteroidogénesis que se encuentra bien controlado por las vias de los segundos
mensajeros, ya que la colesterol esterasa se activa cuando es fosforilada por la proteina
quinasa (PKA) (Caffrey, Fletcher, Diekman, O’callaghan y Niswender, 1979).

Cuando es necesario, el colesterol es transportado desde el citosol a la mitocondria
por medio de la proteina Star (Bose, Whittal, Baldwin y Miller, 1999). Posteriormente, el
citocromo P450 (P-450scc), adrenoxodina y adrenoxodina reductasa escinden la cadena
lateral del colesterol para convertirlo en pregnenolona (Niswender, Juengel, Silva,
Rollyson y Mclntush, 2000). Esta es transportada al reticulo endoplasmatico liso que,
normalmente, se encuentra asociado a la mitocondria, donde por medio de la enzima 3b-
HSD, se convierte en progesterona (Hanukoglu, 1992; Niswender, 2002).

Las hormonas luteotrdpicas incrementan la sintesis de P4 en las células luteales
pequefias mediante la activacion de la PKA que estimula el transporte de colesterol hacia
el complejo enzimatico P450s.. (Wiltbank, Belfiore, Niswender,1993). Sin embargo, este
efecto no se observa en las células luteales grandes (llustracion 2).

En el foliculo la progesterona esté relacionada con la sintesis del estradiol. Este es
dependiente de la produccion de andrégenos por las células de la teca y la subsecuente
aromatizacion de éstos a estrogenos en las células de la granulosa en un modelo conocido
como dos células/dos gonadotropinas. En este modelo, el ARNm de FSH-R y P450,,om S€
encuentran exclusivamente en las células de la granulosa. El de P450 17a-hidroxilasa/C17-
20liasa (P450c17) y Star en las de la teca. Mientras que el de LH-R, P450s. y 33-HSD en

ambos tipos celulares (Bao et al., 1997).
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llustracion 1. Representacién esquematica de los organelos celulares, principales fuentes de colesterol y
enzimas clave involucradas en el metabolismo de colesterol por los tejidos gonadales y suprarrenales para
biosintesis de esteroides. HDL, lipoproteina de alta densidad; LDL, lipoproteina de baja densidad; CE,
colesterol esterasa; SAP, polipéptido activador de esteroidogénesis; SCP,, proteina transportadora de
esteroles 2; Star, proteina reguladora de esteroidogénesis aguda; PBR, receptor benzodiapinico de tipo
periférico; CS, citoesqueleto; VS, vesiculas. Tomado de Azhar y Reaven, 2002.

LDL HDL

V4

Colesterol
NCEA

Colesterol esterasa

Colesterol

Mitocondria

Pregnenolona
SER 3BHSD

Progesterona

llustracion 2. Via esteroidogénica en una célula litea genérica. La activacion de PKA promueve la
actividad de la colesterol esterasa (1), el transporte de colesterol a través del citoplasma (2) y transporte de
colesterol de afuera hacia adentro de la membrana mitocondrial (3). La activacion de PKC disminuye el
transporte de colesterol a través del citoplasma (4) y de afuera hacia adentro de la membrana mitocondrial
(5). Tomado de Niswender et al., 2000.
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Es decir, que los dos pueden convertir el colesterol en progestinas (progesterona o
pregnenolona) (Fortune y Quirk, 1988). Pero, como la conversion de la progesterona a
androstendiona esta mediada por la enzima P450c17 que se encuentra ausente en las
células de la granulosa (Pelletier et al., 2001), éstas no pueden convertirlas en androgenos.
Sin embargo, tienen la capacidad de transformar a las progestinas producidas por la teca en
estradiol (Bao y Garverick, 1998). En el cuerpo luteo, ambos tipos celulares la producen y

sintetizan androgenos aromatizables (Stocco, Telleria y Gibori, 2007) (Figura 1).

Colesterol
P450 scc
3p-HSD
Pregnenolona > Progesterona
17-0-OH l 17-0-OH
v
3B-HSD

17-a-OH-pregnenolona —> 17-a-OH-progesterona

17, 20-liasa 17, 20-liasa
_ _ 3B-HSD v P450 aromatasa
Dehidroepiandrosterona —————>  Androstendiona > Estrona
17-B-HSD 17-p-HSD 17-p-HSD
33-HSD M P450 aromatasa
5-Androstendiol — > Testosterona s Estradiol

Figura 1. Representacion esquemadtica de la sintesis de esteroides. Tomado de Svensson, 2000.

1.2.Secrecioén y regulacion
Las concentraciones de progesterona en el suero son dependientes del flujo
sanguineo ademas de la cantidad y capacidad esteroidogénica del tejido. Esta ultima

depende del nimero y tamafio de las células luteales, que incrementa en la fase lutea del
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ciclo. Por otro lado, las hormonas que soportan el crecimiento del cuerpo IUteo y su
funcién han sido nombradas como luteotrépicas e incluyen a LH, GH, prolactina (PRL),
IGF-1, oxitocina PGE; y PGI, (Niswender et al., 2000). Se ha demostrado que la prolactina
no cumple un papel esencial en la funcion del cuerpo lateo en vacas y ovejas. Sin embargo,
un blogueo de la LH puede producir una pérdida del peso y/o contenido luteo de
progesterona (Fuller y Hansel, 1970). Aunque la LH es luteotropica en la mayoria de
mamiferos, los requerimientos de sus pulsos para regular la secrecion de progesterona
varian gradualmente. De modo que, su secrecion pulsatil es esencial para el mantenimiento
del cuerpo luteo en los primates y para el desarrollo del mismo en bovinos, pero no para su
continua secrecion de P4 (Niswender et al., 2000).

En los bovinos, las concentraciones fisiologicas de LH aumentan la secrecion de Py
por parte de las células luteales pequefias, pero no de las grandes (Alila, Dowd, Corradino,
Harris y Hansel, 1988a). Aunque se ha comprobado que existen receptores en los dos tipos
(Chegini, Lei, Rao y Hansel, 1991). En ovinos y bovinos, la union de ésta a su receptor
activa el adenilato de ciclasa lo que incrementa los niveles de AMP ciclico (CAMP) y en
ultima instancia produce la activacion de PKA (Davis, May y Keel, 1996). Esta activacion
eleva ligeramente la liberacion de colesterol por medio de la colesterol esterasa, pero no
influye en las concentraciones de ARNm de P450.. 6 33-HSD lo que muestra que el
efecto de LH sobre la produccién de P, es independiente de la transcripcion. Sin embargo,
PKA incrementa la cantidad de Star en la forma fosforilada y parece estimular el transporte
de colesterol. Lo que representa un paso clave en la regulacion aguda de la sintesis de
progesterona (Niswender et al., 2000) (llustracion 2). Adicionalmente, aunque las células
luteales grandes no aumentan su produccion mediante la accidon de LH estas secretan altos
niveles basales de P4. Ya que su sistema PKA puede estar activado constitutivamente en

este tipo de células (Hoyer, Fitz y Niswender, 1984).
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Por otro lado, la hormona de crecimiento (GH) y el factor de crecimiento similar a
la insulina (IFG-I) incrementan la secrecion de P4 dentro del tejido luteal (Niswender et al.,
2000). La GH podria tener un efecto directo mediante la union a su receptor y la
activacion de la tirosina quinasa JAK2 que se encuentra asociada a la membrana
(Argetsinger et al., 1993), ademas de un efecto indirecto al incrementar los niveles de IGF-
I o de su ARNm (Juengel, Nett, Anthony y Niswender, 1997). Este IGF-1 promueve la
produccién de P, mediante la activacion de segundos mensajeros que se relacionan con la
modificacion del citoesqueleto ademas de estar envueltos en la prevencién de muerte
celular. Por lo tanto, el IGF-1 simultdneamente estimula su produccién a través de la
modificacion del citoesqueleto, mientras la inhibicion de la muerte celular puede ayudar a
mantener el peso luteo (Davis et al., 1996). Se ha encontrado receptores tanto de GH como
de IGF-I en las células luteas grandes, por lo que estos pueden ser importantes para el
mantenimiento de los altos niveles basales de progesterona secretados por estas
(Niswender et al., 2000).

Adicionalmente, PGl, y PGE; son producidas tanto en el periodo temprano como
tardio de la fase lGtea y se ha propuesto que desempefia un rol importante en el desarrollo
del CL (McCracken, Glew y Scaramuzzp, 1970). Se ha observado que la inhibicion de la
oxitocina suprime la sintesis de PGl,. Y la adicion de esta al tejido lUteo de vacas, ovejas y
humanos incrementa la secrecion de progesterona. Los mismos resultados se han
encontrado en ovejas y vacas al administrar PGE; (Alila, Corradino y Hansel, 1988b). Ya
que esta también eleva el AMPc y presumiblemente activa PKA (Niswender et al., 2000).

Por ultimo, la progesterona junto con el estradiol suprimen la liberacion de la
gonadotropina secretada por la pituitaria en la fase latea del ciclo (Figura 2). De modo que,
después de la ovulacion reduce gradualmente la frecuencia e incrementa la amplitud de los

pulsos de GnRH/LH. Sin embargo, cuando el cuerpo luteo involuciona espontaneamente,
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los niveles de progesterona bajan, lo que permite un incremento rapido y progresivo de la

GnRH (Tomac, Cekinovi¢ y Arapovic¢, 2011).

Retroalimentacién Retroalimentacién

(G0 I Hipotalamo «—

i GNnRH
i (Frecuencia de pulso)

Loy Pituitaria
i FSH /\ LH
Estradiol i
- Ovario «—

Figura 2. Mecanismo de retroalimentacion de estradiol y progesterona. Tomado de Aerts y Bols, 2010.

1.3.Mecanismo de accion

G

Progesterona

En el caso de los esteroides, sus receptores se localizan en el citoplasma o en el

ndcleo de las células diana. La interaccion de la hormona con su receptor conlleva a la

activacion de la translocacion del complejo hacia el nlcleo, donde se une a puntos

especificos de la cromatina. El resultado es la produccion de un ARNm que atraviesa el

nacleo hacia los ribosomas, donde dirige la sintesis de las proteinas que producen el

resultado bioldgico deseado (Cunningham y Klein, 2009). La via clésica por la que la

progesterona realiza su funcion es por medio de su receptor (PR) que, al igual que el

receptor de estrégenos (ER), ha sido descrito como un factor de transcripcion nuclear

actuando a traves de elementos especificos de respuesta a la progesterona (PRE) dentro de

la region promotora de los genes objetivo que regulan la transcripcion (Conneely y Lydon,

2000). Por otro lado, existen mecanismos alternativos no genémicos descritos para su
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accion. Estos pueden ser iniciados rapidamente en la membrana celular activando vias de
sefiales intracelulares, a través de la modulacion de receptores putativos de la superficie
celular, canales de iones y cascadas de segundos mensajeros citoplasmaticos (Singh, Su,
Ng et al., 2013).

Se ha demostrado que a nivel del oviducto la P4 actia mediante receptores de la via
clasica (PR) y alternativa durante el periodo pos ovulatorio. Ya que se detectd la presencia
de los componentes de receptores de membrana de progesterona (PGRMC)1y 2 a lo largo
del oviducto (Saint-Dizier, Sandra, Ployart, Chebrout y Constant, 2012). Sin embargo, los

receptores PR se encuentran en varios érganos (Tabla 1).

Tabla 1
Tejidos y tipos celulares que expresan receptores PR.

Tejido Tipo Celular

Endometrio
Miometrio
Granulosa Luteinizante
Ovario Granulosa Preovulatoria
Cuerpo Luteo
Testiculos
Vagina
Glandula mamaria Normal y neoplésica
Pituitaria
Ventromedial
Hipotalamo
Area predptica
Endotelio vascular
Timo
Otros Islotes pancreéaticos
Células similares a osteoblastos
Pulmén
Oviducto
Bolsa de Fabricio

Utero

Organos Reproductivos

Cerebro

Aves

Nota: Tomado de Graham y Crakle, 1997.

Las principales funciones de la progesterona en los mamiferos se efecttan en el
utero, el ovario, la glandula mamaria y el cerebro. De este modo, es responsable de la

liberacion de ovocitos maduros, la facilitacion del proceso de implantacion y el
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mantenimiento de la prefiez mediante el crecimiento uterino y la supresion de la
contractibilidad miometral (Bennett, Watts, Blair, Waldhalm y Fuquay, 1988; Graham y
Clarke, 1997). Tambien se relaciona con el desarrollo 16bulo-alveolar en la preparacion
para la secrecion de leche y con la supresion de sintesis de proteinas de la misma antes del
parto. Adicionalmente, es una mediadora de las sefiales necesarias para el comportamiento
sexual (Graham y Clarke, 1997).

La exposicion previa a los estrogenos induce la secrecion de los receptores de P,
para que pueda actuar en el tracto reproductivo (Ing y Tornesi, 1997). En contraste, la
progesterona produce el descenso de los suyos (Evans y Leavitt, 1980) y de este modo
bloquea muchas de sus funciones. Un ejemplo de su accion antiestrogénica se encuentra en
el oviducto en donde bloquea a proteinas secretoras inducidas por el estradiol (Verhage y
Fazleabas, 1988) produciendo deciliacion y cesacion de la actividad secretora de su
epitelio (Brenner, Carlisle, Hess, Sandow y West, 1983). Adicionalmente, se ha sugerido
que la P4 puede mejorar el desarrollo temprano del embrién a través de cambios en el
entorno del oviducto durante los primeros dias de gestacion (Robinson, Hammond,
Wathes, Hunter y Mann, 2008). Antes de la llegada al Utero la parte proximal, llamada
ampula, ha sido implicada en el transporte del complejo cimulus-oocito y la fertilizacion.
Mientras que la parte distal, conocida como itsmo, es responsable del almacenamiento de
espermay el transporte del embridn hacia el Gtero (Hunter, 2012; Koélle, Reese y Kummer,
2010). Su epitelio proporciona nutrientes y factores locales de crecimiento que se pueden
modificar cualitativa y cuantitativamente mediante la P, secretada por el cuerpo lteo
(Gerena y Killian, 1990).

En el dtero actda en el endometrio como un factor de diferenciacion (Cummings y
Yochim, 1984). Durante la fase folicular, los estrégenos inducen la proliferacion de sus

células, mientras que las elevadas concentraciones de progesterona durante la fase lutea del
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ciclo inhibe la mitosis en el mismo (Padykula et al., 1989). También estimula la
diferenciacion estromal, la secrecion glandular en asociacién con la acumulacion de
vacuolas basales en el epitelio glandular y el cambio de patron de proteinas secretadas por
las células endometriales que proveen un ambiente adecuado para el desarrollo

embrionario temprano (Maslar, Powers-Craddock y Ansbacher, 1986).

2. Ciclo estral

El inicio del ciclo estral tiene lugar hacia la mitad de la pubertad entre los seis y
doce meses de edad con un peso aproximado de 200 a 250 kg. Este ciclo en los bovinos
tiene una duracion de 18 a 24 dias (Forde et al., 2011). Aunque se ha reportado un
promedio de 23 dias en vacas lactantes y 20,8 en vaquillas en donde se diferencia la fase
folicular (4 a 6 dias) y l(tea (14-18 dias). Durante todo el ciclo se observan dos, tres y
hasta cuatro ondas foliculares (Sartori, Haughian, Shaver, Rosa y Wiltbank, 2004) que
tienen un periodo de emergencia, seleccion y dominancia que termina en la atresia u
ovulacion de un foliculo dominante (Forde et al., 2011; Fortune, 1994). El ciclo estral
esta regulado por hormonas del hipotdlamo (Hormona liberadora de Gonadotropinas;
GnRH), la pituitaria anterior (Hormona foliculo estimulante; FSH y Hormona
luteinizante; LH), los ovarios (Progesterona; P4, Estradiol; E; e Inhibina; Inh) y el Gtero
(prostaglandina F,,; PGF,,) que lo controlan a través de una retroalimentacidn positiva

0 negativa (Roche, 1996) (llustracion 3).
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llustracion 3. Ciclo estral. Términos y conceptos relacionados con las etapas dentro de la fase folicular y
lutea en asociacion a los cambios de concentraciones circulantes de estradiol (--- ), progesterona (—) vy el
aumento preovulatorio (OV) de gonadotropinas durante el ciclo estral bovino. Adaptado de Peter et al., 2009.

