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RESUMEN

La siguiente investigacion tiene como objetivo principal evaluar el efecto de dos
Dispositivos Intravaginales Bovinos (de 1.2g y 0.6g de P4) en la sincronizacién de onda folicular
para la posterior recoleccion de ovocitos por medio de OPU y comparar los resultados obtenidos
tanto en numero de foliculos de 2 a 4mm, nimero de foliculos de 4 a 8mm, nimero de COCs
recuperados y calidad de COCs recuperados en ganado bovino; para la cual se emplearon 7
vacas secas mayores de 6 afios de la raza Brown Swiss, las cuales son alimentadas unicamente
al pastoreo. Para el proceso las vacas fueron sometidas a dos tratamientos; el T1: DIB de 1.2g de
P4 y el T2: DIB de 0.6g de P4, logrando obtener 20 repeticiones por tratamiento. Para los
tratamientos las vacas fueron sometidas a una sincronizacion de onda folicular: El dia “0” se
insertd el DIB Dispocel Plus® Von Franken de 1.2g de P4 para el T1 y el DIB Dispocel® Von
Franken de 0.6g de P4 para el T2, ademas se les aplico 1.2mg de Benzoato de estradiol
(Estrovet®, Montana) y 0.524mg de Cloprostenol sddico (Lutaprost®, AgrovetMarket); Al dia
“5” se realiz6 la coleccion por medio de OPU con el ecografo EsaoteVet® de MyLabOneVet
con un transductor micro convexo a 7.5MHz por via transvaginal con la guia de aspiracion
folicular WTA® Brasil, aspirando a 90mmHg. Los resultados obtenidos en la investigacion,
demuestran que el promedio de foliculos recolectados y de ovocitos recuperados por animal en
los dos tratamientos con diferentes dosis de progesterona (T1=1,2; T2=0,6), presentan valores
de 8,8543.33 y 11,75£2.67 (foliculos recolectados) y de 3,554+2.33 (40.1%) y 4,75+2.34 (40.4%)
(COCs recuperados) respectivamente. Los valores obtenidos y sometidos a una prueba
estadistica muestran diferencias estadisticamente significativas (p<0.05) entre los dos
tratamientos, lo que indica que el uso de la progesterona de dosis 0,6g, influye
significativamente en la obtencion de foliculos de 2 a 4mm (7.6£2.76) y en la calidad de COCs
Viables recuperados (3.6+2.30).

Palabra Clave: Vacas, OPU, DIB, Aspiracion folicular, Ovocito.



ABSTRACT

The following research has as main objective to evaluate the effect of two Bovine
Intravaginal Devices (of 1.2g and 0. 6g of P4) in the synchronization of follicular wave for the
subsequent collection of oocytes by means of OPU and compare the results obtained in number
of follicles from 2 to 4mm, number of follicles from 4 to 8mm, number of COCs recovered and
quality of recovered COCs in cattle; for which 7 dry cows older than 6 years of Brown Swiss
breed, which are fed only by grazing, were used. For the process, the cows were subjected to
two treatments; T1: DIB of 1.2g of P4 and T2: DIB of 0.6g of P4, obtaining 20 replicates per
treatment. For the treatments, the cows were subjected to follicular wave synchronization: On
day "0" the DIB Dispocel Plus® Von Franken of 1.2g of P4 was inserted for T1 and the DIB
Dispocel® Von Franken of 0.6g of P4 for T2, in addition to 1.2mg of Benzoate of estradiol
(Estrovet®, Montana) and 0.524mg of Cloprostenol (Cloprostenol®, Montana) were applied.
524mg of Cloprostenol sodium (Lutaprost®, AgrovetMarket). On day 5, the collection was
performed by means of OPU with the EsaoteVet® ultrasound scanner of MyLabOneVet with a
micro convex transducer at 7.5MHz through transvaginal route with the follicular aspiration
guide WTA® Brazil, aspirating at 90mmHg. The results obtained in the research show that the
average number of follicles collected and oocytes recovered per animal in the two treatments
with different doses of progesterone (TI=1.2; T2=0.6), presented values of 8.85+3.33 and
11.75£2.67 (follicles collected) and 3.55+2.33 (40.1%) and 4.75+2.34 (40.4%) (COCs recovered)
respectively. The values obtained and subjected to a statistical test show statistically significant
differences (p<0.05) between the two treatments, indicating that the use of 0.6g dose
progesterone, significantly influences in obtaining follicles from 2 to 4mm (7.6+2.76) and in the

quality of Viable COCs recovered (3.6£2.30).

Keyword: Cows, OPU, DIB, Follicular aspiration, Oocyte.



INTRODUCCION

En el Peru las biotecnologias reproductivas en animales domésticos vienen implementandose y
diversificandose cada vez con mayor fuerza, esto con el fin de obtener un mejor resultado en
cuanto a cantidad y calidad de crias; Actualmente se sabe que el bovino, al nacimiento presenta
mas de 133 000 foliculos primordiales en el ovario y en condiciones naturales, menos del 0.1%

de estos foliculos llegan a ovular.

Es por ello que teniendo la oportunidad de aprovechar de forma eficiente esta fuente de foliculos
con diferentes programas de produccién de embriones tanto in vivo como in vitro se decide
actuar tanto en el desarrollo de la onda folicular, las fases de reclutamiento, crecimiento y

regresion de los foliculos, donde se ve directamente la calidad de los ovocitos.

En ese sentido la investigacion “SINCRONIZACION DE ONDA FOLICULAR CON
PROGESTERONAS PARA LA RECOLECCION DE OVOCITOS GUIADA POR
ULTRASONOGRAFIA EN VACAS BROWN SWISS, HUANCAYO-2021” tuvo como
objetivo primordial el andlisis de variables relacionadas a la recuperacion de ovocitos mediante
la técnica de Ovum Pick Up (OPU por sus siglas en inglés), aplicandose dos protocolos de
sincronizacion de onda folicular con diferentes presentaciones de progesterona las cuales son
nuestras variables independientes, teniendo como variable dependiente el numero de foliculos,

la cantidad de ovocitos y su calidad.

La metodologia que se utilizara respeta el método cientifico ademas utilizarda como métodos
especificos la deduccion, la induccion, el analisis y la sintesis para poder fundamentar los

resultados obtenidos.
El presente estudio presenta los siguientes capitulos:

En el Capitulo I, se realiza el planteamiento del problema de investigacion, ademas se hace una
descripcion del problema a nivel global y local. Se formulan los problemas tanto general como
especificos, la justificacion y las limitaciones de la investigacion. Se precisan los objetivos y las

variables que dan sustento al trabajo de investigacion.
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En el Capitulo II, se contrastan nuestras variables con diferentes estudios y autores formando
asi el Marco teodrico, de igual manera se menciona las diferentes técnicas a emplear para el

correcto desarrollo de la investigacion.
En el capitulo III, se plantea la hipotesis del presente trabajo.

En el capitulo IV, hace referencia a la Metodologia empleada, donde se explica el tipo y disefio
de investigacion. Ademas, se define la poblacion y muestra del estudio, la Operacionalizacion
de las variables, el instrumento y los procedimientos a seguir para el manejo de las muestras, y

el analisis de los datos utilizando las técnicas estadisticas que corresponden.

Finalmente, en el Capitulo V, se presentaran los resultados, la discusion, una discusion con otros

autores y recomendaciones.

Con la seguridad de poder aportar a la sociedad ganadera, en especial en el campo de la
biotecnologia reproductiva, pongo en consideracion el presente trabajo para formar lideres en el
desarrollo de trabajos de campo de caracter cientifico y fomentar el desarrollo de nuestra

ganaderia regional y nacional.

El autor.

1
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CAPITULO L.
PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Las biotecnologias reproductivas (B.R.) han sufrido grandes avances en genética
molecular, como en la reproduccion. Tanto la Inseminacion Artificial, los trasplantes de
embriones y otras técnicas, ya han sido aplicadas en el campo ganadero y han tenido un
impacto favorable en el mejoramiento genético de nuestro y otros paises. Todas estas
técnicas aceleran de forma significativa el mejoramiento de los animales, reduciendo la
transmision de enfermedades y problemas de escasa base genética de calidad que posee
el ganadero, ayudéndolo a obtener un mejor nimero de animales que puedan superar a
sus progenitores.

Si bien es cierto estos avances en la biotecnologia animal se deben en gran parte
al avance de la tecnologia, que desde los 80s impulsoé el uso de la ultrasonografia para
el diagndstico, trayendo consigo multiples ventajas con un impacto econdmico positivo
para la ganaderia en el tema reproductivo y productivo. (1)

Ahora, el desarrollo de nuevas técnicas de produccion de embriones in vitro,
parten de la obtencion de los ovocitos que son aspirados desde los foliculos con la guia
del ecosondgrafo por medio de ondas de ultrasonido que van desde 1 — 10 MHz,
permitiendo obtener imagenes que nos orienten durante el proceso. (2)

Teniendo el apoyo de estas técnicas y estas herramientas la coleccion de ovocitos
viene a ser fundamental para los procedimientos de fertilizacion in vitro. La técnica
usada para poder realizar este proceso se denomina Aspiracion Transvaginal Ecoguiada
por Ultrasonido (OPU), esta técnica puede utilizarse en los diferentes estados del ciclo
estral del ganado bovino y puede llegar a ser usada en periodos cortos de 1 a 2 veces por
semana durante 3 a 6 meses, con ventajas como el poder ser aplicada en campo, con
minimos riesgos, pero cuenta con desventajas como el elevado costo de los materiales y
quipos, ademas de lo complejo de su ejecucion ya que debe ser realizado por personal
altamente calificado. (3)

Este es el punto de partida para este trabajo de investigacién ya que en nuestra
region Junin al no ser una técnica muy explotada se tiene un limitado conocimiento en

cuanto a la sincronizacion de onda folicular de los animales para la correcta coleccion

12



1.2.
1.2.1.

1.2.2.

1.2.3.

1.3.
1.3.1.

1.3.2.
1.3.2.1.

de sus ovocitos, bajo este contexto es muy importante conocer el mejor protocolo de
sincronizacion de onda folicular, haciendo uso de diferentes presentaciones de hormona
de Progesterona (p4), en dispositivos de 1.2g y 0,6g, ademas del uso de hormonas como

la GnRH, el Cipionato de Estradiol y el Benzoato de Estradiol.

DELIMITACION DEL PROBLEMA
DELIMITACION ESPACIAL

Este trabajo de investigacion fue realizado en el establo lechero que pertenece a
la Facultad de Zootecnia, de la Universidad Nacional del Centro del Pert, ubicado en la
margen izquierda del Valle del Mantaro, en el distrito de EI Mantaro, provincia de Jauja.
A una altura de 3320 msnm y una temperatura promedio de 15°C la mayor parte del afo.
DELIMITACION TEMPORAL

El presente trabajo se ejecutd durante los meses de setiembre del 2020 a enero
del 2021, con una duracion total del experimento de 5 meses.
DELIMITACION DEL UNIVERSO

Se trabajo con 7 vacas Brown Swiss en seca, utilizando 2 Dispositivos intra
vaginales de progesterona con concentraciones diferentes, en diferentes colecciones,
para evaluar al efecto que tiene cada dispositivo frente a la sincronizacion de onda

folicular y su posterior recoleccion por aspiracion folicular in vivo.

FORMULACION DEL PROBLEMA

PROBLEMA GENERAL

(Qué efecto tendra la sincronizacion de onda folicular con dos fuentes de progesterona

para la recoleccion de ovocitos guiada por ultrasonografia en vacas Brown Swiss,

Huancayo 20217

PROBLEMAS ESPECIFICOS
(Cual sera el efecto de la progesterona en dispositivo intravaginal (DIB) de 1,2g
sobre la sincronizacion de onda folicular para la obtencién de numero de foliculos
de 2 a 4mm, nlimero de foliculos de 4 a 8mm, niimero de COCs recuperados y la
calidad de COCs recuperados mediante OPU en vacas Brown Swiss, Huancayo —

20217

13



1.3.2.2.

14.
14.1.

14.2.

(Cual sera el efecto de la progesterona en dispositivo intravaginal (DIB) de 0,6g
sobre la sincronizacion de onda folicular para la obtencion de numero de foliculos
de 2 a 4mm, namero de foliculos de 4 a 8mm, numero de COCs recuperados y la
calidad de COCs recuperados mediante OPU en vacas Brown Swiss, Huancayo —
20217

JUSTIFICACION

JUSTIFICACION SOCIAL

La explotacion ganadera en el centro del pais no es tratada con la importancia
que merece, esto en gran medida se debe al bajo impacto econdmico que muestra en
comparacion con otras regiones del pais y del mundo. Por ello la presente investigacion
tuvo como objetivo el aplicar biotecnologias de gran impacto para la ganaderia local,
demostrando que se puede mejorar a gran medida la calidad genética de los hatos, en
tiempos mas cortos de lo establecido, y con una capital ganadera local, haciendo de esta
una oportunidad para toda la sociedad ganadera existente en nuestro Valle del Mantaro.
JUSTIFICACION TEORICA

El sistema de produccion que se usa en la mayoria de establos de El Valle del
Mantaro, evidencia una desactualizacion e ineficiencia en el manejo reproductivo, Esta
ineficiencia y algunos otros factores derivan en un rendimiento productivo y
reproductivo carente. Los principales factores son la falta de diversificacion de
biotecnologias reproductivas por parte de Centros de Investigacion y Universidades
existentes en la zona. Es por ello que los estudios acerca de sincronizacién de onda
folicular que nos permitan obtener mejor cantidad y calidad de ovocitos son de alguna
manera poco existentes en la region. El presente trabajo de investigacion tiene como
objetivo aplicar el conocimiento sobre estas técnicas, bajo parametros predispuestos en
un establo del Valle del Mantaro, de esta manera los hallazgos del estudio generen
resultados que puedan ser usados como base tedrica sobre el comportamiento de las
variables de causa y sus efectos en la zona. Asi permitir en gran medida realizar un

manejo reproductivo que incremente el progreso genético en el menor tiempo deseado.

14



1.4.3.

1.5.
1.5.1.

1.5.2.
1.5.2.1.

1.5.2.2.