2.1. Fase lUtea

Es el periodo de tiempo después de la ovulacién en donde se forma el cuerpo luteo,
comprende el 80% del ciclo hasta su regresion y abarca el metaestro y diestro (Forde et al.,
2011). En general, se caracteriza por el cambio de la dominancia de estrogeno a la
progesterona después de la ovulacién y maduracion estructural del cuerpo liteo. Ademas,
se encuentra asociada con la emergencia periodica de ondas foliculares correspondientes a
los incrementos transitorios de FSH y fluctuaciones de bajo nivel en las concentraciones

sistémicas de estradiol a lo largo de la fase (Peter, Levine, Drost y Bergfelt, 2009).

2.1.1. Metaestro

El metaestro tiene lugar de 5 a 6 dias luego de la ovulacion. Dentro de éste se
produce una intensa angiogénesis, proliferacion de las células de la granulosa y teca en la
pared del foliculo ovulado y su consecuente diferenciacion. Lo que resulta en el progresivo

incremento de las concentraciones plasmaticas de progesterona desde menos de 1ng/ml al
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dia tres, hasta aproximadamente 3ng/ml al dia seis pos ovulacién (Adams, Jaiswal, Singh y
Malhi, 2008).

La transformacion del foliculo ovulado hacia un cuerpo Iateo es el proceso llamado
luteinizacion. En este, las células foliculares se someten a cambios estructurales y
gendmicos que ayudan a la diferenciacion final hacia células luteales que sintetizan y
liberan progesterona (Stocco et al., 2007). Como resultado, las células de la granulosa se
transforman en células luteales grandes (CLG) y las de la teca en pequefias (CLP).
Adicionalmente, la via esteroidogénica se altera haciendo que la progesterona sea la
hormona esteroidea primaria producida por este tipo de células. En donde las CLP
representan el 20% de la poblacién total celular y contribuyen con, aproximadamente, el
15% de produccion de progesterona, mientras que el resto es derivado a las CLG
(Niswender et al., 2000). Antes de la ovulacion, las células de la granulosa en el foliculo
sintetizan y secretan estrogenos principalmente (Graham y Clarke, 1997).

Adicional a las mencionadas, el cuerpo IUteo tiene en su estructura células no
esteroidogénicas que incluyen a las endoteliales (CE), inmunes (CI), pericitos y
fibroblastos (Smith y Meidan, 2014). En este complejo tejido, las células deben interactuar
para lograr un crecimiento y desarrollo normal. Tanto en el caso del CL como del foliculo,
su proceso de crecimiento depende de la angiogénesis y el establecimiento de un
suministro de sangre funcional. El flujo sanguineo decrece luego de la ovulacion, pero
incrementa gradualmente en conjunto con el volumen del CL y los niveles de P, en plasma
(Acosta, Hayashi, Ohtani y Miyamoto, 2003).

Se ha sugerido que el VEGF (factor de crecimiento endotelial vascular), FGF
(factor de crecimiento fibroblastico), IGF (factor de crecimiento similar a la insulina) y los
miembros de la familia de angiopoyetina cumplen un rol importante dentro del proceso de

angiogénesis en la formacion de un nuevo CL. La activacion de los factores de crecimiento
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habilita la quiescencia o descanso de las células endoteliales para degradar
proteoliticamente su matriz extracelular subyacente. Esto con el fin de invadir y
direccionalmente migrar hacia el estimulo angiogénico, proliferar y organizarse en nuevos
vasos capilares tridimensionales (Augustin, 1998).

Por otro lado, el sistema IGF puede tener un efecto indirecto sobre la angiogenesis
temprana del CL por la estimulacion de la produccion de VEGF en éste (Schams,
Kosmann, Berisha, Amselgruber y Miyamoto, 2001). Hallazgos adicionales han
demostrado que Ang-1, Ang-2 y sus receptores Tiel y Tie2 también podrian tener un rol
importante en la modulacién de la angiogénesis y angiolisis en el CL durante el ciclo estral
(Goede, Schmidt, Kimmina, Kozian y Augustin, 1998). Se piensa que el sistema Ang-Tie
actla en conjunto con el crecimiento o supervivencia de factores como el VEGF. El Ang-1
es necesario para mantener y estabilizar los vasos sanguineos (Yancopoulos et al., 2000).
Por otro lado, el Ang-2 que actia como antagonista natural de Ang-1, parece inducir a las
CE a someterse a una remodelacion activa. Una alta proporcién Ang-2/1 en el
microambiente produce la desestabilizacion de los vasos sanguineos que es requisito para
la formacion vascular y regresion. En estas condiciones, la presencia de un factor
angiogenico como VEGF puede determinar el destino de estos vasos sanguineos
inestables. Cuando VEGF es alto, resulta en la formacion de una nueva red. Mientras que
su ausencia tiene lugar su regresion (Hanahan, 1997).

En los bovinos, la formacion temprana de la glandula IGtea se asocia, a menudo,
con la presencia de una cavidad llena de sangre intra-lUtea transitoria que se asemeja a un
coagulo sanguineo denominado cuerpo hemorragico. Este completa su transformacion
estructural al final del metaestro y se vuelve morfoldgicamente homogéneo. En asociacion
al incremento de P4, el epitelio del endometrio es denudado, particularmente, en las areas

intercarunculares dando lugar ala aparicion de moco con sangre en los labios de la vulva
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producto de un proceso de diapédesis. Se ha mencionado que el sangrado se produce de 24
a 48 horas después del estro en el 75 a 90% de las vaquillas y en 48 a 61% de las vacas; sin

embargo, no tiene una correlacion con la concepcion (Peter et al., 2009).

2.1.2. Diestro

El diestro empieza después del metaestro y termina con el inicio de la regresion del
cuerpo lateo (Peter et al., 2009) que se produce a los 17 6 18 dias en ausencia de
concepcion para dar lugar a un nuevo ciclo estral (Miyamoto, Shirasuna y Sasahara, 2009).
Las diferentes fases de vida del CL son acompafiadas de cambios dindmicos en la
vasculatura, poblacién celular e interacciones célula-célula (Fraser y Wulff, 2003). Sus
funciones, tanto en el ciclo como en el mantenimiento de la gestacion, estan dadas por la
progesterona que es el principal esteroide producido por éste (Stocco et al., 2007). Es asi
que se necesita secretar suficientes concentraciones a lo largo de la fase lutea para
mantener la gestacion (si la concepcion se ha dado) y durante ésta para evitar que el
comportamiento de estro ocurra (Forde et al., 2009). Sus niveles méaximos se observan a la
emergencia de la onda dos y tres en los ciclos estrales, segin su nimero de ondas
foliculares. Alcanzando un pico de concentraciones plasmaéticas de P, alrededor del 10 al
14 pos ovulacion, seguidas de una disminucién debido a la lute6lisis inducida por la PGF,,
liberada por el endometrio de las vacas no gestantes (Peter et al., 2009).

Durante la fase lGtea de los rumiantes, las hormonas luteotrépicas que soportan el
desarrollo y la funcion del CL incluyen a LH, GH, prolactina, IGF-I, oxitocina, PGE; y
PGI, (Niswender et al., 2000). La mayoria de receptores para LH se encuentran en las
células pequeiias (Kdlle, Sinowatz, Boie y Lincoln, 1998). En donde ésta incrementa la
produccion de P, mediante la activacion de PKA que estimula un mayor transporte de

colesterol por el complejo enzimatico P4504.. (Wiltbank et al., 1993). En contraste, las
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CLG responden a factores luteotropicos como PGl,, PGE;, GH e IGF-I que no actian
sobre PKA, ya que en este tipo de células puede estar constitutivamente activada. Esto ha
sido sugerido debido a su mayor produccion basal de P, y las altas concentraciones de
AMPc existentes (Hoyer et al., 1984).

Adicionalmente, miembros de la familia del factor de crecimiento transformante
beta han sido encontrados en el fluido folicular a través de la modulacion de la FSH
secretada (Knight, 1996). Por un lado, la activina aumenta la secrecién de estradiol en el
fluido folicular (Knight y Glister, 2003), mientras que la folistatina impide sus efectos
positivos en la esteroidogénesis. Ambas pueden modificar el mecanismo de
retroalimentacion del estradiol con el hipotdlamo y la pituitaria (Phillips y Kretser, 1998).
Conjuntamente, la inhibina detectada en las células de la granulosa desempefia un rol en la
supresion de FSH secretada en la pituitaria anterior regulando también el ciclo estral
(Findlay et al., 2002).

Finalmente, la progesterona liberada durante esta fase controla el desarrollo folicular
mediante una retroalimentacion negativa sobre los pulsos de LH (Kinder, Kojima,
Bergfeld, Wehrman y Fike, 1996). Sus concentraciones medias son relativamente bajas
debido a la liberacién episddica infrecuente de la misma correspondiente a los pulsos de
GnRH que se producen cada 4 a 6 horas. Es decir, s6lo permite pulsos de alta amplitud y
baja frecuencia que son inadecuados para poder llegar a la ovulacion (Rahe, Owens,
Fleeger, Newton y Harms, 1980). Ademaés, evita la temprana liberacion de PGF,, en la
mitad del ciclo (Skarzynski y Okuda, 1999) y desempefia un papel luteotropico
estimulando la sintesis de los receptores de LH en el CL (Jones, Ottobre y Pate, 1992). De
este modo, evita el inicio de la apoptosis por un mecanismo dependiente de sus receptores

(Skarzynski, Jaroszewski y Okuda, 2001).
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2.1.2.1. Dinamica folicular

Durante la fase lutea, los niveles de FSH y estradiol fluctian en relacién con el
crecimiento de las ondas foliculares y la atresia (Adams et al., 2008). La primera se
desencadena en respuesta al segundo incremento de FSH que sigue el pico preovulatorio.
Mientras que las siguientes dependen de elevaciones transitorias de la misma (Adams,
Matteri, Kastelic y Ginther, 1992) (Figura 3). Se ha observado que la FSH es esencial para
el crecimiento de los foliculos desde 2 a 4 hasta los 7 a 9 mm, ya que regula la expresion
de enzimas esteroidogénicas en las células de la granulosa durante el reclutamiento. Donde
la LH, probablemente, no ejerce efecto o éste se da indirectamente estimulando la
conversion de andrégenos a estrogenos, pero secundaria a FSH (Bao y Gaarverick, 1998).

Basados en el dia en el que el foliculo dominante de una onda alcanz6 un didmetro
mayor a 4mm, se ha determinado que la emergencia de la onda 1 (anovulatoria) y 2
(ovulatoria) ocurre en los dias 0 (ovulacion) y 10 respectivamente. Mientras que en un
ciclo de tres ondas foliculares se produce alrededor de los dias 0, 9 y 16 (Adams et al.,
2008). La emergencia folicular ha sido asociada con una disposicion jerarquica de los
foliculos, de manera que el mas grande de la cohorte, generalmente, mantiene su posicion
durante la fase de crecimiento comdn y se convierte en dominante en la mayoria de las
veces (Ginther, Bergfelt, Beg y Kot, 2001). La tasa de crecimiento es igual en todos los
foliculos de la onda por, aproximadamente, dos dias. Luego, uno es seleccionado para
continuar creciendo (foliculo dominante), mientras que los demas se vuelven atrésicos y
sufren regresion (foliculos subordinados) (Adams et al., 2008). La desviacion ocurre
aproximadamente 2.5 dias después de la emergencia y representa el mayor evento
morfologico en el proceso de seleccion asociada con la onda ovulatoria y anovulatoria

(Peter et al., 2009).
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Figura 3. Dinamica del desarrollo folicular ovarico y secrecion de gonadotropinas durante el ciclo estral
bovino de 2 y 3 ondas. Se muestran foliculos dominantes y subordinados viables (o)y atrésicos (o). Un
aumento de FSH (== ) sigue a cada onda y uno de LH ( — ) se observa antes de la ovulacién. La cual es
precedida y sucedida de pulsos de LH de alta frecuencia como resultado de bajas concentraciones de P,.
Tomado de Adams et al., 2008.

Conjuntamente con el tamafio del foliculo seleccionado, incrementa la produccion
de estradiol e inhibina que, a través de una retroalimentacion negativa con la glandula
pituitaria anterior, disminuyen las concentraciones de FSH a niveles basales (Sunderland,
Crowe, Boland, Roche y Ireland, 1994). Entonces, este foliculo seleccionado se vuelve
altamente sensible a la accién de LH. Independientemente del momento del ciclo estral en
el que se produce este cambio de dependencia, se lo relaciona con el aumento de los

receptores LH-R en las células de la teca y la granulosa (Xu et al., 1995b). Ya que al contar
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con una mayor cantidad que los subordinados es capaz de responder a la LH durante el
nadir de FSH (Adams et al., 2008). Existe evidencia de que un transitorio incremento en
las concentraciones de la hormona luteinizante se da en el momento que la seleccion
ocurre, lo que permite al foliculo dominante crecer y continuar produciendo E; (Ginther,
Beg, Donadeu y Bergfelt, 2003).

La super familia del factor de crecimiento insulinico (IGF) compuesta por dos
ligandos, IGF-I e IGF-II; dos receptores, IGFR-1 e IGFR-II y de mdltiples proteinas de
unién y proteasas (IGFBP 1-6; Proteina plasmatica-A asociada a la prefiez, PAPP-A) son
responsables de la biodisponibilidad del IGF-I en el foliculo ovarico el cudl tiene efectos
directos sobre sus células. Estos incluyen la estimulacion de la mitogénesis en las células
de la granulosa, la produccion de progesterona por éstas y las células de la teca, ademas de
la produccion de androgenos por las Gltimas (Spicer y Echternkamp, 1995).
Conjuntamente, el IGF-1 contribuye al crecimiento, proliferacion y capacidad
esteroidogénica del futuro FD indirectamente, ya que afecta al mecanismo de
retroalimentacion negativa inducido por el estradiol sobre el hipotdlamo y la pituitaria
(Rosales-Torres, Guzman y Gutiérrez, 2011). Este hecho, adicional a la temprana
adquisicién de receptores para LH por las células de la granulosa del foliculo seleccionado,
son considerados los principales mecanismos que facilitan el proceso de seleccién (Lucy,
2007).

En conjunto, se cree que este foliculo mantiene su crecimiento en un entorno de
supresion para los menos desarrollados, probablemente, por una mejor vasculatura (Moor y
Seamark, 1986) que le provee mayor cantidad de LH y FSH. Un elevado numero de LH-R
en las celulas de la granulosa, que le permiten responder a las dos hormonas (Xu et al.,
1995b). Una mayor expresion de ARNm de Star en las células de la teca, que puede

asegurar el transporte de colesterol hacia la mitocondria para la produccién de andrdgenos
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(Bao y Gaarverick, 1998). Y también, mas ARNm de aromatasa que lo habilitara para
secretar altos niveles de estradiol-17 en la teca (Xu et al., 1995a).

El foliculo seleccionado es sometido a tres fases de desarrollo: crecimiento, que
incluye un incremento en didmetro; estasis, con pocos cambios en el tamafio y regresion,
en donde se ve una disminucion en el didmetro 6 atresia (Adams et al., 2008). La
dominancia morfolégica (tamafio) y fisiolégica/endocrinolégica (capacidad supresora de
FSH) se mantiene durante la fase de crecimiento y la mitad de la estatica. Sin embargo, el
dominio morfoldgico sigue siendo evidente hasta la regresion (Peter et al., 2009).

La produccién de estradiol de los foliculos en crecimiento depende de la frecuencia
de los pulsos de LH que, al unirse a sus receptores en las células de la teca, estimulan la
conversion de colesterol en testosterona. La cual se difunde hacia las células de la
granulosa donde se convierte en estrégeno por la accion de la enzima aromatasa. El
estradiol tiene un efecto local y uno sistémico que estimula el eje hipotdlamo-hipofisis
generando la liberacién de GnRH (Rathbone et al., 2001). Este efecto de retroalimentacion
se produce en funcién de su umbral: cuando sus concentraciones plasmaticas estan por
debajo de este ejerce una retroalimentacion negativa sobre GnRH. Mientras que cuando se
encuentra sobre el umbral tienen un efecto de retroalimentacion positiva (Wiltbank,
Gumen y Sartori, 2002). Finalmente, este estradiol estimula la produccién de un pico de
LH de amplitud y frecuencia suficiente para estimular la maduracion final y ovulacion del
foliculo dominante (Rahe et al., 1980).

Temprano en la fase lUtea, los pulsos de LH son de alta frecuencia y baja amplitud
(20-30 cada 24 horas). Hacia la mitad de la misma, muestran mayor amplitud y menor
frecuencia (6-8 cada 24 horas). Sin embargo, éstas no son adecuadas para que la ovulacion
ocurra (Rahe et al., 1980). Por lo que el foliculo dominante se vuelve atrésico

disminuyendo los niveles de estradiol e inhibina que elimina la retroalimentacidn negativa
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sobre el hipotalamo. Como consecuencia, se produce un nuevo pico de FSH que se
relaciona con la emergencia de otra onda y la seleccion de un foliculo que podra madurar y
llegar a la ovulacion (Forde et al., 2011). Luego del pico preovulatorio de LH, la expresion
de P450c17 en las células de la teca, P450,r0m €n las de la granulosa y P450s. y 3p-HSD en
los dos tipos celulares decrece dramaticamente. Esta se encuentra acompafiada de la
disminucion de los niveles de androstendiona y estradiol, mientras que las concentraciones
de progesterona incrementan en el fluido folicular (Voss y Fortune, 1993). El mismo puede
estar relacionado al proceso de luteinizacion luego de la ovulacién o a una reduccion de la

conversion de progestinas hacia androgenos (Bao y Gaarverick, 1998).

2.2. Fase Folicular

La fase folicular es el periodo de tiempo que sigue a la lutedlisis hasta la ovulacion
del foliculo dominante, dentro del cual se ha designado al proestro y estro (Forde et al.,
2011; Peter et al., 2009; Rathbone et al., 2001). El inicio de la fase pos luteoélisis se ha
caracterizado por la primera concentracion de P, menor a 1ng/ml (Bage et al., 2002;
Ginther et al., 2010). Durante esta fase folicular, las funciones del estradiol en el sistema
nervioso central, eje hipotalamo-pituitaria y el tracto reproductivo preparan al animal para
el comportamiento de estro, transporte de los gametos y el embridn y para la fertilizacion
del oocito (Rathbone et al., 2001). Existen tres principales cambios que ocurren durante
este periodo e incluyen la maduracion del oocito, la ruptura folicular y ovulacion y el
cambio de la esteroidogénesis de andrégenos/estradiol a progesterona como el principal
producto esteroideo (Fortune, Willis, Bridges y Yang, 2009) como resultado de la
regresion funcional y estructural de un cuerpo lGteo acompafada del desarrollo de un

foliculo preovulatorio (Peter et al., 2009).
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2.2.1. Proestro

El proestro es la primera porcién de la fase folicular que inicia con la regresion del
cuerpo luteo y termina con la presencia del estro y el pulso de GnRH/LH. Se encuentra
marcado por un descenso dramatico de las concentraciones de progesterona que alcanzan
su nivel minimo de 36 a 48 horas luego de la lutedlisis natural o inducida (Wiltbank et al.,
2014). Durante este periodo, un foliculo preovulatorio se desarrolla dentro de uno de los
ovarios. Bajo la influencia de las gonadotropinas, éste produce concentraciones elevadas
de estrdgenos para alcanzar su pico en un ambiente basal de progesterona (De Silva,
Anderson, Gwazdauskas, McGilliard y Lineweaver, 1981). Los altos niveles hormonales
de estradiol, producidos por el foliculo preovulatorio, juegan un rol en el incremento del
tono uterino (Bonafos, Kot y Ginther, 1995) e inducen la liberacién de GnRH hipotalamica
dentro de los vasos portales que la transportan hacia la pituitaria para asi inducir el pico

preovulatorio de LH y FSH (Rathbone et al., 2001).

2.2.1.1. Lutedlisis

La lutedlisis, en la mayoria de especies mamiferas, se describe como un proceso
dependiente uterino. Debido a que la prostaglandina (PGF,,), secretada por el mismo, es su
desencadenante (McCracken, Custer y Lamsa, 1999). Esta PGF,, uterina pasa a la arteria
ovarica por medio de un mecanismo de contracorriente evitando la circulacién pulmonar y
su consecuente inactivacion. El estimulo inicial de su produccion esta dado por la
oxitocina (OT) hipofisaria liberada por la presencia del estradiol que se secreta en el
foliculo preovulatorio en crecimiento. Consecuentemente, se inicia una retroalimentacion
positiva que envuelve la liberacion de OT luteal y PGF,, de origen lGteo y uterino
(Niswender et al., 2000). Adicionalmente, se ha observado que el factor de necrosis

tumoral alfa (TNFa) esta envuelto en el proceso de lutedlisis al mismo nivel, ya que a
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dosis bajas estimula la produccién de PGF,, y éxido nitrico (NO), resultando en la
disminucion de la duracién del ciclo estral (Skarzynski et al., 2003).

Este proceso envuelve a células inmunes y endoteliales. Las primeras se adhieren,
rodean y transmigran a traves de la capa de células endoteliales por la accion secuencial de
las selectinas, moléculas de adhesion celular e integrinas. Su infiltracién masiva y
activacion, eventualmente, producen muerte celular por apoptosis. Mientras que las células
endoteliales inducen la secrecion de componentes vasoactivos como END-1 que reduce la
produccidn de progesterona y la supervivencia de las células luteales. Ademas, durante su
desarrollo, el apoyo angiogénico para la red vascular se ve disminuido. El factor de
crecimiento vascular endotelial (VEGF) también se reduce y las acciones del factor de
crecimiento de fibroblastos 2 (FGF-2) se bloquean por niveles elevados de
trombospondinas TSP1 (agente apoptotico potente que provoca la muerte en las células
endoteliales y luteas), TPS2, PTX3 y TGFB1 (Smith y Meidan, 2014).

La induccidn de la lutedlisis por efecto de prostaglandinas exdgenas puede darse en
cualquier estado de la onda folicular, inclusive en la etapa temprana cuando se encuentra
un foliculo pequefio (Araujo et al., 2009). Sin embargo, se ha demostrado que el
tratamiento es efectivo sélo si se lo aplica, al menos, seis dias después de la presencia del
estro ya que puede producirse una regresién incompleta, aunque las concentraciones de P,
disminuyan incluso con cuerpos luteos més jovenes (Nascimento, Souza, Keskin, Sartori y
Wiltbank, 2014). En contraste, la cascada de eventos dentro del proceso natural se lleva a
cabo con la presencia de un foliculo dominante que es clave para su activacion (Araujo et
al., 2009). Estudios realizados sobre el tema han determinado que la luteolisis comienza a
un promedio de 16.8+0.4 dias [16-19] y finaliza a los 17.8+0.4 en un rango de 17 a 20 dias
(Ginther et al., 2010) siendo asociada a la presencia de conducta de estro y niveles

elevados de estradiol (Figura 4a). Ademas, se ha reconocido alrededor de cinco pulsos de
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PGF,,, con una duracién aproximada de cuatro horas por cada uno, en donde su inicio
marco el descenso de los niveles de progesterona, evidenciando su accion luteolitica
inmediata (Figura 4b) (Mann y Lamming, 2006). El efecto de los pulsos de PGFM en el
periodo preluteolitico, luteolitico y posluteolitico también ha sido estudiado.
Confirmandose que el patron de disminucién de P4, asociada a la evolucion de cada fase,
difiere considerablemente. Una vez que sus concentraciones llegan a 1ng/ml, definido
como el punto de la final del periodo luteolitico, ésta decrece paulatinamente hasta llegar a
un valor basal de 0.1ng/ml dentro de las 41 horas posteriores (Figura 5) (Ginther et al.,
2010).

Por otro lado, las diferencias en la disminucion del volumen de tejido luteo y las
concentraciones de P4 de vaquillas y vacas lactantes se muestran en la Figura 6. En esta se
puede observar que las vacas tienen un mayor tejido luteo relacionado a la ovulacién de
foliculos mas grandes. El cual empieza a decrecer un dia después del inicio de la lute6lisis
y luego de tres dias muestran un 30% del tamafio inicial. En contraste, los niveles de
progesterona disminuyen rapidamente presentando valores menores al 10% de los pre
luteoliticos, dos dias mas tarde (Sartori et al., 2004). La lute6lisis incompleta es uno de los
problemas mas comunes dentro de los protocolos de sincronizacion con inseminacion a
tiempo fijo. Estudios sobre ésta han definido a las concentraciones de P4 menores a
0,5ng/ml, pos aplicacion de PFG,,, como indicativos de su cumplimiento. En donde los
niveles superiores de P, en el momento de su administracion se asociaron con una mayor
probabilidad de completarla y de mostrar mejor fertilidad (Martins, Policelli y Pursley,
2011). Adicionalmente, existen reportes de un efecto de la paridad sobre la presencia de
lutedlisis incompleta, ya su porcentaje ha sido mayor en primiparas que en multiparas
(Martins et al., 2011; Giordano et al., 2012). Sin embargo, la causa por la que se produce

no ha sido determinada (Wiltbank et al., 2014).
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modificado de Mann y Lamming, 2006.
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2.2.2. Estro

El estro es la porcion final de la fase folicular que precede a la ovulacion del
foliculo dominante (Peter et al., 2009). Cuando las concentraciones plasmaticas maximas
de estradiol se alcanzan, éste se hace evidente acompafado de la liberacion del pico
preovulatorio de LH y FSH de origen pituitario. Sin embargo, luego de su expresion, un

decline en las concentraciones de estradiol secretadas por el foliculo dominante es
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observado manteniendo, durante este periodo, niveles inferiores a las encontradas en el
proestro (Rathbone et al., 2001).

El promedio de duracion del estro reportado en vacas lecheras es de 8 horas, mientras
que en novillas se prolonga de 12 a 14. Sin embargo, tanto la duracién como la intensidad
del mismo se han visto afectados por factores ambientales que incluyen el tipo de
superficie en donde se alojan, el tamafio del hato, la presencia de machos (Forde et al.,
2008), la paridad y el nimero de animales en estro al mismo tiempo (Roelofs, Van
Eerdenburg, Hazeleger, Soede y Kemp, 2005). Con adicional evidencia de que tiende a
acortarse con el incremento de la produccién lechera (6.2+0.5h vs. 10.9£0.7h),
probablemente, debido a la disminucidn en las concentraciones de estrégenos circulantes
(Lopez, Satter, Wiltbank, 2004).

Durante el estro se exhibe una conducta caracteristica en donde los animales empiezan
a olfatear, poner la barbilla sobre otro, pueden montar y al final permitir ser montados
(Roelofs et al., 2005). Sin embargo, los signos secundarios como el olfatear genitales,
intento de monta, secrecion mucosa, enrojecimiento de la vulva, inquietud y vocalizacién
pueden presentarse antes, durante o después de este periodo (Rathbone et al., 2001). El
estradiol periovulatorio que produce estos signos también coordina varios procesos
fisiol6gicos que contribuyen al establecimiento y mantenimiento de la gestacion,
incluyendo efectos en las células foliculares, el oocito, transporte de gametos y preparacion
del ambiente uterino. Dentro del foliculo ovaérico, el estradiol incrementa la mitosis en las
células de la granulosa (Goldenberg, Vaitukaitis y Ross, 1972), promueve la formacion de
uniones gap en las mismas (Merk, Botticelli y Albright, 1972), incrementa la accion
estimulante de FSH en la actividad de la aromatasa (Zhuang, Adashi y Hsueh, 1982) e

induce la expresion de los receptores de LH y FSH (Richards et al., 1976).
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Por otro lado, la progesterona modula la accion de los estrogenos por una rapida
disminucion de sus receptores (Evans, Chen, Hendry 111 y Leavitt, 1980). Por lo que las
concentraciones elevadas de ésta pueden evitar la conducta de estro (Davidge, Wiebold,
Senger y Hillers, 1987) al suprimir los pulsos de GnRH (Bergfeld et al., 1996).
Adicionalmente, niveles elevados de E; con valores basales de P, son indispensables para
la activacion del proceso de contraccion del oviducto y secrecion. Siendo la mayor
actividad contractil, en amplitud y frecuencia, observada en el oviducto ipsilateral del
foliculo dominante que se ha mantenido hasta el dia 3 a 5 pos estro (Bennett et al., 1988).
En estudios anteriores, valores inferiores a 1ng/ml se han encontrado en vaquillas (Ginther,
Pinaffi, Khan, Duarte y Beg, 2013) asi como en vacas lactantes (98 + 11.1 dias pos parto) y
fuera del periodo de lactancia (381 + 112.1d PP) (Endo, Nagai, Tanaka y Kamomae,
2012a).

La deteccion del estro es un factor clave para la rentabilidad de las producciones de
ganado vacuno; sin embargo, éste se ha tornado cada vez mas dificil de identificar por la
menor duracion e intensidad encontrada en las vacas modernas, en donde las tasas de
deteccion se han reducido a menos del 50%. Lo que ha empujado a buscar alternativas
tecnoldgicas con potencial para mejorar su desempefio (Homer et al., 2013). El
reconocimiento del estro para determinar el tiempo adecuado de inseminacion es una de las
principales restricciones para alcanzar altas tasas de concepcion en vacas lecheras, por lo
que la falla en su deteccidn afecta la fertilidad de un hato (Thakur Krishna Shankar Rao,
Kumar, Chaurasia y Patel, 2013). Durante el ciclo estral normal en los bovinos, se ha
establecido que el inicio del estro precede a la ovulacion entre 24 a 30 horas (Allrich,
1993; Hansel y Convey, 1983; Hansen, 1985). Sin embargo, este dato no es preciso debido
a la variacion existente entre cada animal (Roelofs et al., 2005). Adicionalmente, se han

realizado intentos por encontrar un sistema ideal para determinar el tiempo de ovulacion
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aproximado. Con este proposito, se ha demostrado que los niveles de progesterona en leche
y en sangre, por si solos, no son eficientes predictores del tiempo de ovulacion en la
ganaderia lechera, debido a que existe una alta variacion en los perfiles hormonales de
cada individuo (Roelofs, VVan Eerdenburg, Hazeleger, Soede y Kemp, 2006). Por otro lado,
signos como permitir la monta o montar a otro animal, se han catalogado como buenos
predictores; sin embargo, no siempre ocurren en todos los animales o son dificiles de

automatizar, limitando su uso cotidiano en granja (Roelofs et al., 2005).