JUSTIFICACION METODOLOGICA

Este trabajo de investigacion hace uso de técnicas innovadoras en la regién, como
es la de aspiracion de foliculos guiada por ultrasonido (Ovum Pick Up, OPU por sus
siglas en inglés) dichas técnicas requieren tanto de personal altamente preparado,
materiales especificos y conocimiento especializado, por ello el presente trabajo
permitira evaluar el uso de esta técnica en condiciones de nuestra region, como también

lo que se necesite para poder adaptarla a las diversas condiciones de nuestra region.

OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto que tiene la sincronizacion de onda folicular con dos fuentes de

progesterona para la recoleccion de ovocitos guiada por ultrasonografia en vacas Brown

Swiss, Huancayo 2021.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
Determinar el efecto de la aplicacion de progesterona en dispositivo Intravaginal
(DIB) de 1,2¢g sobre la sincronizacion de onda folicular para la obtencién de nimero
de foliculos de 2 a 4mm, nimero de foliculos de 4 a 8mm, nimero de COCs
recuperados y la calidad de COCs recuperados mediante OPU en vacas Brown
Swiss, Huancayo — 2021
Determinar el efecto de la aplicacion de progesterona en dispositivo intravaginal
(DIB) de 0,6g sobre la sincronizacion de onda folicular para la obtenciéon de nimero
de foliculos de 2 a 4mm, numero de foliculos de 4 a 8mm, nimero de COCs
recuperados y la calidad de COCs recuperados mediante OPU en vacas Brown

Swiss, Huancayo — 2021

15



CAPITULO 1L
MARCO TEORICO

2.1. ANTECEDENTES DE ESTUDIO
2.11. A NIVEL INTERNACIONAL:

Segun Rusifiol A, En su estudio titulado: EFECTO DE LA ADICION DE UNA
PROGESTERONA INYECTABLE (MAD-4) EN UN PROTOCOLO DE
SINCRONIZACION DE CELOS EN VAQUILLONAS HOLANDO, con una poblacion de
101 vaquillonas Holstein, de 22 meses, dividido en 2 grupos, uno de ellos recibi6 al dia “0”’: 2mg
de Benzoato de Estradiol, al dia “7”: 0,15mg de Prostaglandina F2a y al dia “9”: 8ug de GnRH;
posteriormente se realizd IATF, y 16 horas después al primer grupo (n=51) se le administr6 por
la via SC, 100mg de Progesterona. Mientras que el otro grupo (n=50), grupo control, no recibid
Progesterona, teniendo los siguientes resultados: G. Control tuvo 20% de prefiez y el G.
Experimental un 26%, no se encontraron diferencias significativas (p>0.05) Por lo tanto se
concluye que los 100mg de P4 no evita los celos prematuros, ni tampoco mejora el porcentaje

de prefiez (4).

También, Soria M, Soria C, Argudo D, Serpa G, Méndez S, Torres C, et al. En su trabajo
titulado: SUPEROVULACION CON SINCRONIZACION DE LA ONDA FOLICULAR
Y CON CELO NATURAL EN VACAS HOLSTERIN. Compara los efectos de diferentes
protocolos para la superovulacion. Su grupo de estudio fue aleatorio uno con Sincronizacion de
onda folicular (n=10) y otro con Celo natural (n=10), el primero grupo fue sincronizado al dia
“0” con un Dispositivo Intravaginal que contenia progesterona, ademas del uso de benzoato de
estradiol; también se le administro FSH durante 4 dias en dosis decrecientes. Al sexto dia el
implante de retir6 y se administrd Prostaglandinas F2a. Al octavo dia se insemind en dos
oportunidades, a las 6 de la manana y las 6 de la tarde. Al segundo grupo se le administr6 FSH
cada 12 horas por 4 dias y de igual forma en dosis decrecientes a partir del décimo dia. Ya en el
dia 12 se le aplico PGf2a y posterior a ello se insemino6 en el dia nimero 14 en dos oportunidades,
6 de la manana y 6 de la tarde. Como resultado se obtuvo que ambos grupos permitieron la
recuperacion de embriones con técnicas no quirtrgicas, posterior a los 7 dias de la primera L. A.

Los embriones transferibles son los siguientes: Para el grupo de Sincronizacion de onda
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folicular: 5.7+0.76 y para el grupo de Celo natural: 2.84+0.31 (p<0.05) Concluyendo asi que el
grupo de Sincronizacidon de onda folicular tuvo mayor cantidad de embriones de calidad 1 y 2

en comparacion con el grupo de Celo natural (5).

Ademads, Sarmiento S, Naulaguari L. En su trabajo de investigacion con titulo:
VALORACION DE OVOCITOS OBTENIDOS MEDIANTE OVUM PICK-UP EN
VAQUILLAS SOMETIDAS A PROTOCOLOS ALTERNATIVOS DE
SINCRONIZACION DE LA ONDA FOLICULAR Y ESTUMULADAS CON FSH-LH,
Se observd lo siguiente: Se utilizaron 9 vaquillas en el experimento divididos en 3 grupos: TI:
Ablacion folicular; T2: GnRH; T3: Benzoato de estradiol. En los cuales se utilizd6 una
sincronizacion antes de utilizar los tratamientos para todo el grupo experimental. El dia “0”:
DIB de P4 de 0.5g + 2mg de BE. Y el Dia “7” 0.5mg de PgF2a + un parche colorimétrico para
detectar el celo y el retirado del implante. El dia “8”: Img de BE. Para reiniciar la onda folicular
se aplico 500 UI de FSH-LH, .M. y a las 48 horas se realiz6 OPU. Para el nimero total de
Foliculos se encontraron: 11.7, 9.8, 9.0 respectivamente P>0.05. para el porcentaje de ovocitos
recuperados: 52.4, 55.7, 61.7% respectivamente P>0.05. En cuanto a la tasa de COCs viables:
47.3,57.1,52% Respectivamente P>0.05. Concluyendo que la estimulaciéon con FSH-LH al
momento del reinicio folicular logra promedios similares independientemente del método

utilizado para reiniciar la onda folicular (6).

También, Ledur F. En su trabajo titulado CONTROL DEL DESARROLLO
FOLICULAR PARA LA OBTENCION DE COCS POR ASPIRACION GUIADA POR
ULTRASONOGRAFIA. Logré obtener los siguientes resultados: Al experimentar en vacas de
la raza Brangus (n=13) y también en la raza Angus (n=32); distribuyo 2 grupos, Al dia “0”, las
vacas donantes del ler Grupo fueron administradas con 2.5mg de Benzoato de Estradiol, también
con 50 mg de Progesterona via [.LM.; A las donantes del 2do Grupo no se le administr6é ningiin
tratamiento a base de hormonas. Al 6to dia se realiz6 OPU y posterior a ello se clasifico los
COCs recuperados. Los foliculos aspirados, los COCs recuperados y viables fueron mayores en
cantidad para el ler Grupo tratado que en el 2do Grupo que no recibi6 ningun tratamiento. Para
concluir la sincronizacion de onda folicular y la superestimulacion a base de hormonas, logran
un aumento significativo (p<0.05) de COCs y foliculos aspirados en cada sesion de OPU para