2.2.3. Ovulacion

La ovulacién esta caracterizada por la ruptura del foliculo dominante, evacuacion
del fluido folicular, células de la granulosa y oocito y la temprana formacion del cuerpo
luteo en el sitio de ovulacion (Peter et al., 2009). Se ha observado que la mayoria de
animales ciclicos normales ovulan entre 4 a 6 dias luego de la lute6lisis y en promedio las
vacas lactantes tienden a tomar mayor tiempo en relacion a las vaquillas (Sartori et al.,
2004). Para que ésta se pueda desarrollar, los pequefios foliculos tienen que madurar hasta
el estado preovulatorio, durante este tiempo el oocito, las células de la granulosa y de la
teca adquieren caracteristicas funcionales especificas. Primero, el oocito se vuelve
competente para someterse a la meiosis. Segundo, las células de la granulosa producen
estrogenos y responden a LH mediante sus receptores. Y tercero, las células de la teca
empiezan a sintetizar cantidades elevadas de andrégenos que sirven como sustrato para la
enzima aromatasa en las células de la granulosa (Richards, 1994).

En general, la ovulacion es un proceso relacionado con una reaccion inflamatoria
(Fortune, 1994). Muchos de los eventos que suceden durante ésta son espacialmente
restringidos a especificos microambientes del foliculo o los compartimentos intersticiales

que lo rodean y permiten la expulsion exitosa del complejo oocito-cumulus en la ruptura
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del foliculo (Zhou et al., 2001). La hormona luteinizante cumple un papel fundamental en
su maduracion final y la consecuente ovulacion. Ya que ésta tiene lugar cuando las
concentraciones séricas de P4 son basales y los pulsos de LH ocurren cada 40-70 minutos
por 2 a 3 veces al dia (Roche, 1996). Adicionalmente, aunque los bovinos son
considerados como una especie monotoca, que normalmente ovula un solo foliculo
dominante, existe un cierto grado de ovulaciones maltiples que pueden estar asociadas a
diferentes factores como raza, paridad, nutricion y estado reproductivo. De este modo, se
han observado que las vacas lactantes pueden tener mayores ovulaciones multiples que las
vaquillas (Sartori et al., 2004).

La progesterona y las prostaglandinas son factores clave en el proceso de
ovulacion, ya que la inhibicion de una de las dos puede suspenderla en una variedad de
especies (Algire, Srikandakumar, Guilbault y Downey, 1992). En el caso de las
prostaglandinas, se ha observado que su inhibidor, la indomectina, bloquea el proceso en
ratas, conejos, ratones, ovejas, cerdos y primates (Murdoch, Peterson, Van Kirk, Vincent y
Inskeep, 1986). Por otro lado, existe evidencia de que el incremento de ARNm de
ciclooxigenasa-2 (COX-2), PGE;, y PGF,, en las células de la granulosa son mediados por
el aumento intrafolicular de P,y su receptor (PR) inducida por el pico de LH/ FSH
(Bridges, Komar y Fortune, 2006). Los niveles de PGF,, y PGE, aumentan més de 100
veces 25 horas luego del pico endégeno de LH en el liquido del foliculo preovulatorio
(Algire et al., 1992). El aumento local de PG produce la dilatacion de los vasos foliculares,
aumenta la permeabilidad vascular y estimula la degradacion del coldgeno para la ruptura
del foliculo (Murdoch et al., 1986). Adicionalmente, se ha sefialado la liberacion de
Angiotensina I1, endotelina-1 y péptido natriurético auricular en el foliculo maduro del
bovino sugiriendo que pueden estar envueltos en el proceso de ovulacion (Acosta et al.,

2000).
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Las concentraciones hormonales de P4, E», LH, FSH, PRL y PGFM, envueltas en el
periodo preovulatorio y su comportamiento, han sido descritas en vaquillas de raza
Holstein y se muestran en la Figura 7 (Ginther et al., 2013). Los niveles de estradiol son
mayores en las ondas ovulatorias y alcanzan valores mas altos alrededor del estro. Lo que
sugiere que el foliculo preovulatorio tiene una mayor capacidad de produccion y liberacion
de E;, aunque su tamafio maximo no es significativamente diferente a los de las ondas no
ovulatorias. Estos niveles superiores se han relacionado con un mayor grado de
vascularizacion presente en el foliculo dominante proximo a ovular (Boer et al., 2011).
Adicionalmente, al compararse vaquillas con vacas lactantes, se ha evidenciado que el pico
de estradiol ocurre aproximadamente dos dias antes de la ovulacion en los dos grupos. Sin
embargo, los niveles séricos maximos a partir de la lutedlisis son mayores en vaquillas a
pesar de que las vacas lactantes muestran foliculos ovulatorios de mayor didmetro. (Sartori

et al., 2004; Wolfenson et al., 2004).

3. Importancia de la progesterona en la pérdida embrionaria

Un buen ciclo estral puede ser descrito como un ciclo donde existen una ovulacion
y fertilizacion exitosa seguidos del mantenimiento de la gestacion. Las concentraciones de
P4 que incrementan pocos dias luego del estro y se mantienen elevadas por
aproximadamente dos semanas son el sello de un ciclo estral normal. Cualquier desviacion
de este patrdén suele relacionarse con una disminucion de la fertilidad (Lamming y

Darwash, 1998).
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Figura 7. Media * EE de las concentraciones de P4, LH, FSH, PRL y PGFM desde la hora -85 a la 8 (hora O:
ovulacion) y la concentracion de E, desde la hora -42 a la 0. El pico de liberacién de LH preovulatorio de las
13 vaquillas esta sefialado por la linea punteada (--- ). Se muestra un efecto del transcurso del tiempo en
horas sobre la concentracion de cada hormona (P<0.0001). Tomado de Ginther et al., 2013.

Existe amplia evidencia de una asociacion entre la supervivencia de embriones y
las concentraciones de P, tanto en el ciclo anterior a la ovulacién como la primera fase
lutea luego de la inseminacion (Diskin et al., 2006; Morris y Diskin, 2008). Algunos
mecanismos potenciales por los que las bajas concentraciones de progesterona durante el
ciclo previo a la 1A pueden reducir la tasa de fertilizacidén o de supervivencia embrionaria
se han mencionado. Sin embargo, la opcion mas probable (Diskin et al., 2006) es que éstas
provocan una persistencia del foliculo dominante que produce un oocito con un nivel
avanzado de maduracion en relacion a los que se originan en los de duracion y tamafio
normal. Comprometiendo su capacidad de desarrollo después de la fertilizacion (Mihm et

al., 1999).
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Por otro lado, una relacién cuadratica positiva entre las concentraciones de
progesterona en leche del dia 5 al 7 pos inseminacién y la tasa de supervivencia
embrionaria ha sido evidenciada (Stronge et al., 2005). Ya que la suplementacion de la
misma durante esta fase, particularmente en animales que tienen niveles bajos, pueden
disminuir la pérdida embrionaria (Morris y Diskin, 2008).

Cuando se han comparado los ciclos estrales de vaquillas con vacas lactantes se ha
evidenciado menores concentraciones de P4 y E; en las Gltimas, aunque presentan cuerpos
luteos y foliculos de mayor tamafio. Sugiriendo que las frecuentes anormalidades
reproductivas de las vacas lactantes como la baja tasa de concepcion y la falla de una o
presencia de multiples ovulaciones podrian ser producidas por sus inferiores niveles
esteroideos (Sartori et al., 2004). Estudios han tratado de explicar este fendmeno y se ha
demostrado que las concentraciones tanto de progesterona como de estradiol son
disminuidas por el aumento de la tasa de aclaramiento metabdlico producido por el
incremento de la ingesta de estos animales que se relaciona al flujo sanguineo hepatico.
Con base en estos hallazgos, se cree que éste permanece elevado en vacas lactantes y altas
productoras, dando lugar a menores concentraciones de progesterona que incrementan el
riesgo de la pérdida embrionaria (Sangsritavong et al., 2002).

Adicionalmente, los niveles suprabasales en la fase folicular tardia han sido
asociados al desarrollo de quistes foliculares en vacas lecheras. Los resultados de
investigaciones sobre el tema han reportado que las medias de vacas quisticas no
ovulatorias duplicaron a las de quisticas ovulatorias y normales luego de la administracion
de una dosis luteolitica de prostaglandinas (Robinson et al., 2006). En el caso de las
vaquillas, se ha realizado una serie de estudios sobre el comportamiento hormonal dentro
de la fase folicular (Ginther et al., 2013; Bage, 2003; Bage et al., 2002; Duchens,

Forsberg, Gustafsson, Edqvist y Rodriguez-Martinez, 1995). Bage, en el afio 2003,
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relaciond los valores de progesterona al momento de la IA con la expresion del estro y la
tasa de concepcidn obtenida. En este se encontro que las vaquillas que no quedaron
gestantes mostraron valores significativamente mas altos a los basales (>0,16 ng/ml) en
comparacion a las que concibieron, independientemente del niUmero de inseminaciones
recibidas. Mostrandose un mayor riesgo de repetir el celo cuando se presentan niveles
suprabasales.

Similar evidencia se ha reportado con anterioridad, ya que vaquillas repetidoras han
presentado una mayor duracién del estro, retraso en el pico de LH, una vida prolongada del
foliculo dominante y un pico de progesterona pos ovulatorio retardado. Conjuntamente con
una fuerte tendencia a mostrar concentraciones superiores de P4 (0,201+0,14 ng/ml) en
comparacion a las vaquillas virgenes (0,103+0,05 ng/ml) (Bage et al., 2002). Del mismo
modo, al inducir niveles suprabasales, por medio de implantes subcutaneos, asincronias
compatibles con el comportamiento de repetidoras fueron evidentes. Las que estuvieron
acompariadas de una marcada inferior tasa de concepcion (Duchens et al., 1995). En
conjunto, estos hallazgos sugieren que la progesterona puede ser una herramienta util en la

identificacion de posibles vaquillas repetidoras (Bage, 2003).

4. Factores envueltos en la eficiencia de la reproduccion

La revisién de informacidn sobre los factores de riesgo en la eficiencia de la
fertilidad de altas productoras sefiala puntos de importancia para la mejora de la
reproduccion. Entre estos se encuentra la disminucion del balance energético negativo e
infecciones uterinas pos parto, la expresion y deteccién del estro seguida de una
inseminacion con semen de alta calidad, la fertilizacion de un oocito en un ambiente
adecuado para el desarrollo del embrién (Walsh et al., 2011), disminucion de la incidencia

de mastitis, aplicacion de estrategias para mejorar el nivel de progesterona luego de la
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monta (Moore, Overton, Chebel, Truscott y BonDurant., 2005; Inskeep, 2004) y la
minimizacion de las influencias luteoliticas del estradiol-178 o PGF,, luego del servicio y
durante el reconocimiento de prefiez (Inskeep, 2004).

La PGF,, ha sido utilizada con éxito en el tratamiento de vacas anéstricas en donde
se insemina posterior a la deteccion del estro (Archbald, Tran, Massey y Klapstein, 1992).
Sin embargo, su uso produce ovulaciones dispersas en un periodo de 5 dias (Lauderdale et
al., 1974). Existe informacion que demuestra que tanto el protocolo Ovsynch como el
estandar que usa prostaglandina, en una o dos aplicaciones, son efectivos. Sin embargo, en
los rebafios en donde la deteccion del estro es buena se recomienda el uso de PGF,, con
inseminacién luego de su expresion. Mientras que en donde la deteccidn es pobre el
protocolo Ovsynch proporciona mayores beneficios. Pudiendo mejorar sus resultados con
un servicio temprano a la presencia de signos de estro (Mialot et al., 1999).

El mejor intervalo de tiempo para la 1A ha sido ampliamente estudiado. Trabajos
realizados afios atras han reportaron una maxima tasa de concepcion en vacas lecheras
desde la mitad del comportamiento de estro hasta pocas horas luego de terminado el
mismo. Lo que condujo al desarrollo de la guia de la regla a.m.-p.m. asumiendo un
régimen intensivo de deteccion visual (Dalton et al., 2001). Sin embargo, similares tasas de
no retorno se han encontrado al comparar una IA al dia versus la regla en granjas en donde
la observacidn es menos intensiva (Nebel, Walker, McGilliard, Allen y Heckman, 1994).
Del mismo modo, un estudio realizado en vaquillas y vacas de raza Jersey no encontré una
diferencia significativa entre las dos alternativas, pero la tasa de concepcion fue menor en
los animales que se inseminaron en la mafiana que se detectd el estro (60.5% vs. 57.6%)
(Graves et al., 1997). Adicionalmente, con el uso del programas auxiliares se han
determinado mayores tasas de concepcién con la 1A entre 4 a 12 horas después del inicio

del celo determinado a partir del primer evento de monta (Dransfield et al., 1998).
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Indicando que la inseminacién a las 12h después de la presencia de los primeros signos
puede optimizar la fertilidad en vacas lecheras a través de una aceptable tasa de
fertilizacion, nimero de espermatozoides accesorios por embridn y una deseable calidad
embrionaria (Dalton et al., 2001).

La fertilidad y los rangos metabdlicos y endocrinos también varian de acuerdo al
numero de lactancias y el tiempo relativo pos parto (Wathes et al., 2007). La calidad del
embrion tanto en vacas como en vaquillas, de edad y talla parecida, han sido evaluadas
encontrandose una tasa de fertilizacion similar (88-90%), aungue el porcentaje de
embriones viables ha sido mucho menor en las vacas lactantes (52.8% vs. 82.3%) (Sartori
et al., 2002). Adicionalmente, se ha reportado evidencia de una tasa de concepcion mas
alta en vaquillas que declina en vacas lactantes (Balendran et al., 2008; Pursley et al.,
1997). Al igual que en primiparas (47.6% vs. 34.4%) comparadas con multiparas
(Ambrose et al., 2014).; Lopez-Gatius et al., 2006). Evidencidndose una relacidn negativa
entre el incremento de niumero de lactancias con la tasa de concepcion (Garcia-Ispierto et
al., 2007; Lopez-Gatius et al., 2005b).

Por otro lado, Windig y colaboradores (2005) observaron que la alta produccion estuvo
relacionada con menores tasas de concepcion y una mayor cantidad de inseminaciones,
aunque también se encontrd evidencia de una reduccién en el nimero de células somaticas
y dias al primer servicio. Estudios realizados a gran escala han presentado resultados que
demuestran que el alto nivel de produccién al dia de la 1A no afecta la tasa de gestacion,
fertilidad (Garcia-Ispierto et al., 2007; Lopez-Gatius et al., 2005a; 2005b) o la tasa de parto
obtenida (Fahey, O’Sullivan, Crilly, Mee, 2002). También se ha mostrado que vacas con
alta fertilidad producen mayor cantidad de leche al dia 50 pos parto y que cada
disminucion en kg de produccion se ha asociado con un amento en el intervalo parto-

concepcion. Adicionalmente, vacas con mayor produccion lechera han mostrado una mejor
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tasa de concepcidn que las de baja en un protocolo con inseminacion a tiempo fijo (Peters
y Pursley, 2002). Estos hechos cuestionan por completo su efecto negativo sobre la
fertilidad, ya que se pudo relacionar el incremento de la frecuencia de ordefio con su
disminucion, pero no en si la alta produccion (Lopez-Gatius et al., 2006). En general, estos
hallazgos sugieren que las practicas de manejo que se aplican en hatos de alta intensidad
puede hacer que se llegue a un mejor estado de salud y fertilidad (Fetrow, Stewart, Eicker
y Rapnicki, 2007). Sin embargo, los niveles elevados de produccion también les otorgan
una mayor predisposicion a mostrar enfermedades y fallas reproductivas (Fahey et al.,

2002; Windig et al. 2005).