vacas tanto Bos Taurus, como las cruzas de Bos Taurus y Bos Indicus (7).
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Igualmente, Solis A, Guerra R, Sandoya G, Armas R. En su trabajo de investigacion
titulado EFECTO DE SINCRONIZACION DE LA ONDA FOLICULAR Y DE LA
FRECUENCIA DE ASPIRACION DE FOLICULOS EN NOVILLAS DE LA RAZA
BRAHMAN. Obteniendo los siguientes resultados: Al trabajar con 16 vacas Brahman en
diferentes sesiones de OPU y diferentes tratamientos, en el ler Grupo se realizo la sincronizacion
de onda folicular por medio de la Puncién folicular, posterior a ello se realiz6 OPU 1 vez por
semana. En el 2do Grupo se realizé la sincronizacion de onda por medio de Puncion folicular,
y posterior a ello se realizé OPU 2 veces por semana. En el 3er Grupo se realizo la sincronizacion
de onda con la administracion de Benzoato de Estradiol y Progesterona, ademas se realiz6 OPU
1 vez por semana. En el 4to Grupo se realizo la sincronizacion de onda con la administracion de
Benzoato de Estradiol y Progesterona, pero se hizo OPU 2 veces por semana. Como resultado
se obtuvo que los grupos en los que se realizaron OPU 2 veces por semana tuvieron mayor
numero de foliculos aspirados y COCs. (p<0.01). Con medias semanales de: 18.5+1.3, 35.5+1.3,
18.4+1.3, 36.2£1.3 y COCs de 12.0+£0.8, 17.6+0.8, 11.3+£0.8, 19.5+0.8, respectivamente a los
Grupos: 1, 2,3y 4 (8).

Finalmente, Alvarado J. En su trabajo de investigacion titulado: EVALUACION DE
LA CALIDAD DE OVOCITOS PROVENIENTES DE VACONA CRIOLLAS Y
OVARIOS DE MATADERO, obteniendo los siguientes resultados: Al haber empleado 10
vaquillas criollas con condicion corporal entre 3 a 3.5 y unos 200 ovarios de un matadero, tras
una recoleccion con agujas N°18 por medio de OPU, se demostrdé que existen diferencias
significativas en cuando a las fuentes de ovocitos (p<0.05), més para la actividad enzimatica y

su viabilidad no existen diferencias significativas (p<0.05) (9).
2.1.2. A NIVEL NACIONAL:

Seglin, Alvarado A, Gamarra G, Gallegos A, Samillan V. En su trabajo titulado: TASA
DE RECUPERACION DE OVOCITOS EN VACAS HOLSTEIN EN DECARTE, se
obtuvieron los siguientes resultados: Al haberse utilizado 9 vacas de la raza Holstein mayores a
9 afos con buena condicidn corporal. Se realiz6 24 sesiones de OPU por 12 semanas, logrando
aspirar 2 veces por semana. Se obtuvo 4.2 COCs por cada sesion y cada vaca. Logrando un total
de 403 COCs de los cuales se clasificaron seglin su calidad; 47 de Tipo A, 102 del Tipo B, 235
del Tipo C y finalmente 19 del Tipo D. Por lo tanto, al comparar el total de COCs recuperados
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y los de Tipo AyB. Se obtiene que un 36.97% son potencialmente aptos para maduracién y

fertilizacion in vitro (10).

También, Quispe C, Mercado J, Fernandez E, Mixan E, Gamarra S, Mellisho E. En su
trabajo de investigacion con titulo: EFECTO DE TRATAMIENTOS CON BENZOATO DE
ESTRADIOL O GnRH SOBRE LA DINAMICA FOLICULAR PARA ASPIRACION DE
FOLICULOS (OVUM PICK UP) GUIADA POR ULTRASONIDO EN VACAS
LECHERAS. Se obtuvo los siguientes resultados: Tras evaluar los efectos en la fase luteal
simulada tanto del Benzoato de Estradiol y también de la GnRH en la dinamica folicular. En 14
vacas de la raza Holstein en lactacion post parto entre 50 a 120 dias. En el ler grupo (n=7) al dia
“0” se administr6 1,2mg de Benzoato de Estradiol por via .M., 0,524mg de Prostaglandina F2a
por via .M. y se le aplic6 un dispositivo intravaginal DIB. En el 2do grupo (n=7) al dia “0” se
le administr6 0,024mg de GnRH por via I.LM., ademas 0,524mg de Prostaglandina F2a y se le
aplico también un dispositivo intravaginal DIB. Existieron diferencias significativas (p<0.05)
para la cantidad de foliculos de 2 — 4mm (7,7 y 4,4) para el ler grupo y 2do grupo
respectivamente. Para concluir, en vacas post parto, la sincronizacién de onda folicular con el
uso de Benzoato de estradiol en lugar de GnRH, nos permite obtener un mayor numero de

foliculos de 2 a 4 mm, los cuales son ideales para la aspiracion folicular (11).

Ademas, Vasquez J. En su trabajo de investigacion titulado: TASA DE
RECUPERACION DE OVOCITOS POR OVUM PICK UP EN VACAS HOLSTEIN
CON ADMINISTRACION DE PROPILENGLICOL EN SU DIETA EN LA
UNIVERSIDAD NACIONAL AGRARIA LA MOLINA - 2016. Donde se obtuvo los
siguientes resultados. Se seleccionaron 20 vacas de la raza Holstein, separadas en cuatro grupos
de tratamiento, los cuales fueron a base de sincronizacidon de la onda folicular y suplementos
energéticos. Las recolecciones por medio de OPU se hicieron el dia 6 posterior a los
tratamientos. El mayor NFA fueron del Tratamiento 3 (10,40+1,73) y el Tratamiento 4
(11,25£1,94) (p<0,05); el mayor niimero de COCs de tipo A se obtuvo en el Tratamiento 4
(4,15%£1,23) y ovocitos de tipo B en el Tratamiento 4 (2,70+0,73) y Tratamiento 3 (2,40+0,99)
(p<0,05). Concluyendo asi que los grupos Tratamiento en los que se sincroniz6 la onda folicular

nos permitieron obtener un mayor nimero de foliculos aspirados (NFA), y la administracion de
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Propilenglicol ayuda a incrementar el nimero de ovocitos de tipo A, y la tasa general de ovocitos

tipo A y B aptos para la produccion de embriones in vitro (12).

Ademas, Quispe C, Ancco E, Solano J, Unchupaico I, Mellisho E. En su investigacion titulada
CAPACIDAD DE DESARROLLO EMBRIONARIO DE OVOCITOS DE BOVINO
RECUPERADOS ViA ULTRASONOGRAFIA Y DE OVARIOS DE MATADERO.
Obtuvieron los siguientes resultados. Al realizar colecciones durante 9 sesiones en 59 vacas de
raza Holstein mediante OPU, y al recolectar en 408 ovarios pertenecientes a 204 vacas de
matadero. Se logré obtener una tasa de recuperacion de ovocitos de tipo 1 y 2, ademds del
porcentaje de embriones producidos in vitro al dia siete. Dicha tasa de recuperacion de ovocitos
llego a ser mayor en las colectas de ovarios de matadero en comparacion con los ovocitos
recolectados por medio de OPU (10,0 vs 7,2 por sesién/vaca) (p<0,05). Existiendo mayor
cantidad de COCs de tipo 1y 2 en las colectas de ovarios de matadero. (7,6 vs 3,4 ovocitos
durante sesion/vaca) (p<0,05). Concluyendo que se pudo obtener mayor capacidad de desarrollo
en ovocitos que fueron obtenidos de ovarios del matadero que en los que fueron recolectado

mediante la técnica OPU (13).