5. Digitalizacion de informacion

La mayoria de la informacidn presentada en publicaciones cientificas se representa
graficamente; dando a conocer sus datos por medio del uso de puntos dentro de un plano
cartesiano. La interpretacion visual de los valores expresados es relativamente facil; sin
embargo, cuando se necesita conocer un valor con precision, la transformacion manual de
los datos deja un error de gran magnitud (Aymard y Shirts, 2000). Los programas de
digitalizacion de datos han sido creados con el fin de minimizar este error producido
(Rohatgi, 2014); y utilizan el método de conversion de pixeles para extraer las coordenadas
de puntos desde un grafico impreso o una imagen. Estos programas digitalizan los datos a
partir de imagenes, convierten la posicion de un pixel en los valores originales del eje X y

el eje Y usando las siguientes relaciones (Aymard y Shirts, 2000):

Xmax—Xmin
1. X =Xpint(pX — pXmin)pX—

max—PXmin

Ymax—Ymin
2. Y =Ynint(®Y — pYmin) pY—

max—PYmin
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Donde X,,;n€ YiminSon las coordenadas de origen del grafico que se expresan en las
unidades del gréfico; X,,,..€s el valor maximo del eje X mostrado en el gréfico; Y, ,.€s el
valor del eje Y mostrado en el grafico; pX,nin, PXmax» PYmin € PYmax, COrresponden a las
coordenadas, en posiciones de pixeles leidas en la imagen de la pantalla; pX e pYson
coordenadas en pixeles de cada punto de interés, leidos desde la imagen en la pantalla;
finalmente, Xe Yson las coordenadas deseadas. El programa de extraccion de datos hace

estas relaciones automaticamente (Aymard y Shirts, 2000).

Error en la digitalizacion

El error de digitalizacion disminuye cuando se utilizan graficos con mejor
resolucion (Tummers, 2006). Por este motivo es recomendable utilizar graficos con una
resolucion de 300 pixeles por pulgada (ppp) por 6 pulgadas 6 1800 pixeles; en donde el
error maximo de digitalizacion para una imagen escaneada es de 1 pixel, que equivale a un
error de 0,05% (Aymard y Shirts, 2000). Es decir, si se utilizan gréaficos con definiciones
de 300ppp, el error es de 0,05% del valor obtenido; dando como resultado datos con un

alto grado de confianza casi idénticos a los originales (Shadish et al., 2009).

Identificacion Del Problema

En el Ecuador, la informacidon sobre el comportamiento productivo y reproductivo
es escasa. Sin embargo, dentro de las investigaciones realizadas, dos estudios que tuvieron
lugar en tres diferentes haciendas de la serrania ecuatoriana observaron que los patrones de
comportamiento de las concentraciones de progesterona durante el ciclo y al momento de
la inseminacion artificial fueron diferentes (Freile y Afiasco, 2011; Datos no publicados;
Gallmeier, 2013) generando confusion en cuanto al comportamiento hormonal y

reproductivo de las vacas lecheras la zona.
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Adicionalmente, los resultados de investigaciones realizadas sobre el efecto del
nivel de produccion en la tasa de concepcion son contradictorios; ya que existen datos que
afirman una relacion antagénica entre éstas, mientras que otros estudios sugieren que no se
evidencia dicho efecto negativo. De acuerdo a lo mencionado, surgen las siguientes
preguntas: ¢Es posible, que las concentraciones de progesterona al momento de la
inseminacidn artificial difieran entre los grupos de vaquillas primiparas y repetidoras?
¢Existe una diferencia significativa entre las concentraciones de P4 encontradas en este
estudio con las reportadas en referencias bibliograficas anteriores? ¢Existe una posibilidad
de que las concentraciones de progesterona al momento de la inseminacién artificial y el
nivel de produccion lactea influencien la tasa de concepcidn obtenida? ¢, Es posible, que las
concentraciones de progesterona al momento de la IA estan relacionadas con el nivel de

produccién lactea?

Hipotesis

H1: Las concentraciones de progesterona al momento de la IA difieren entre
vaquillas, vacas primiparas, multiparas y repetidoras.

H2: La tasa de concepcion no depende de los niveles de progesterona al momento
de la IA y de produccion lactea.

H3: Las concentraciones de progesterona al momento de la 1A no estan
relacionadas con el nivel de produccion lactea animal.

H4: Las concentraciones de progesterona al momento de la IA son diferentes a las

reportadas con anterioridad en la literatura.
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Objetivos

General
- Establecer la influencia de la progesterona en la tasa de concepcion y su relacion con la
produccion lactea en vacas de diferentes estados reproductivos de una hacienda del

Canton Mejia.

Especificos

1. Determinar si las concentraciones de progesterona al momento de la 1A difieren
significativamente entre los grupos de vaquillas, vacas primiparas, multiparas y
repetidoras.

2. Establecer si la tasa de concepcion obtenida depende estadisticamente del nivel
de concentraciones de progesterona al momento de la IA.

3. Determinar si las concentraciones de progesterona al momento de la 1A difieren
estadisticamente entre animales gestantes y vacias de los grupos de
investigacion.

4. Establecer si las concentraciones de progesterona al momento de la IA estan
correlacionadas con el nivel de produccion de lactea de vacas primiparas,
multiparas y repetidoras.

5. Establecer si la tasa de concepcion depende del nivel de produccion lactea de
vacas primiparas, multiparas y repetidoras.

6. Determinar si existe una diferencia significativa entre las concentraciones de
progesterona encontrados en esta investigacion y la informacién referencial

obtenida mediante un software de extraccion de datos digital.



57

METODOLOGIA Y DISENO DE LA INVESTIGACION

Animales

La presente investigacion se llevd a cabo a partir del 20 de agosto hasta el 29 de
octubre del 2013 en la hacienda “Sausalito SCC” ubicada en el canton Mejia, provincia de
Pichincha—Ecuador. Este se encuentra a una altitud de 2803.03 msnm con una temperatura
promedio de 12°C que alcanza un minimo y maximo de 3 y 21°C respectivamente (GPP,
2000). Para este estudio se incluyeron 88 animales de raza Holstein, aparentemente sanos
al chequeo ginecoldgico veterinario y con una condicién corporal entre 2,5y 3 en un rango
de 1 a 5 [Vacas emaciadas=1, Delgadas=2, Promedio=3, Gordas=4 y Obesas=5]
(Edmonson, Lean, Weaver, Farver y Webster, 1989; Otto, Ferguson, Fox y Sniffen, 1991).
Estos fueron organizados de acuerdo a su estado reproductivo, que ha sido definido en

cuanto al nimero de partos y servicios, en cuatro grupos que se describen en la Tabla 2.

Tabla 2
Descripcién de los grupos de investigacion.

aracteristicas nseminacion roduccion (Its. ias
C isti [ inacio Produccion (Its.) DEL(dias)
Vaquillas 350 kg y 19+2,4 meses 176 2%
(Grupo I, n= 22) (15_23)
Primiparas ) 1 g 2% 20,38+5,6 79+38
(Grupo I, n:22) Primer parto (11-30,8) (47_199)
Multiparas _ 176 2% 34,88+6,04 84+33
(Grupo 111, n=22) A partir de tercer parto (17.9- 47.8) (46- 193)
Repetidoras

~ 2 s 22,28+8,88 246+138
(Grupo IV, n=22)  Vacas de 1 a 7 partos. 3" 6 mas (7.8- 42.9) (92- 582)

Nota: DEL= dias en lactancia.

Manejo

Todos los animales tuvieron acceso permanente a fuentes de agua y se mantuvieron

al pastoreo con un suplemento dietético de soya, silo de maiz, pepa de algodén, maiz
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molido, minerales y melaza, el cual contiene un 17,5% de proteina cruda y 1,63 Mcal/Kg
de energia neta. Al ser éste un estudio intencionado descriptivo, comparativo y
exploratorio, las condiciones de manejo reproductivo no fueron modificadas
manteniéndose grupos intactos. De modo que los animales que presentaron un cuerpo luteo
a la palpacién rectal recibieron una dosis de PGF,, (2ml) intramuscular y fueron
inseminados conforme la regla a.m.-p.m. La deteccion de la conducta de estro se realizo
durante los ordefios y por medio del software Dairy Plan (Westfalia ®), en las vacas que

contaron con podémetro.

Toma de muestras

Las muestras sanguineas fueron tomadas al momento de la 1A de cada animal.
Estas fueron extraidas de la vena coccigea (Sartori et al., 2004) por medio del uso de
jeringas estériles de 10 ml con agujas nimero 21. Una vez colectadas, se colocaron en
tubos vacutainer y se las dejo reposar por 30 minutos, a temperatura ambiente, hasta la
formacion del codgulo. Seguidamente, fueron centrifugadas a 2500 rpm en una centrifuga
Champion E-33, durante 15 minutos. El suero obtenido fue extraido por medio de pipetas
manuales y almacenado en tubos eppendorf de 1,5ml a —20° centigrados, hasta la
recoleccion total de las muestras (Sartori et al., 2004; Savio, Boland y Roche, 1990)
conforme las especificaciones del test (Pouziti y Testu, 2009).

A partir del dia de la inseminacion se verifico la ausencia de conducta de estro
hasta los siguientes 45 dias momento en que se realizo el diagnostico de gestacion rutinario

por medio de palpacion rectal.

Analisis hormonal

La determinacion hormonal de progesterona se realizé por medio de un ensayo

inmunoenzimatico fluorométrico (ST AIA-PACK PROG, TOSOH Com, Ltd., Japan) de
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tipo competitivo en un analizador automatico, utilizado para la medicion cuantitativa de
progesterona en suero o plasma heparinizado. La sensibilidad del test de acuerdo a la
concentracion minima detectable fue de 0,05ng/ml con un coeficiente de variacion intra e

inter ensayo de 9,9 y 11,3% respectivamente (Pouziti y Testu, 2009).

Digitalizacion de referencias bibliograficas

Con el fin de comparar las concentraciones de P, obtenidas en esta investigacion
con la informacion reportada en estudios anteriores se utilizo el software DataThief 3.0
(Tummers, 2006) que permite la extraccion de datos numéricos a partir de la digitalizacion
de los valores representados graficamente. Para poder realizar el proceso es necesario
escanear el grafico de la publicacion, cargarlo al software y establecer las coordenadas
conocidas para obtener las del dato deseado. Al utilizar una imagen con una resolucion de
300ppp el error es de £0,05% del valor obtenido; es decir que si éste es 0,50ng/ml, el error
es de +0,00025ng/ml. Este software ha sido utilizado con éxito en investigaciones previas
incluyendo a meta-analisis (Angilletta, Huey y Frazier, 2010; Critchley, Yang y Lee, 2011;
Richardson, Gardali y Jenkins, 2009; Rowe, Repasky y Palmer, 1997; Shoo y Catterall,
2013).

Los valores que se digitalizaron para la comparacion en este estudio se expresaron
en ng/ml de progesterona localizados, aproximadamente, al mismo tiempo de la toma de
muestra realizada en esta investigacion (Periodo post lutedlisis; dia del estro, ovulacién o
inseminacién). En conjunto se utilizaron 30 datos digitalizados de 17 investigaciones que
fueron seleccionadas en base al estado reproductivo (vaquillas, primiparas, multiparas y
repetidoras), propdsito (vacas lecheras), raza (Holstein con inclusion de dos estudios de
Sueco rojo) y medicion de progesterona en plasma. En los estudios que se aplicaron

tratamientos hormonales s6lo se tomaron los datos de los grupos controles (sin tratamiento
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alguno) y no se incluyeron datos que hayan sido transformados o normalizados
(transformacion logaritmica o de potencia) (Apéndice 3). Las imagenes utilizadas en este
estudio, tuvieron una resolucion de 150ppp, lo cual permitio extraer datos con un error de
+0,1% del valor; es decir que si el valor obtenido es 0,50 ng/ml de P4, el error es de

+0,0005ng/mll.

Anadlisis Estadistico

El andlisis estadistico del presente estudio se realizé mediante SPSS Statistics
version 21(IBM, Boston). Los animales con concentraciones de progesterona superiores a
0,9 ng/ml, que han sido definidos en investigaciones anteriores como el punto de inicio del
periodo post luteolitico (Ginther et al., 2010), no se incluyeron en el analisis. Ya que estos
individuos se encuentran en un periodo diferente del ciclo que pueden modificar las
conclusiones de la investigacion.

Inicialmente, la normalidad de las variables fue evaluada por medio de la prueba de
Shapiro-Wilk (Apéndice 1). Como no se encontrd un comportamiento normal en todos los
grupos dentro de las concentraciones de progesterona se hizo uso de pruebas no
paramétricas. Por otro lado, si se demostré normalidad en los valores de produccion lactea
por lo que en este caso si se utilizaron pruebas paramétricas.

Los datos de progesterona obtenidos al dia de la inseminacién artificial fueron
representados en diagramas de caja y bigotes y comparados por medio de un Kruskal-
Wallis.

Las concentraciones de progesterona y el nivel de produccion lactea se organizaron
en intervalos bajo, medio y alto en base a la serie de datos obtenida (Apéndice 2). Estos se

relacionaron con la variable cualitativa gestacion (Si/No) mediante un chi cuadrado de
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independencia en una tabla 3x2 con dos grados de libertad. Con el fin de determinar si la
tasa de concepcion depende de los niveles de progesterona en el momento de la IA.

Los valores de P, y produccion lactea se relacionaron por medio de una correlacion
de Pearson que fue evaluada en base al coeficiente de correlacion multiple (r) y de
determinacion (r).

La tasa de concepcion general y tasa de concepcion a la primera y segunda
inseminacion se calcularon segun el grupo de estudio conforme las formulas 1 y 2. La tasa
de concepcidn segun el nivel de concentracion de progesterona y el nivel de produccion
lactea se obtuvieron conforme las formulas 3 y 4. Estos resultados se procesaron
independientemente por medio de chi cuadrado de homogeneidad (con correccion de yates
en los casos en donde la tabla de contingencia tenia valores menores a 5) y un grado de

libertad con el fin de determinar si existe una diferencia significativa entre las tasas

obtenidas.
Formulas:
1. TC = Gestant.es 100
Total Inseminadas
Gestantes (#IA)
= *
2. TC(#1A) Total Inseminadas (#IA) 100
Gestantes por nivel
3. TC = =L — %100
Total Inseminadas por nivel
4 TC = Gestantes por nivel (#IA) « 100

" Total Inseminadas por nivel (#1A)

Las concentraciones de P, de gestantes y vacias (general y vaquillas) asi como la
informacién de P, al momento de la IA obtenida en vaquillas y vacas lactantes de éste
estudio y la publicada de investigaciones anteriores fueron comparadas por medio de una

prueba U de Mann Whitney para determinar si estas son en promedio significativamente
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diferentes. Con el mismo fin, la informacion de produccién lactea de gestantes y vacias se
comparé por medio de una prueba z para muestras de dos medias. En todos los casos se

utilizé un 95% de confianza.
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RESULTADOS

Tasa de concepcion

Tasa de concepcion por grupo
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Figura 8. Tasa de concepcion total en los diferentes estados reproductivos.

Autor: Mayra Padilla
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Figura 9. Tasa de concepcién a la primera inseminacion.

Autor: Mayra Padilla
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Figura 10. Tasa de concepcion a la segunda inseminacion

Autor: Mayra Padilla

Tabla 3
Tasas de concepcion en vaquillas, primiparas, multiparas y repetidoras.

Global N Vag. N Prim. N Mult. N Rep. N
TC 52% (44)84 85% (17)20 57% (12)21 36% (8)22 33% (7)21
TC (11A) 55% (21)38 89% (8)9 56% (10)18 27% (3)11
TC (21A) 64% (16)25 81% (911 67% (2)3 45% (5)11
TC (31A) 57% (4)7
TP (>31A) 21% (3)14

Autor: Mayra Padilla

Tabla 4
Comparacion de tasa de concepcién general entre grupos de
estudio.
Ho Chi obt Chi crit. P

V=P 2,61 3,84 0,11

V=M 8,37 3,84 0,004

V=R 9,24 3,84 0,002

P=M 1,12 3,84 0,29

P=R 1,54 3,84 0,22

M=R 0,01 3,84 0,91

Nota: Chi cuadrado de homogeneidad de las tasas de
concepcién segun el grupo de estudio. Ho: hipétesis nula;
V=P, V=M, V=R, P=M, P=R, M=R: distribuciones
homogéneas sin diferencia estadistica; Chi obt.: valor de
Chi obtenido; Chi crit.: valor de Chi critico; P:
probabilidad.

Autor: Mayra Padilla
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Tabla 5
Comparacion de tasa de concepcion a la primera IA entre
grupos de estudio

Ho Chi obt Chi crit. P
V=P 1,69 3,84 0,19
V=M 5,31 3,84 0,02
P=M 0,94 3,84 0,33

Nota: Chi cuadrado de homogeneidad de las tasas de
concepcion a la primera 1A segun el grupo de estudio con
correccion de yates. Ho: hipétesis nula; V=P, V=M, P=M:
distribuciones homogéneas sin diferencia estadistica; Chi
obt.: valor de Chi obtenido; Chi crit.: valor de Chi critico;
P: probabilidad.

Autor: Mayra Padilla
Tabla 6

Comparacién de tasa de concepcidn a la segunda IA entre
grupos de estudio

Ho Chi obt Chi crit. P
V=P 0,05 3,84 0,82
V=M 1,77 3,84 0,18
P=M 0,00 3,84 1,00

Nota: Chi cuadrado de homogeneidad de las tasas de
concepcién a la segunda A segln el grupo de estudio con
correccion de yates. Ho: hipétesis nula; V=P, V=M, P=M:
distribuciones homogéneas sin diferencia estadistica; Chi
obt.: valor de Chi obtenido; Chi crit.: valor de Chi critico;
P: probabilidad.

Autor: Mayra Padilla
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Concentraciones de progesterona a la 1A entre los estados reproductivos

Existen cuatro animales con concentraciones de P4 superiores a 0,9 ng/ml al momento
de la IA en los grupos de vaquillas (n=2; 1.96 y 0.97 ng/ml), primiparas (n=1; 3,18 ng/ml)
y repetidoras (n=1 1.18 ng/ml). Estos individuos (n=4) no se incluyeron en el anélisis
estadistico, ya que se encuentran aun en periodo luteolitico, mientras que el resto de

animales (n=84) estan dentro del periodo post luteolitico (Ginther et al., 2010).

Tabla 7
Medias y medianas de progesterona de los estados reproductivos (ng/ml).

Vaquillas N Primiparas N Multiparas N Repetidoras N
Media grupal 0,50+0,17 20 0,25+0,12 21 0,28+0,14 22 0,30+0,17 21
Mediana grupal 0,55 20 0,23 21 0,26 22 0,25 21

Autor: Mayra Padilla

Tabla 8.

Comparacién de concentraciones de P, al momento de la IA en los cuatro
estados reproductivos

N Ho Chi-cuadrado Gl P

84 V=P=M=R 21,7 3 0,000

Nota: Kruskal--Wallis de las concentraciones de P, entre los 4
estados reproductivos. Ho: hipotesis nula; V=P=M=R: no hay diferencia
entre los estados reproductivos; GL: grados de libertad; P: probabilidad.

Autor: Mayra Padilla
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Concentraciones de P, a la 1A
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Figura 11. Diagrama de caja de las concentraciones de P, al momento de la IA en los diferentes grupos de
estudio (n=84). Vaquillas (n=20), Primiparas (n=21), Multiparas (n=22) y Repetidoras (n=21). Se muestran
los datos atipicos (o), media (x) y mediana (==). El grupo de vaquillas se comporta de forma diferente en
comparacion a los demas grupos [P<0,01].

Autor: Mayra Padilla



Concentraciones de progesterona de la investigacion versus literatura publicada

Tabla 9
Media de las concentraciones de P, en esta investigacion y las obtenidas
mediante digitalizacion de referencias (ng/ml).

. Vacas
General N Vaquillas N Lactantes N
Investigacion  0,33+0,18 84 0,50+0,17 20 0,28+0,14 64

Literatura  0,2240,11 30 0,20+0,12 10 0,23+0,11 20

Autor: Mayra Padilla

Tabla 10

Comparacién de las concentraciones de P, al momento de la IA
en esta investigacién y las obtenidas mediante digitalizacién de
referencias bibliograficas general, en vacas lactantes y

vaquillas.
Ho P Desicién
G=Gilit. 0,007 Rechazar Ho
VL=VLIit. 0,369 Retener Ho
V=Vlit. 0,000" Rechazar Ho

Nota: Prueba U de Mann Whitney de muestras
independientes para las concentraciones de P, generales, en vacas
lactantes y vaquillas de esta investigacion vs. referencias
bibliograficas. Ho: hipotesis nula; G=Git.; VL=VLIit.,, V=Vlit:
no hay diferencia entre las muestras; P: probabilidad.

Autor: Mayra Padilla
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Concentraciones de P4 vs. Literatura
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Figura 12. Diagrama de caja de la relacion ente las concentraciones de P, en la investigacion actual versus la
literatura reportada. General (n=84), General lit. (n=30), Vaquillas (n=20), Vaquillas lit. (n=10), Lactantes
(n=64), Lactantes lit. (n=20). Se muestran los datos atipicos (o), media (x) y mediana (== ).

Autor: Mayra Padilla

Concentraciones de progesterona al momento de la 1A'y tasa de concepcion

Tabla 11.
Evaluacién de dependencia de niveles de P4 y tasa de
concepcion.

Ho Chiobt  Chi crit. P
TCes indp. de P, 0,0578 5,99 0,9715
Tclesindp.deP,  0,7756 5,99 0,6786
Tc2esindp.de P,  2,4130 5,99 0,2992

Nota: Chi cuadrado de independencia entre los niveles
de P4 (alto, medio y bajo) y la tasa de concepcion general
(TC), a la primera (Tcl) y segunda (Tc2) inseminacion.
Ho: hipétesis nula; indep.: independiente; Chi obt.: valor
de Chi obtenido; Chi crit.: valor de Chi critico; P:
probabilidad.

Autor: Mayra Padilla



Tabla 12

Tasas de concepcidn general, a la primera y segunda IA segln el nivel de concentraciones de

progesterona.

Nivel de progesterona  General N (84) PrimeralA N (38) SegundalA N (25)

Bajo (0,05-0,27 ng/ml)  52.6%  20(38) 62.5% 10(16) 44.4% 4(9)
Medio (0,28-0,50 ng/ml) 53,6%  15(28) 46,2% 6(13) 72,7% 8(11)
Alto (0,51-0,72 ng/ml) ~ 50,0%  9(18)  55,6% 5(9)  80,0% 4(5)

Nota: gestantes /inseminados en el nivel de progesterona

Autor: Mayra Padilla

Tabla 13
Comparacion de tasa de concepcién general segun el nivel
de concentraciones de progesterona

Ho Chi obt Chi crit. P

B=M 0,01 3,84 0,9397
B=A 0,03 3,84 0,8540
M=A 0,06 3,84 0,8129

Nota: Chi cuadrado de homogeneidad de las tasas de
concepcién segun el nivel de P,. Ho: hip6tesis nula; B=M,
B=A y M=A: distribuciones homogéneas sin diferencia
estadistica; Chi obt.: valor de Chi obtenido; Chi crit.:
valor de Chi critico; P: probabilidad.

Autor: Mayra Padilla

Tabla 14
Comparacion de tasa de concepcidn a la primera IA segun el
nivel de concentraciones de progesterona

Ho Chi obt Chi crit. P

B=M 0,77 3,84 0,3787
B=A 0,12 3,84 0,7337
M=A 0,19 3,84 0,6646

Nota: Chi cuadrado de homogeneidad de las tasas de
concepcién segun el nivel de P,. Ho: hip6tesis nula; B=M,
B=A y M=A: distribuciones homogéneas sin diferencia
estadistica; Chi obt.: valor de Chi obtenido; Chi crit.:
valor de Chi critico; P: probabilidad.

Autor: Mayra Padilla
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Tabla 15
Comparacion de tasa de concepcion a la segunda IA segun el
nivel de concentraciones de progesterona

Ho Chi obt Chi crit. P

B=M 0,68 3,84 0,4090
B=A 0,53 3,84 0,4687
M=A 0,10 3,84 0,7555

Nota: Chi cuadrado de homogeneidad de las tasas de
concepcién a la segunda IA segln el nivel de P, con
correccion de yates. Ho: hipétesis nula; B=M, B=A y
M=A: distribuciones homogéneas sin diferencia
estadistica; Chi obt.: valor de Chi obtenido; Chi crit.:
valor de Chi critico; P: probabilidad

Autor: Mayra Padilla

Al encontrarse diferencia entre vaquillas y el resto de vacas lactantes también se evalué la
dependencia de los niveles alto, medio y bajo de P, y la tasa de concepcidn dentro de estos

grupos.

Tabla 16.
Evaluacién de dependencia de niveles de P4 y tasa de concepcion en
vaquillas y vacas lactantes.

Ho Chi obt  Chi crit. P
Vaquillas TCesindp.deP, 0,3030 5,9915 0,8594
Vacas Lactantes TCesindp.deP, 6,4213 59915 0,0403

Nota: Chi cuadrado de independencia entre los niveles de P, (alto,
medio y bajo) y la tasa de concepcion general (TC). Vacas Lactantes:
incluye a primiparas, multiparas y repetidoras. Ho: hipétesis nula;
indep.: independiente; Chi obt.: valor de Chi obtenido; Chi crit.: valor
de Chi critico; P: probabilidad.

Autor: Mayra Padilla

Tabla 17
Tasas de concepcién en vaquillas segin el nivel de concentraciones de
progesterona.

Nivel de progesterona  Vaquillas N  Vacas Lactantes N

Bajo (0,05-0,27 ng/ml)  100%  1(1) 51.4% 19(37)
Medio (0,28-0,50 ng/ml) ~ 87,5%  7(8) 40,0% 8(20)
Alto (051-0,72ng/ml)  88,8%  8(9) 00,0% 0(7)

Autor: Mayra Padilla.



Tabla 18
Comparacion de tasa de concepcién de vaquillas segin el
nivel de concentraciones de progesterona

Ho Chi obt Chi crit. P

B=M 1,72 3,84 0,1894
B=A 0,09 3,84 0,7628
M=A 0,87 3,84 0,3502

Nota: Chi cuadrado de homogeneidad de las tasas de
concepcién de vaquillas segin el nivel de P, con
correccion de yates. Ho: hipétesis nula; B=M, B=A y
M=A: distribuciones homogéneas sin diferencia
estadistica; Chi obt.: valor de Chi obtenido; Chi crit.:
valor de Chi critico; P: probabilidad

Autor: Mayra Padilla.
Tabla 19

Comparacion de tasa de concepcion de vacas lactantes
segun el nivel de concentraciones de progesterona

Ho Chi obt Chi crit. P
B=M 0,29 3,84 0,5884
B=A 4,41 3,84 0,0358
M=A 3,98 3,84 0,0461

Nota: Chi cuadrado de homogeneidad de las tasas de
concepcién de vacas lactantes segun el nivel de P, con
correccion de yates. Ho: hipdtesis nula; B=M, B=A 'y
M=A: distribuciones homogéneas sin diferencia
estadistica; Chi obt.: valor de Chi obtenido; Chi crit.:
valor de Chi critico; P: probabilidad

Autor: Mayra Padilla
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Progesterona en gestantes
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Figura 13. Diagrama de caja de las concentraciones de P, al momento de la IA en los animales gestantes
post-IA de los grupos de vaquillas (n=17/20), primiparas (n=12/21), multiparas (n=8/22) y repetidoras
(n=7/21). Datos atipicos (o), media (X) y mediana (m=).

Autor: Mayra Padilla

Progesterona en vacias
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Figura 14. Diagrama de caja de las concentraciones de P, al momento de la IA en los animales no gestantes
post-lA de los grupos de vaquillas (n=3/20), primiparas (n=9/21), multiparas (n=14/22) y repetidoras
(n=14/21). Datos atipicos (c), media (x) y mediana (m=).

Autor: Mayra Padilla



Concentraciones de progesterona en gestantes y vacias

Tabla 20
Media de las concentraciones de P, en gestantes y vacias (ng/ml).

74

General N  Vaquillas N Primiparas N Multiparas N Repetidoras N
Gestantes  0.34+0.18 44  0,49+0,18 17(20) 0,22+0,09 12(21) 0,26+0,10 8(22) 0,25+0,10 7(21)
Vacias 0.32+0.17 40 0,51+0,15  3(20) 0,30+0,14 9(21) 0,28+0,15 14(22) 0,33+0,19 14(21)

Autor: Mayra Padilla

Tabla 21
Comparacién de las concentraciones de P, al momento de la IA
en gestantes y vacias general y de vaquillas.

Ho P Desicion
Ge=Va 0,764 Retener Ho
GeV=VaVv 1,000t Retener Ho

Nota: Prueba U de Mann Whitney de muestras
independientes para las concentraciones de P, gestantes y vacias
torales y de vaquillas. Ho: hipétesis nula; Ge=Va, GeV=VaV: no
hay diferencia entre las muestras; P: probabilidad.

Autor: Mayra Padilla

Tabla 22
Comparacién de las concentraciones de P, al momento de la IA
en vacas lactantes gestantes y vacias

Ho Zcritico Tcal P
GeVL=VaVL 1,64 2,01 0,02

Nota: Prueba Z de las concentraciones de P, en vacas
lactantes gestantes y vacias. Ho: hip6tesis nula; GeVL=VaVL.:
no hay diferencia entre gestantes y vacias; Tcritico: valor de T
critico; Tcal.: valor de t tabulado; P: probabilidad.

Autor: Mayra Padilla
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Concentraciones de P, en gestantes y vacias
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Figura 15. Diagrama de caja de las concentraciones de P, al momento de la inseminacion artificial en
gestantes (n=44) y vacias (n=40). Sin diferencia significativa [P>0,05]. Datos atipicos (c), media (x) y
mediana (m=).

Autor: Mayra Padilla
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Figura 16. Diagrama de caja de las concentraciones de P4 al momento de la inseminacién artificial de
vaquillas gestantes (n=27) y vacias (n=37). No existe diferencia significativa [P>0,01]. Datos atipicos (o),
media (x) y mediana (m=).

Autor: Mayra Padilla
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P, de gestantes y vacias en vacas lactantes
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Figura 17. Diagrama de caja de las concentraciones de P, al momento de la inseminacion artificial de
primiparas, multiparas y repetidoras gestantes (n=27) y vacias (n=37). Diferencia significativa [P<0,05].
Datos atipicos (o), media (X) y mediana (m=).

Autor: Mayra Padilla

Progesterona al momento de la A y produccion lactea
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Figura 18. Gréfico de dispersion de la correlacion entre las concentraciones de progesterona al momento de
IA 'y la produccion lechera. La relacion es escasa o nula. [r=0,07; r?=0,005].

Autor: Mayra Padilla



Tasa de concepcion y produccion lactea

Tabla 23.
Evaluacién de dependencia de produccion lactea y tasa de
concepcion en vacas lactantes.

Ho Chiobt  Chi crit. P
TC es indp. de PL 1,96 5,99 0,38

Nota: Chi cuadrado de independencia entre los niveles
de produccion lactea (alto, medio y bajo) y la tasa de
concepcién en vacas lactantes. Ho: hipdtesis nula; indep.:
independiente; Chi obt.: valor de Chi obtenido; Chi crit.:
valor de Chi critico; P: probabilidad.