Finalmente, Santi L. En su trabajo de investigacion: ASPIRACION FOLICULAR
GUIADA MEDIANTE LA ULTRASONOGRAFIA CON EL TRANSDUCTOR
ENDOVAGINAL HUMANO, PARA LA RECOLECCION DE OVOCITOS EN VACAS
BROWN SWISS EN ALTURA. Obtuvo los siguientes resultados: Empleando 4 vacas en seca
con 8 — 10 afios, y con un total de veinticuatro sesiones de OPU, en total 6 repeticiones
vaca/semana. Se logré medir el tamafio de los foliculos, 54,3% Foliculos <5mm, 37,0%
Foliculos de 5 a10mmy 8,7% para los > a 10mm. Ademas, se obtuvo una tasa de recuperabilidad
de 19,4% de este total un 21,4% pertenecientes al tipo A, 21,4% de tipo B, 14,3% de categoria C
y un 42,9% de categoria D. Para concluir el transductor endovaginal usado en humanos, puede
ser acondicionado para OPU, permitiendo que se recupere ovocitos. Con una obtencion mayor

de tipo D. (p<0,05) (14).
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2.2.  BASES TEORICAS
2.21. POBLACION DEL GANADO VACUNO
En el Peru se estima que para el afio 2017 la poblacion del ganado vacuno es de
5 535 569, teniendo aproximadamente el 7,36% mas que en el censo ganadero del 2012

(15), tal como puede ser apreciado en la siguiente Figura:

Figura N° 1 Poblacion de Ganado Vacuno 2017
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Fuente: MINAG - INEI (15).

Siendo la raza criolla la predominante representada con un 63,9% del total, en
segundo lugar, la raza Brown Swiss representada con el 17,6% del total, la raza Holstein
es representada con el 10,3% del total y otras razas con un 8,2%. Ademas, la mayor parte

de esta poblacioén censada estuvo concentrada en la region Sierra con un total de 3 774

300 cabezas, siendo un 73,2% del total. MINAG (15).

2.2.2. ANATOMIA Y FISIOLOGIA REPRODUCTIVA BOVINA
Tanto la anatomia y fisiologia del aparato reproductor del ganado vacuno y en
especial el de la vaca, es muy necesaria para poder ejecutar de forma correcta la técnica
OPU, puesto que se debe sincronizar la onda folicular conociendo cada una de sus etapas

e identificar correctamente cada una de las estructuras ovdricas, para asi poder interpretar
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2.2.2.1.

2.2.2.2.

de forma correcta las imagenes obtenidas por el ecografo y poder lograr una correcta

puncion.

EL OVARIO

El Ovario permanece en la cavidad abdominal, a diferencia del testiculo.
Realizando funciones tanto exocrinas como enddcrinas. La corteza viene a ser el
tejido predominante en el Ovario, la forma y tamafio dependen de la etapa en que se
encuentre su ciclo estral, ademas de ser diferentes en cada especie animal (16).

El ovario tiene dos estructuras fundamentales, la médula y la corteza, y se
encuentra rodeado por un epitelio superficial que es llamado epitelio germinal. Su
médula consta de un tejido conectivo fibro-elastico que cuenta con un sistema
vascular y nervioso extenso que derivan en el ovario por medio del Hilio. Su corteza
contiene los foliculos ovéricos, que se encontraran en diferentes etapas de desarrollo

o regresion, ademas cuenta con un cuerpo amarillo o cuerpo luteo (16).

OVOGENESIS

Los gametos que poseen las vacas estan determinados desde el momento de su
nacimiento, se estima que una ternera nace con 40 000 a 800 000, los que
disminuyen rapidamente desde el nacimiento y posteriormente de forma gradual (17).
La ovogénesis propiamente dicha comienza desde la vida fetal de la vaca, con la
mitosis de ovogonias, y termina cuando se convierten en ovocitos y dan paso al
proceso conocido como meiosis, que les permite crear una célula haploide lista para
su fecundacion (18).

La meiosis viene a ser necesaria para que las células germinales tanto para las
ovogonias en hembras como para las espermatogonias en los machos, tiene dos
objetivos: primero la reduccion del nimero a haploide de los cromosomas y su
recombinacion genética (16). Esta meiosis solo se detendra bajo dos circunstancias,
al nacimiento o al lograr la ovulacién y se pueda completar la fecundacion. La
meiosis propiamente dicha se divide en dos: Meiosis I y Meiosis I, cada una con 4

fases, las cuales son: Profase, Metafase, Anafase y la Telofase (18)
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2.2.2.3.

2.2.24.

FOLICULOGENESIS

La formacion de los foliculos se da en tres etapas: en estado fetal, animales pre-
puberes y durante la gestacion. Los foliculos primordiales se forman durante el
periodo fetal; El crecimiento del foliculo y posterior desarrollo del foliculo de Graaf
seguido de la ovulacion solo se dard en hembras vacias pasando la pubertad y en
pleno ciclo reproductivo (16). Los foliculos primordiales crecen y se diferencian en
un proceso continuo e irreversible llamado foliculogénesis, cuando un foliculo
primordial ingresa al grupo de crecimiento es llevado o bien a la Degeneracioén por

Atresia (que sucede en el 99% de los casos) o a la ovulacion (lograda por pocos) (16).

DESARROLLO FOLICULAR

En las especies domésticas las hembras nacen con ovocitos limitados, de los
cuales la mayoria sufrird atresia. Durante la vida de las hembras los foliculos
primordiales se encontraran en un estado de reposo y solo cada cierto periodo seran
reclutados para concluir su desarrollo. La onda folicular es continua y solo termina
cuando un foliculo maduro alcance la ovulacion o la regresion (19).

Durante el crecimiento folicular, intervienen la proliferacion y la diferenciacion
de células TECA, lo que causara el incremento en cuanto a capacidad del foliculo
para producir Estradiol, ademads, de reaccionar a las gonadotropinas. La produccion
de Estradiol permite determinar qué foliculos llegaran a adquirir los receptores de
LH que son necesarios para sufrir la luteinizacion. Interrupciones en una respuesta
por parte de la granulosa y células TECA, frente a estimulos de las gonadotropinas
causaran una interrupcion en el crecimiento del foliculo seguido por una atresia (16).
Practicamente el total de foliculos llegan a sufrir atresia, por lo que una vaca al llegar
a los 10 afios y con un parto anual, solo podra ovular entre 30 a 50 ovocitos. Ademas,
estd demostrado que un animal con ciclos estrales normales durante 15 afios lograra

ovular 300 ovocitos de los 700 000 en promedio que tienen desde el nacimiento (20).
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2.2.2.5.

2.2.2.6.

FLUIDO FOLICULAR

El fluido folicular tiene su origen en la trasudacion sanguinea que se da en las
diferentes capas de la granulosa, tiene un pH alcalino de 7,4 similar al del plasma
sanguineo (20).

Este fluido tiene funciones esenciales para que el ovario pueda cumplir con las
suyas, dentro de ellas encontramos: La esteroriogénesis, el crecimiento folicular o
también llamado la maduracién de ovocitos y el transporte del ovocito por el
oviducto (21). Muchas funciones del ovocito dependen del fluido folicular, como el
transporte de los nutrientes desde el plasma sanguineo hacia la granulosa (16). Los
componentes principales de este fluido folicular son: Proteinas, aminoacidos,
enzimas, carbohidratos, glucoproteinas, gonadotropinas, esteroides, prostaglandinas

e inmunoglobulinas (22)

CRECIMIENTO DEL OVOCITO

Posterior a la formacion del antro, existe la division de las células granulosas en
2 sub grupos: el primer grupo esta conformado por células de la granulosa que se
encargaran de revestir las paredes del foliculo y desarrollaran un epitelio
estratificado en contacto con la lamina basal; el segundo grupo conformado por
células del Cimulus oophorus que formaran diversas capas ce células cilindricas
rodeando el ovocito (23). Ya formada la cavidad antral por parte del foliculo, se
llamar4 foliculo terciario, foliculo antral o foliculo de Graaf, llegando a medir 2.2mm
de didmetro (24).

Los foliculos dominantes seran seleccionados para poder continuar con su
crecimiento, esta seleccion produce ovocitos maduros que podran ser ovulados cada
ciclo estral, determinado por los receptores de LH y la FSH en las células de la
granulosa (25).

Dentro de las células de la granulosa estaran presentes los receptores para la hormona
FSH, que se incrementan en las fases de crecimiento, logrando una expresion de
genes que codificaran tanto los factores de crecimiento, las enzimas y las proteinas
que intervienen en la esteroidogénesis, como también algunos péptidos que regularan

la liberacion de gonadotropinas, mismas que se sintetizan y reservan en el fluido
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2.2.2.7.

folicular. Las células TECA, estimuladas por la accion de la LH, sintetizaran
andrégenos que se irdn a transformar en Estradiol por las células de la granulosa (18).

Posterior al pico en el ciclo preovulatorio de la LH, los foliculos que fueron
seleccionados comenzaran su expansion acelerada en reaccion de la acumulacion de
fluido folicular. Las grandes concentraciones de gonadotropina en el fluido folicular
cambiaran el patron de sintesis en los Esteroides de las células de la granulosa y

TECA, preparando asi al ovocito para reiniciar la Meiosis y su posterior maduracion

(23).

ONDAS FOLICULARES

El desarrollo folicular en los rumiantes se caracteriza por tener dos o tres ondas
foliculares en cada ciclo estral. Cada una de las ondas involucra el desarrollo y
crecimiento sincronizado de todo un grupo de foliculos (26). Durante el desarrollo
folicular se pueden identificar 3 fases distintas: El Reclutamiento folicular, la
seleccion y la desviacion o dominancia. Durante cada Ola se podra observar un pico
de la FSH, que otorga estimulo para el crecimiento de no menos de 5 foliculos de 4
— 5Smm de diametro; todo este proceso es conocido como reclutamiento ciclico. En
la etapa de seleccion los foliculos son elegidos para poder seguir con su crecimiento
conocidos como Foliculos Dominantes, para finalizar, La dominancia que vendra a
ejercer el foliculo seleccionado frente a los otros que crecieron con él, conocidos
como Foliculos Subordinados, estos foliculos que no fueron seleccionados sufriran

un proceso degenerativo conocido como Atresia Folicular (27).
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Figura N° 2 Onda folicular en la vaca

2.2.3.
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BIOTECNOLOGIA EN LA REPRODUCCION

Las diferentes biotecnologias reproductivas se vieron favorecidas enormemente
desde los 80s, gracias a la implementacion de la ultrasonografia, que trajo consigo
muchas ventajas en su aplicacion para animales con miras productivas, concediendo una
mejor organizacion en diferentes aspectos reproductivos, otorgandoles un impacto
economico favorable en su relacion Costo-Beneficio (2).

El ovario de las diferentes especies mamiferas y en especial la del ganado vacuno,
contiene miles de ovocitos, que por su largo periodo gestacional nos otorga un nimero
limitado de veces que una hembra pueda prefar, pudiendo liberar solo 1 o0 2 6vulos por
cada ciclo estral. Pero este numero se puede incrementar a gran medida con el uso y
aplicacion de técnicas de fertilizacion in vitro, logrando producir embriones de gran

calidad y buen valor comercial (16).
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2.2.31. ULTRASONIDO EN LA REPRODUCCION ANIMAL
El uso del ultrasonido para los examenes del tracto reproductivo, se debe al trabajo
en conjunto de diferentes componentes electronicos para producir una imagen.
Dentro de estos componentes el principal es el transductor, que tiene un contacto
directo con los tejidos a evaluar y se conecta a la consola por medio de un cable
formado por alambres de cristales individuales para el pulsor y para el receptor, las
sefales electronicas enviadas desde el pulsor originan ondas de ultrasonido. Esta
pulsacion es calculada en una imagen y asi se logra visualizar en una pantalla

tomando forma. Estas imagenes son estructuras que se forman entre 20 a 30 por
segundo (28).

Figura N° 3 Tipos de Transductores

|A Linear array probe B Curved array probe

2.2.3.1.1. Transductor Lineal
En este transductor los cristales individuales son alineados a lo
largo de la superficie, de esta forma permite que las ondas viajen de forma
paralela y rectas. La imagen que brindan se plasma de forma rectangular
(28).
2.2.3.1.2. Transductor Convexo
A diferencia del anterior los cristales estan acomodados sobre una

superficie convexa por lo que generan una imagen en forma de un abanico
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2.2.3.2.

2.2.3.3.

semi abierto. Estd disefiado para poder facilitar tanto la ablacion de
ovocitos y foliculos dominantes por medio de punciones foliculares y
también para la obtencion de ovocitos (28).
2.2.3.1.3. Transductor Sectorial
Son llamados Phased Array y tienen una superficie de un
semicirculo, los cristales estdn acomodados siguiendo esta forma. A
diferencia del convexo brindan la imagen de un abanico totalmente

abierto (28).

PUNCION FOLICULAR

Existen diferentes métodos para poder realizar la recuperacion de Ovocitos.
Dentro de ellas la Aspiracion Folicular en los ovarios de animales de camal ya
sacrificados, ha sido el método mas utilizado, pero viene a ser no repetible. Los
métodos por medio de laparoscopia también han sido utilizados para la recuperacion
de ovocitos en animales con vida, pero este método laparoscdpico viene a ser muy
traumadtico para la donante de Ovocitos (29).

El método OPU o Aspiracion folicular guiada por ultrasonido, viene a ser un
método que se utiliza para recuperar ovocitos inmaduros de foliculos ovaricos en
animales con vida, sin necesidad de una intervencion quirargica, y se puede realizar
en todas las etapas del ciclo estral, ya sea en vacas que tengan problemas
reproductivos, también durante el primer tercio de gestacion e incluso en novillas
pre-puberes. Estudios confirman que se puede obtener una tasa de recuperabilidad
de 2 a 3 ovocitos por vaca donante en cada sesion sin ninglin tratamiento hormonal,

e incluso recuperar hasta 11 ovocitos por cada sesion (30).