Autor: Mayra Padilla
Tabla 24

Tasas de concepcién en vacas lactantes segun el
nivel de produccion lactea.

Nivel de progesterona General N
Bajo (7,8-21,1 ng/ml) 45.8% 11(24)
Medio (21,2-34,5 ng/ml) 48,0% 12(25)
Alto (34,6-47,8 ng/ml) 26,7% 4(15)

Nota: (gestantes /inseminados en el nivel de
produccion lactea)

Autor: Mayra Padilla

Tabla 25
Comparacién de tasa de concepcion entre niveles de
produccién lactea

Ho Chi obt Chi crit. P
B=M 0,02 3,84 0,88
B=A 1,43 3,84 0,23
M=A 1,78 3,84 0,18

Nota: Chi cuadrado de homogeneidad de las tasas de
concepcion segin el nivel de produccion lactea con
correccion de yates. Ho: hipotesis nula; B=M, B=A, M=A:
distribuciones homogéneas sin diferencia estadistica; Chi
obt.: valor de Chi obtenido; Chi crit.: valor de Chi critico;
P: probabilidad.

Autor: Mayra Padilla
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Tabla 26
Comparacion de la produccion lactea de gestantes y vacias.

Ho Zcritico Zcal P
G=V 1,64 0,56 0,29

Nota: Prueba z de produccion lactea en gestantes y vacias.
Ho: hipotesis nula; G=V: no hay diferencia entre las muestras;
Zcritico: valor de z critico; Zcal.: valor de z tabulado; P:
probabilidad.

Autor: Mayra Padilla
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DISCUSION

Inclusion de animales

Las investigaciones anteriores realizadas en la fase folicular del ciclo estral han
definido el final del periodo luteolitico como el momento de descenso de los niveles de P4
a 1ng/ml; mientras que el inicio del post luteolitico se define a partir de concentraciones
menores o iguales a 0,9 ng/ml (Ginther et al., 2010). Con base a esta informacion, se
determiné que los cuatro individuos con concentraciones de progesterona superiores a 0,9
ng/ml en el momento de la IA (0.97, 1.96, 3.18 y 1.18 ng/ml) no se encuentran dentro del
mismo periodo que el resto de los animales en este estudio (n=84). Por esta razon no se
incluyeron en el analisis estadistico.

Por otro lado, investigaciones adicionales han mencionado que las vacas con
concentraciones de P, mayores a 1ng/ml, 48 horas luego de la administracion de PGF,,, se
han clasificado como animales con un cuerpo liteo con regresién incompleta y una
consecuente baja tasa de gestacion a la IA (Burke et al., 1996; Moreira et al., 2001). En
este estudio, ninguno de los animales con concentraciones superiores a 0,9 ng/ml fueron
positivos a la gestacion. Es probable que el comportamiento atipico de las concentraciones
de progesterona encontrado en estos individuos pueda estar relacionado a la ausencia o
retraso del pico de LH. Ya que éste se ve inhibido por la parcial o incompleta lutedlisis, la
presencia de estructuras luteinizadas en el ovario o los tratamientos con agentes
progestacionales (Lee et al., 1988; Sirois y Fortune, 1990; Silvia, Hatler, Nugent y Da

Fonseca, 2002).
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Concentraciones de progesterona a la IA entre estados reproductivos

Las concentraciones de progesterona al momento de la IA en este estudio variaron
desde 0,05 hasta 0,72 ng/ml (n=84) y al ser comparados entre los grupos de investigacion
se evidencid que las vaquillas (n=20) tienen un comportamiento en promedio superior
(P<0,01) al de primiparas (n=21), multiparas (n=22) y repetidoras (n=21) (Tabla 8; Figura
11). Estos resultados no concuerdan con los hallazgos de Balendran et al. (2008) que
mostré que las vaquillas y vacas de primero a cuarto parto tuvieron concentraciones debajo
de 0,2ng/ml al dia de la IA gue no difieren significativamente. De igual manera, las
investigaciones que han comparado la funcion ovérica de vaquillas y vacas lactantes no
han encontrado una diferencia significativa entre el promedio de P, al dia de la ovulacion
(0,29 y 0,42 ng/ml) (Sartori et al., 2004; Wolfenson et al., 2004). Sin embargo, han
determinado que las diferencias entre los perfiles de progesterona se dan a partir del dia 6
(Sartori et al., 2004) 6 del 3 al 16, siendo las vaquillas las que muestran una concentracién
de progesterona superior en relacion a las vacas lactantes, tanto en el ciclo previo como el
posterior a la ovulacién (Wolfenson et al., 2004).

Este comportamiento de los perfiles de progesterona encontrado en vaquillas ha sido
explicado por el estudio de Sangsritavong y colaboradores (2002) en donde se buscé
comprobar si el incremento del flujo sanguineo hepético (FH), producto del alto consumo
de materia seca en vacas lactantes, puede elevar el metabolismo de hormonas esteroideas
como progesterona y estradiol. Sus resultados determinaron que el continuo alto nivel de
nutricion en las vacas en lactancia, aparentemente, eleva el flujo sanguineo hepatico y el
metabolismo de hormonas esteroideas al doble del de las vacas no lactantes. Lo que
demuestra que aunque exista el mismo nivel de produccion hormonal, sus concentraciones
plasmaticas seran inferiores (Wiltbank et al., 2006). Este hecho podria explicar el

comportamiento diferente encontrado en el grupo de vaquillas de este estudio (n=20) con



81

niveles de progesterona en un rango significativamente superior (0,32 a 0,71ng/ml) (Figura
11) a las concentraciones de los demas grupos que han tenido al menos una lactancia

(n=64).

Tasa de concepcidn entre estados reproductivos

La tasa de concepcion obtenida en la presente investigacion muestra una diferencia
significativa entre vaquillas y vacas multiparas y repetidoras (P<0,05; Tabla 4); ademas
también evidencia diferencia en la tasa a la primera inseminacion, entre vaquillas y vacas
multiparas (P<0,05). Estos resultados concuerdan con investigaciones en donde se ha
observado que la tasa de concepcion disminuye conforme la paridad aumenta (nimero
lactancia) (Garcia-Ispierto et al., 2007; Lopez-Gatius et al., 2005b). Por ejemplo,
Balendran et al. (2008) encontraron que las vaquillas a la primera A muestran tasa de
67,9% la cual es significativamente mayor a las tasas de vacas de primero, segundo,
tercero y cuarto parto (42,9%, 20% y 11,9%, respectivamente). Del mismo modo, de
acuerdo a Pursley et al. (1997) las tasas presentadas en vaquillas han sido superiores a las
reportadas en vacas lactantes con un 74,4% y 38,9%, respectivamente. Entre las posibles
causas de esta disminucion en la fertilidad de vacas lactantes comparadas con las vaquillas
se ha mencionado a las diferencias en el desarrollo folicular, concentraciones hormonales y
el ambiente uterino. EI tamafio del foliculo preovulatorio ha sido relacionado con la
disminucion de las tasas de concepcion; observandose que las vacas lactantes muestran
foliculos dominantes mas grandes y con un periodo de dominancia mas largo en
comparacion a las vaquillas (Wolfenson et al., 2004). En animales de ésta investigacion se
ha comprobado que el grupo de vacas lactantes mostrd un tamafio maximo del foliculo
dominante mayor en comparacion a las vaquillas (Zapata, 2015); lo que sugiere que estas

vacas lactantes estan ovulando oocitos provenientes de foliculos persistentes que sufren
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una maduracion meidtica prematura que comprometen su capacidad de desarrollo después

de la fertilizacion (Mihm et al., 1999).

Concentraciones de progesteronay tasa de concepcion

En cuanto a la relacion entre los niveles de progesterona al momento de la
inseminacién con la tasa de concepcion, la prueba Chi cuadrado que incluye a los cuatro
estados reproductivos (n=84) determind que no existe una dependencia (P>0,1; Tabla 11)
entre los valores de P4 con el nimero de gestaciones totales y con las obtenidas a la
primera y segunda IA. Es decir, que la tasa de concepcion no depende de los niveles bajos
(0,05-0,27ng/ml), medios (0,28-0,50 ng/ml) o altos (0,51-0,72 ng/ml) de progesterona
encontrados en el total de animales en esta investigacion. Sin embargo, se decidio evaluar
la dependencia de las tasas de concepcién y niveles de P4 en vaquillas y en vacas lactantes
por separado. Al hacer esto, se evidencia que en el grupo de vaquillas (n=20) no existe una
dependencia del nimero de gestaciones obtenidas de acuerdo a las concentraciones de P, al
momento de la IA (P>0,1; Tabla 11) mientras que en el grupo de vacas lactantes si se
observo una dependencia estadistica entre el nimero de gestaciones logradas y las
concentraciones de progesterona (P<0,05; Tabla 11). Es decir que la tasa de concepcion
obtenida en las vacas lactantes disminuye conforme el nivel de progesterona incrementa.
Encontrandose una tasa de concepcion de 51,4% para el nivel de progesterona bajo (0,05-
0,27ng/ml); 40% para el medio (0,28-0,50 ng/ml) y 0% para el alto (0,51-0,72 ng/ml).
Bage (2003) estudio la relacion entre la tasa de concepcion y los niveles hormonales al
momento de la 1A en vaquillas; determinando que existe un mayor riesgo de repetir el estro
cuando se observan concentraciones de P4 superiores a los basales. Adicionalmente,
Balendran et al. (2008) han relacionado la paridad y niveles de P4 con la tasa de gestacion

y han encontrado que las vaquillas de primera inseminacion tienen una tasa de gestacién
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significativamente superior que el resto de grupos (primero, segundo, tercero y cuarto
parto); sin embargo, en su estudio las concentraciones de P4 no fueron estadisticamente
diferentes entre los grupos experimentales. Estos resultados confirman el comportamiento
diferente del grupo de vaquillas en relacion al de vacas lactantes en este estudio; en donde
las vaquillas muestran concentraciones dentro de un rango superior y mantienen una tasa
de gestacion elevada. Duchens et al. (1995) ha reportado que existe una reaccion individual
a los niveles suprabasales de progesterona. Existiendo vaquillas con valores similares pos
lutedlisis que tienen una dinamica folicular, patrones hormonales y fertilidad normal.
Mientras que otras tuvieron un crecimiento prolongado del foliculo ovulatorio, aumento de
la liberacion de estradiol, ausencia o prolongacion del estro y no fueron positivas luego de
la IA. Con base en lo mencionado, al ser este un estudio intencionado y exploratorio, es
necesario replicarlo en un mayor nimero de animales para poder confirmar
estadisticamente la ausencia la independencia entre la tasa de concepcidn obtenida y los

niveles de P, en las vaquillas.

Concentraciones de progesterona al momento de IA en gestantes y vacias.

El promedio de P, en las vacas gestantes y vacias general (4 grupos) no fue
estadisticamente diferente (P >0,1; Tabla 21) siendo sus valores muy similares (0.32+0.17
vs. 0.34+0.18 ng/ml). Como se puede observar en la Figura 15, existen animales con
concentraciones de entre 0,05 a 0,71 ng/ml que fueron positivas al diagnéstico de
gestacion; y otros con los mismos valores que fueron negativos. Sin embargo, se debe
recalcar que todos los animales que tienen este comportamiento se encuentran en el grupo
de vaquillas en el cual sus valores varian entre 0,32 a 0,71ng/ml. Al comparar las
concentraciones de P4 de vaquillas gestantes (n=17) y vacias (n=3) se evidencié que

tampoco difieren estadisticamente (P>0,1; Tabla 21).
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Por otro lado, al comparar los valores de progesterona de gestantes y vacias en vacas
lactantes, se encontrd una diferencia significativa (P<0,05; Tabla 22) entre estas con una
media de 0,24+0,09 y 0,31+0,16 ng/ml respectivamente (Figura 17). Este resultado,
aunque aparentemente mayor, es semejante a lo encontrado por Ambrose et al. (2014) que
observa que los animales que respondieron al protocolo de Ovsynch y fueron inseminados
a tiempo fijo mostraron niveles de progesterona de 0,19+ 0,02 y 0,24+ 0,02ng/ml en
gestantes y vacias respectivamente. Aunque no fueron significativamente diferentes, se
muestra una tendencia a ser mayores. Del mismo modo, Lopes et al. (2007) muestra una
relacién entre las concentraciones superiores de P4 y la disminucion de la probabilidad de
gestacion; demostrando una diferencia significativa entre animales gestantes y no gestantes
con un promedio de 0,19+0,01 vs. 0,24+0,02 ng/ml respectivamente.

En definitiva, el comportamiento del grupo vaquillas en relacion al de vacas lactantes
es diferente. En este estudio se muestran concentraciones de P4 en vaquillas en un rango
superior y aun asi mantienen una tasa de gestacién elevada. Como se menciond con
anterioridad, se ha reportado una respuesta individual a los niveles suprabasales de
progesterona; existiendo vaquillas con valores suprabasales en al momento de la IA que
tienen una dinamica folicular, patrones hormonales y fertilidad normal (Duchens et al.,
1995). El alcance de este estudio no permite establecer la causa por la que las vaquillas
con concentraciones de progesterona elevadas sobre el umbral basal puedan ser positivas a

la gestacion.

Concentraciones de progesterona de la investigacion versus literatura
Las concentraciones de progesterona de este estudio fueron en conjunto (n=84)
estadisticamente (P<0,01; Tabla 10) diferentes a las recopiladas de investigaciones

anteriores (n=30). Esta diferencia es evidente debido al comportamiento notoriamente
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superior (P<0,01) del grupo de vaquillas de esta investigacion (n=20) (0,50+0,17ng/ml) en
relacion a las concentraciones de P, reportadas en vaquillas en estudios anteriores (n=10)
(0,20£0,12 ng/ml). Ya que los niveles de P4 de vacas lactantes (primiparas, multiparas y
repetidoras; n=64) de este estudio no difirieron significativamente del promedio
encontrado en animales con caracteristicas semejantes (n=20) de investigaciones previas
(0,28+0,14 vs. 0,23+0,11 ng/ml; P>0,1) (Tabla 10; Figura 12).

El promedio de las concentraciones de progesterona en este estudio fueron de
0,5040,17ng/ml en el grupo de vaquillas. Ginther y col. (2013) aproximadamente al mismo
tiempo en el que se tomo la muestra (12 horas luego del inicio del estro) encontré valores
de P4 de 0,14 ng/ml. En el dia del estro, Lucy et al. (1994), Ronchi et al. (2001) y Bage et
al. (2002) reportaron 0.06, 0.25 y 0.27ng/ml respectivamente. Y Balendran et al. (2008) en
el dia de la IA mostr6 un valor de 0,03 ng/ml. Inclusive cuando niveles suprabasales han
sido inducidos experimentalmente, las concentraciones minimas alcanzadas post lutedlisis
(0,31+0,094 ng/ml) fueron menores a los encontrados en la investigacion actual (Duchens
et al., 1995). Curiosamente, este fue el grupo con mayor tasa de concepcion general, a la
primera y a la segunda inseminacion artificial (Tabla 3). A pesar de que se ha reportado un
mayor riesgo de repetir el estro cuando se presentan niveles de progesterona suprabasales
en vaquillas (Bage, 2002; Bage, 2003).

Por otro lado, las concentraciones de P, de los grupos de primiparas (n=21) y
multiparas (n=22) tuvieron una media de 0,25+0,12ng/ml y 0,28+0,14ng/ml
respectivamente. Estos resultados son similares a los publicados por Sartori et al. (2004)
(0,29 ng/ml) y Wolfenson et al. (2004) (0,42ng/ml) en el dia de la ovulacion y los de Lopes
et al. (2007) y Balendran et al. (2008) en el dia de la 1A (0,20+0,02 y 0,25+0,02 ng/ml vs.