ASPIRACION FOLICULAR GUIADA POR ULTRASONIDO (OPU)

Los Recuperacion de Ovocitos por medio de OPU ha sufrido muchos cambios
desde que se inici6 a aplicar esta técnica con €xito por primera vez (29). Estos
cambios se hicieron para lograr la optimizacion de la técnica y conseguir una tasa de

recuperacion mucho mas viable por cada sesion.
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La OPU ademas permite obtener ovocitos con destino de PIV de embriones, con
ovarios de hembras genéticamente conocidas y vivas, concediendo asi la aceleracion
de una seleccion genética. La OPU nos ayuda solucionar diferentes limitaciones para
el uso de los ovarios de hembras de sacrificio, que siempre limito la recoleccion y
recuperacion de una misma donante. Ademds, el nimero de gametos que se
recuperan son limitados, a comparacion de la enorme reserva ovarica. Esta técnica
también se usd para poder eliminar Foliculos Dominantes o super oculados y
también poder recolectar tejido ovarico (31).

Al comenzar con el uso de la OPU, las aspiraciones eran realizadas con agujas
de 55cm, que era elaboradas especialmente para la aplicacion de la técnica (29).
Elaborar y adquirir dichas agujas significaban un elevado costo y al no ser
descartables perdian filo, ocasionando una pérdida en la tasa de recuperacion de
ovocitos, causando también lesiones a los ovarios y la region peri ovarica. Es por
ello que el uso de agujas hipodérmicas de numero 18 y 19G x Scm de largo es posible
(32).

Un punto importante en relacion con las agujas utilizadas es la presion de
aspiracion al vacio, mucho otros investigadores observaron que una baja presion de
50mmHg ocasionaba una baja eficacia de la aspiracion, y que las presiones mayores
a 120mmHg causaban dafios en las capas de los COCs (32).

Ahora, Ireland J, Smith G, Scheetz D, Jimenez F, Folger J, Ireland J, et al. Nos
dicen que las cantidades de foliculos obtenido de los ovarios varian de forma
considerable durante la vida reproductiva de los bovinos. Siendo que una ternera
recién nacida cuenta con 10 000 a 350 000, mientras que a los 12 meses de edad
cuenta con 1920 a 40 960. También nos dice que las vacas al ano de nacidas logran
perder el 80% de su poblacion total de ovocitos. Actualmente hay evidencia de que
las vacas con un conteo bajo en foliculos antrales, tienden a estar asociadas con la
infertilidad. Es por ello que hay una relacion entre el niimero de foliculos antrales y
el tamafio de ovarios en animales tanto jovenes como adultos, y mayormente las
vacas con bajo ntimero de estos foliculos, responden mal a los estimulos hormonales

de superovulacion (33).
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2.2.4.

2.24.1.

TRATAMIENTOS HORMONALES

Las diferentes necesidades de incrementar el mejoramiento genético en ganado
bovino lograron el impulso de programas para la superovulacion y posterior coleccion
de ovocitos in vivo, de igual forma a la PIV de embriones. Actualmente, la técnica OPU
es estandar y nos permite obtener ovocitos en las diferentes etapas del ciclo estral. Pero
el deseo de incrementar la tasa de recuperacion y calidad de ovocitos, hizo que los
diferentes protocolos utilizados a base de hormonas sean cambiados con el proposito de
lograr grupos de ovocitos mas homogéneos y que tengan una mayor calidad, teniendo
en cuenta que el nimero de foliculos en los bovinos es muchas veces limitado (34).

Los protocolos suelen tener como finalidad la sincronizacion de emergencia de las
ondas foliculares, logrando asi estimular el crecimiento folicular y apoyar en la
maduracion de los ovocitos. Hay diferentes factores que pueden reducir la respuesta del
tratamiento en los animales, como: su condicidn corporal, historial reproductivo, edad,
la raza, estacion anual, el estado fisioloégico del ovario al momento de iniciar el
tratamiento y finalmente los efectos de un tratamiento repetido que puede provocar

diferencias en las estimulaciones hormonales (35).

SINCRONIZACION DE EMERGENCIA DE ONDA FOLICULAR

Durante el ciclo estral del bovino, el numero general de los ovocitos sera
determinado por su dinamica folicular al momento que se realice la aspiracion
folicular. Ahora, los foliculos pequefios tienen ovocitos mucho mas competentes en
desarrollo y recuperacion en comparacion con los foliculos mas grandes (36). Es por
ello que la recuperacion de ovocitos permite obtener un mayor nimero y una
poblacion mas homogénea si se realiza al inicio de la onda folicular.

La sincronizacion emergente de la onda folicular puede ser realizada por ablacion
folicular o de forma farmacoldgica mediante tratamientos con hormonas, logrando
respuestas similares (37). La ausencia del foliculo dominante al inicio del tratamiento
con hormonas, logra obtener una superovulacion mayor, asi como también una
mayor tasa de ovocitos para PIV (38).

El uso de Progesterona exdgena logra suprimir el desarrollo del Foliculo

dominante al ser administrado en la fase de crecimiento, desencadenando la
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2.2.4.2,

aparicion temprana de una onda folicular (35). Mientras que el uso de Estradiol
induce atresia folicular, de la misma forma el Valerato de estradiol frena la fase de
foliculo dominante y evita su crecimiento por ende su dominio funcional. La
combinacion entre el Estradiol y la Progesterona otorga la supresion consistente del
foliculo dominante y la temprana aparicion de otra onda folicular (37). Esta
asociacion se basa en los efectos de inhibir el desarrollo del foliculo y también en su
capacidad de estimular la atresia en los mismos producto de la liberacion de la FSH

(39).

TRATAMIENTOS SUPEROVULATORIOS

La etapa del crecimiento folicular y la posterior dominancia que da paso a la
ovulacion es fundamental para el desarrollo potencial de ovocitos. La estimulacion
ovarica previa la realizacion de la OPU, nos permite el rapido crecimiento folicular
y una maduracion acelerada por parte de los ovocitos (40). Los tratamientos mas
usados para la superovulacion y la PIV de embriones son: La eCG (Gonadotropina
corionica equina) en dosis Unica o con la FSH extraida de los cerdos, equinos u
ovinos (41).

Tras la aplicacion de FSH se logra un aumento considerable en el NFA y el
nimero de COCs recuperados de tipo A, ademas de un nimero mayor de embriones
transferibles al utilizar multiples dosis de hormonas. Concluyendo que el tratamiento
con FSH previo a la OPU, mejora el NFA y también el nimero y calidad de ovocitos
recuperados como también de embriones producidos (42). Reportaron un aumento
en la tasa de produccion de embriones yendo de un 22% a un 39%, posterior a los 3

dias con la administracion de dosis decrecientes de la FSH (40).

2.2.5. CLASIFICACION Y SELECCION DE OVOCITOS

Las técnicas para la PIV de embriones posterior a su maduracion, fecundacion y

cultivo, ha creado la necesidad de buscar otros métodos menos invasivos para poder
seleccionar ovocitos aptos para una maduracion (43). Teniendo en cuenta que las células
que rodean al ovocito provenientes del foliculo, son muy importantes para su

maduracion (44). La homogeneidad en el citoplasma del ovocito dependera de diferentes
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factores foliculares, ademas de las conexiones directas que tengan con el ovocito. Todo
este complejo ayudara en la produccion de nutrientes y el transporte del ovocito, asi
como también el controlar y regular su metabolismo para posteriormente lograr su

maduracion nuclear y citoplasmatica (43).