0,08 y 0,19 ng/ml). Adicionalmente, en el grupo de vacas clasificadas como repetidoras
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(n=21) la media de progesterona fue de 0,30+0,17 ng/ml con 0,25+0,10 ng/ml en gestantes
y 0,33+0,19 ng/ml en vacias (Figura 12 y 13). Valores que también concuerdan con los
reportados por Robinson et al. (2006) en vacas fuera de lactancia con ciclos normales
(0,224+0,006 ng/ml) y los de Morales-Roura et al. (2001) y Pérez-Marin y Espafia (2007)
que encontraron concentraciones de 0,23+0,48 y 0,21+0,59 ng/ml y 0,440,2 y 0,3+0,2
ng/ml en vacas repetidoras gestantes y vacias respectivamente.

Por otro lado, investigaciones anteriores en vacas fuera de lactancia, han determinado
que los animales que desarrollaron quistes anovulatorios presentaron concentraciones
suprabasales (0,69+0,16 ng/ml) en relacion a las vacas normales y con quistes ovaricos
ovulatorios (0,220,006 y 0,35+0,04 ng/ml) (Robinson et al., 2006). Curiosamente, en esta
investigacion los niveles de P4 alcanzaron valores tan altos como los de las vacas quisticas
anovulatorias (0,69+0,16 ng/ml) reportadas anteriormente. Sin embargo, ninguna fue
diagnosticada con una patologia similar. De todos modos, aunque no se haya obtenido
diagndstico de anormalidades ovaricas a los 45 dias pos IA no se puede descartar que los
animales negativos a la gestacion no hayan desarrollado quistes ovulatorios durante el
periodo que fue evaluado. Sin embargo, los datos de las concentraciones en el dia del estro
de un ciclo anterior que fueron colectadas en un estudio complementario realizado en los
mismos animales (n=12) confirman la presencia de concentraciones elevadas de
progesterona con ausencia de un quiste o cuerpo lUteo en representantes de los grupos de
estudio de esta investigacion (Zapata, 2015). Por lo que se podria sugerir que los altos
valores de progesterona se han presentado sin patologia alguna al menos en estos animales

(Tabla 27).
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Tabla 27
Concentraciones de progesterona al dia del estro del ciclo anterior.
Dia del estro DiadelalA
ciclo anterior este estudio Gestacion
(ng/ml) (ng/ml)
0,83 0,70 Si
Vaquillas 0,38 0,63 Si
0,29 0,57 Si
0,24 0,12 No
Primiparas 0,29 0,33 Si
0,38 0,18 No
Multiparas 0,47 0,41 No
0,10 0,05 No
Repetidoras 1,11 0,55 N?
0,05 0,16 Si

Nota: Los valores de P4en el ciclo anterior se tomaron de Zapata, 2015.

Produccidn lactea y eficiencia reproductiva

En cuanto al nivel de produccion lactea en las vacas lactantes no se encontro una

correlacion (r=0,07) con las concentraciones de progesterona en el momento de la IA.

Tampoco se evidencié una dependencia de los niveles de produccion bajos (7,7-21,1),

medios (21,3-34,5) y altos (34,6-47,8) con la tasa de gestacion obtenida, aunque ésta fue

aparentemente menor en el grupo de altas productoras (45.8, 48 y 26.7%). Finalmente, no

existié una diferencia significativa (P> 0,05) entre el nivel de produccion de vacas

gestantes y vacias en donde se mostro un promedio similar de 25,22+8,78 y 26,55+10,04

Its respectivamente.

La informacion que relaciona los niveles de produccion con la fertilidad son

controversiales (Wiltbank et al., 2006). Sin embargo, existe evidencia substancial de que el

alto nivel productivo se asocia a cambios en la fisiologia reproductiva que podria producir

una disminucion en la eficiencia de la reproduccion (Wiltbank et al., 2006). Una muestra

de este hecho es que la duracion del estro se ha visto disminuido en vacas altas productoras

hasta menos de ocho horas (Lopez et al., 2004). Ademas de que existen estudios en donde

se ha encontrado un efecto sobre la tasa de gestacion tanto en vacas primiparas (Faust,
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McDaniel, Robison y Britt,1988) asi como en multiparas que se ha visto acompafiado de
un incremento en el numero de inseminaciones por concepcion (Windig et al., 2005).
Conjuntamente, otros estudios realizados a gran escala han demostrado que el alto nivel de
produccién al dia de la 1A no afecta la tasa de gestacion, fertilidad (Garcia-Ispierto et al.,
2007; Lopez-Gatius et al., 2005a; 2005b) o la tasa de parto obtenida (Fahey, O’Sullivan,
Crilly, Mee, 2002). Estos resultados concuerdan con lo observado en esta investigacion en
donde la tasa de concepcidn no dependio de los niveles de produccion lactea sin evidenciar
una diferencia significativa entre las proporciones de gestantes en bajas, medias y altas

productoras.

CONCLUSIONES

En conclusién, las concentraciones de progesterona al momento de la inseminacion
artificial en el grupo de vaquillas fueron significativamente superiores a las encontradas en
primiparas, multiparas y repetidoras dentro de este estudio. A pesar de que existen datos
atipicos dentro de las distribuciones, éstas no afectan los resultados obtenidos; ya que el
grupo de vaquillas tiene un muy claro rango superior de concentraciones de progesterona
en comparacion a los grupos restantes. Este comportamiento podria deberse a la diferencia
de metabolismo esteroideo asociado a las vacas en produccion; por lo que se acepta la
hipotesis de la investigacion.

Por otro lado, se comprobd que existe una dependencia de la tasa de concepcion en
el grupo de vacas lactantes en donde ésta tasa disminuye conforme las concentraciones de
P, aumentan al momento de la IA; mostrandose también concentraciones
significativamente inferiores en las vacas gestantes. Sin embargo, en el caso de vaquillas la
tasa de concepcion no depende de las concentraciones de P, al momento de la 1A, ya que

se encontraron animales con concentraciones muy bajas al igual que animales con
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concentraciones muy altas que son positivas a la gestacion; ademas, las concentraciones de
P4 no difieren entre vaquillas gestantes y vacias. Posiblemente las vaquillas de esta
localidad tengan un umbral basal superior al conocido que hace que las vaquillas se gesten
con concentraciones de P, donde las vacas lactantes no. Con base en lo mencionado, se
cumple la hipotesis de la investigacion para el grupo de vaquillas y no para los grupos de
vacas lactantes.

En el caso de la comparacion de las concentraciones de P4 de esta investigacion con
las digitalizadas de referencias bibliogréficas, no se encontrd una diferencia significativa
en los grupos de vacas lactantes; manteniéndose un promedio similar a las de las
concentraciones de progesterona publicadas. Sin embargo, el grupo de vaquillas fue
notoriamente superior al grupo de vaquillas de referencia de la literatura. Esto confirma el
comportamiento diferente de este grupo en la investigacion.

Finalmente, en este estudio el nivel de produccion lactea no estuvo relacionado con
las concentraciones de progesterona al momento de la IA; y tampoco mostr6 un afect6
sobre la tasa de concepcidn obtenida en vacas primiparas, multiparas y repetidoras. Por
este motivo, no se aceptan las hipétesis propuestas.

Es importante mencionar que la hacienda en donde se llevo a cabo la investigacion
es atipica en relacion al resto de explotaciones en la localidad; ya que el manejo de la
nutricion, genética, control de enfermedades y protocolos reproductivos estan basados en
las recomendaciones internaciones. Por este motivo, los resultados obtenidos en esta

investigacion no pueden ser extrapolados a otras explotaciones de la regién o del pais.
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RECOMENDACIONES

Se sugiere investigar en esta localidad temas como el metabolismo esteroideo y la
capacidad esteroidogénica que podrian explicar las concentraciones elevadas encontradas
en vaquillas. Adicionalmente, se requiere hacer un calculo de tamafio de la muestra
para confirmar los resultados obtenidos en esta investigacion; de manera que éstos
puedan ser extrapolados.

Por otro lado, se recomienda la implementacion de métodos de medicion
hormonal alternativos (RIA 6 electroquimioluminscencia) que permitan comparar y
comprobar la variaciéon encontrada en los estados reproductivos en cuanto al
comportamiento concentraciones de progesterona. Ademas de incorporar un
monitoreo de LH y E; conjuntamente con el seguimiento ultrasonografico de
estructuras ovaricas como cuerpo luteo y foliculos que permiten tener una completa
interpretacion del periodo de investigacion.

Un 4rea interesante de estudio es el ambito de la produccidén lactea y su efecto en
la fertilidad en relacion a la variacién de practicas de manejo. En el Ecuador no se
cuenta con informacidn actual exacta sobre la magnitud de la produccion lechera, por
lo que una investigacion sobre su comportamiento en cuanto al manejo podria

aportar informacidn valiosa para su desarrollo.
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APENDICE 1. Prueba de normalidad de progesterona y produccion lactea.

APENDICES

PROGESTERONA

Estadistica descriptiva
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Estadisticos Unidades Vaquillas  Primiparas Multiparas Repetidoras
Media (ng/ml) 0,4955 0,2543 0,2768 0,3010
Intervalo de confianza para la media
95%Limi te superior (ng/ml) 0,4156 0,990  0,2165 0,2239
P (ng/ml) 0,5754 0,3096 0,3371 0,3780
Limite inferior
Mediana (ng/ml) 0,5500 0,2300 0,2550 0,2500
Varianza o’ 0,29 0,15 0,018 0,29
Desviacion Tipica (o) (ng/ml) 0,1780 0,12156 0,13601 0,16926
Minimo (ng/ml) 0,05 0,05 0,05 0,05
Maximo (ng/ml) 0,71 0,59 0,54 0,72
Rango (ng/ml) 0,66 0,54 0,49 0,67
Amplitud intercuartil (ng/ml) 0,29 0,16 0,21 0,23
Asimetria -0,856 0,913 0,196 1,018
Curtosis 0,696 1,577 -0,547 0,475
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Evaluacion de normalidad de concentraciones de progesterona

HO: Los datos cumplen con la distribucién normal
H1: Los datos no cumplen con una distribucién normal
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Estadistico GI.  Sig.
Vaquillas 0,918 20 0,090 Normal
Primiparas 0,943 21 0,255  Normal
Multiparas 0,973 22 0,789  Normal
Repetidoras 0,905 21 0,043 Nonormal
Gestantes 0,937 44 0,018 Nonormal
Vacias 0,962 40 0,190 Normal
Gestantes Lactantes 0,970 27 0601  Normal
Vacias Lactantes 0,962 37 0,228 Normal
P, investigacién 0,115 84 0,008 No normal
P, literatura 0,960 30 0,305 Normal
P, lactantes investigacién 0,139 64 0,004 Nonormal
P, Lactantes literatura 0,952 20 0,405  Normal
P, Vaquillas literatura 0,951 10 0,684 Normal
PRODUCCION LACTEA
Estadistica descriptiva
Estadisticos Unidades Primiparas Multiparas Repetidoras
Media Lts. 20,386 34,882 22,286
Intervalo de confianza para la media 95%
Limite superior Lts. 17,832 32,201 18,242
Limite inferior Lts. 22,940 37,882 26,329
Media recortada al 5% Lts. 20,338 35,086 21,961
Mediana Lts. 20,100 35,200 20,400
Varianza o 31,484 36,555 78,898
Desviacion Tipica (o) Lts. 5,6111 6,0461 8,8825
Minimo Lts. 11,0 17,9 7,8
Maximo Lts. 30,8 47,8 42,9
Rango Lts. 19,8 29,9 35,1
Amplitud intercuartil Lts. 8,8 5,6 9,9
Asimetria -0,113 -0,574 0,645
Curtosis -0,805 2,374 0,481
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Prueba de Shapiro-Wilk de produccion lactea

HO: Los datos cumplen con la distribucién normal
H1: Los datos no cumplen con una distribucién normal

Estadistico Gl. Sig.
Primiparas 0,968 21 0,684
Multiparas 0,951 22 0,328

Repetidoras 0,938 21 0,201
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APENDICE 2. Célculo de intervalos de progesterona y produccion lactea.

Pardmetros para célculo de intervalos

Progesterona Produccién Léactea

(ng/ml) (Its.)

Maximo 0,72 47,8
Minimo 0,05 7,8
Rango 0,67 40
Nudmero de intervalos 3 3
Amplitud 0,22 13,3
Limite inferior inicial 0,05 7,8
Diferencia 0,01 0,1

Intervalos Obtenidos

Progesterona Produccion lactea
(ng/ml) (Its.)
Bajo 0,05-0,27 7,8-21,1
Medio 0,28-0,50 21,2-34,5

Alto 0,51-0,72 34,6-47,8




APENDICE 3. Concentraciones de progesterona recopiladas y digitalizadas
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Momento de toma

Referencia Individuos y concentracionesen ng/ml N Figura/Tabla Pag.
de muestra
Lucy et al. 1994 Ed. Vaquillas 0,06 ng/ml 7 Fig.1 1138
Ronchi et al. 2001 Ed. Vaquillas 0,25ng/ml 5 Fig.5 236
Savio et al. 1990 1d posE Multiparas 0,14ng/ml 5 Fig.2a 584
Ginther et al. 2013 18-15h antes de OV Vaquillas 0,14 ng/ml 13 Fig.4 922
Vaquillas 0,03ng/ml 9
Balendran et al. Primiparas 0,07 ng/ml 7 .
2008 IAd Biparas 0,08 ng/ml 7 Fig.2 421
Tercero y cuarto parto 0,19 ng/ml 7
Vacas lactantes en 0,20+0,02 y 68
Lopes et al. 2007 1Ad. temporada fria y 0,25+0,02 63 Texto 38
caliente ng/ml
Wolfenson et al. Vaquillas y .
2004 ovd. Multiparas 0,42 ng/ml 39 Fig.3 1048
Sartori et al. 2004 ovd. Vaquillasy 0,291 ng/ml 41 Fig.7 915
Multiparas
Morales-Roura et Rep. vacias 0,23+0,48ng/ml 6
al. 2001 IAd. Rep. gestantes 0,21+059ng/ml 4 Tabla4 1835
+
Pérez-Marin y Rep. gest,antes _ 0,4+0,2ng/ml 9
Espafia 2007 IAd. Rep. vacias con signos Tablal 451
P de estro: 0,3+0,2ng/ml 6
Cummins et al. . :
2012 ovd Multiparas 0,34ng/ml 19 Fig.3 3703
. Vaquillas normales 0,27ng/ml 7 .
B I. 2002 Ed. . . Fig.1 2262
age etal. 200 d Vaquillas repetidoras 0,15ng/ml 6 9 6
Mult. lactantes 10 .
Endo et al. 2012a ovd. Mult. no Lactantes 0,33ng/ml 10 Fig.1 114
Mult. Lactantes 0,30 ng/ml 5 .
Endo et al. 2012b ovd. Mult. no Lactantes 0.36 ng/mi 5 Fig.1 687
Duchens et al. 1995 ovd. Vaquillas 0,11ng/ml 7 Fig.2 177
Primiparas 0,11ng/ml 6
Tanaka et al. 2008 ovd. Biparas 0,09ng/ml 4 Fig.2 138
Multiparas 0,11ng/ml 6
Schams et al. 1977 ovd. Multiparas y 0,27 ng/ml 12 Fig.1 182
Vaquillas

Nota: Ed: dia del estro; OV: ovulacion; IAd: dia de la I1A; OVd: dia de la ovulacion; Vag.: vaquillas; Mult.:
multiparas; Rep.: repetidoras.