Tabla N° 1 Clasificaciéon de COCs por Categorias

Categoria | Numero de Células de Cimulus Citoplasma Estado

Multiples capas compactas de células de

A Transparente y homogéneo. =

Cumulus, >4. s

=]

Multiples capas compactas de células de Homogéneo, con Zonas <

B >

Cuamulus, entre 1 a 3. periféricas oscuras.

C Desnudos Irregular, con zonas oscuras. E
=]
<
-

, . >

D Células expandidas Irregular, con zonas oscuras. o

4

Fuente: Lonergan P, Sharif H, Gordon I. (45)

El Cimulus tiene muchas funciones, tanto mecanicas como fisioldgicas, algunas de ellas
son:
e Proporcionar de sustancias nutritivas al ovocito mientras se encuentra en el
foliculo (46).
e Posterior a la ovulacidn, se convierte en un medio de proteccion del ovocito,
mientras este es transportado hacia el &mpula del oviducto (47).
e Incrementa el drea de contacto entre el espermatozoide y el ovocito (48).

e Tiene una gran participacion sobre la capacitacion del espermatozoide (46).
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2.3.

DEFINICION DE TERMINOS

OPU: Ovum Pick Up, es la técnica por la que se realiza la puncién del ovario con la
finalidad de recuperar al ovocito inmaduro, este proceso es realizado con ayuda del
ecografo y una guia para la aspiracion (49).

TVR: La Recuperacion Transvaginal de Ovocitos, es un proceso en el que se logra
recuperar ovocitos inmaduros, puede ser por medio de la OPU (50).

FIV: La Fecundacion In Vitro, es el proceso por el que se puede fertilizar ovocitos ya
maduros, puede ser con semen fresco o por medio de semen congelado disponible en
pajillas, todo esto puede realizarse posterior a una capacitacion espermatica (51).

PIV: La Producciéon de Embriones In Vitro, se logra en laboratorio por medio de
ovocitos maduros, con equipos como la incubadora de Dioxido de Carbono (CO2) (51).
PROGESERONA (P4): La progesterona es una hormona sexual, un esteroide que se
caracteriza por ser propio de las hembras, se produce en el cuerpo luteo del ovario. Esta
compuesta en su mayoria por colesterol y su principal funcion es reproductiva, actuando
a nivel del utero para que este mantenga funciones durante el desarrollo inicial del
embrion, logrando llevar a cabo su implantacion y correcta placentacion, de esta forma
un exitoso desarrollo del feto (52).

DIB: Es un dispositivo intravaginal bovino, impregnado con progesterona y con la
funcién de regular el ciclo estral en el ganado vacuno (53).

ESTROGENO (E2): El estrogeno es una hormona sexual compuesto por 18 moléculas
de Carbono y de tipo principalmente femenino; es producida por las células TECA del
foliculo del ovario, también por la placenta durante el embarazo y en menores cantidades
por las glandulas adrenales; su funcion es promover el comportamiento sexual (16).
GnRH: Esta hormona Gonadotropina es liberada por el hipotalamo, glandula ubicada
en el cerebro del animal; y tiene la funcion de producir las hormonas LH y también FSH
(16).

FSH: La Hormona Foliculo Estimulante, es una hormona que promueve el crecimiento
y también la maduracion de los foliculos ovaricos (16).

LH: La Hormona Luteinizante, es una hormona compuesta por una subunidad alfa y una
beta, tiene un peso molecular aproximado de 30 000 Dalton, y su actividad biologica es

de solo 30 minutos. Su principal funcidon en interaccion con la FSH es de inducir la
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ruptura de la pared folicular posterior a la secrecion de Estrégeno del Foliculo
dominante, produciendo asi la ovulacion (16).

PROSTAGLANDINA F2a: Esta hormona ocasiona la regresion del cuerpo luteo y
reinicia el ciclo estral (16).

OVOCITO: Esta célula del gameto femenino, o también conocida como célula
germinal, participard en la reproduccion, siendo el precursor inmaduro del dvulo o una
célula huevo. Esta célula al ser fecundad por el espermatozoide dara paso a la formacion

el embrion (16).
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3.1
3.1.1.

3.1.2.

3.1.3.

3.1.4.

CAPITULO III.

HIPOTESIS Y VARIABLES
HIPOTESIS
HIPOTESIS ESPECIFICAS N° 1
Ho: No existe diferencias del efecto de la aplicacion de progesterona en dispositivo
intravaginal (DIB) de 1.2 g y 0.6 g sobre el numero de foliculos de 2 a 4mm, obtenidos
mediante aspiracion guiada por ultrasonografia en vacas Brown Swiss.
H1: Existe diferencias del efecto de la aplicacion de progesterona en dispositivo
intravaginal (DIB) de 1.2 g y 0.6 g sobre el nimero de foliculos de 2 a 4mm, obtenidos
mediante aspiracion guiada por ultrasonografia en vacas Brown Swiss.
HIPOTESIS ESPECIFICAS N° 2
Ho: No existe diferencias del efecto de la aplicacion de progesterona en dispositivo
intravaginal (DIB) de 1.2 g y 0.6 g sobre el nimero de foliculos de 4 a § mm, obtenidos
mediante aspiracion guiada por ultrasonografia en vacas Brown Swiss.
H1: Existe diferencias del efecto de la aplicacion de progesterona en dispositivo
intravaginal (DIB) de 1.2 g y 0.6 g sobre el nimero de foliculos de 4 a 8 mm, obtenidos
mediante aspiracion guiada por ultrasonografia en vacas Brown Swiss.
HIPOTESIS ESPECIFICAS N° 3
Ho: No existe diferencias del efecto de la aplicacion de progesterona en dispositivo
intravaginal (DIB) de 1.2g y 0.6g sobre el Numero de COCs recuperados; obtenidos
mediante aspiracion guiada por ultrasonografia en vacas Brown Swiss.
H1: Existen diferencias del efecto de la aplicacion de progesterona en dispositivo
intravaginal (DIB) de 1.2g y 0.6g sobre el Numero de COCs recuperados; obtenidos
mediante aspiracion guiada por ultrasonografia en vacas Brown Swiss.
HIPOTESIS ESPECIFICAS N° 4
Ho: No existe diferencias del efecto de la aplicacion de progesterona en dispositivo
intravaginal (DIB) de 1.2g y 0.6g sobre la calidad de COCs recuperados, obtenidos
mediante aspiracion guiada por ultrasonografia en vacas Brown Swiss.
H1: Existe diferencias del efecto de la aplicacion de progesterona en dispositivo
intravaginal (DIB) de 1.2 g y 0.6 g sobre la calidad de COCs recuperados, obtenidos

mediante aspiracion guiada por ultrasonografia en vacas Brown Swiss.
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3.2. VARIABLES
3.2.1. VARIABLES INDEPENDIENTES

3.2.2. VARIABLES DEPENDIENTES

Progesterona en DIB de 1.2g

Progesterona en DIB de 0.6g

Numero de Foliculos de 2 a 4mm.

Numero de Foliculos de 4 a 8mm.

Numero de COCs recuperados.
Calidad de COCs recuperados.
3.3. OPERACIONALIZACION DE VARIABLES

Tabla N° 2 Operacionalizacion de las variables

Variables Tipo de Definicion Conceptual | Dimension Indicador Instrumento Escala
Variable
Progesteronaen | Cuantitativa Dispositivo de | Gramos Cantidad de | Pistola para DIB | Ordinal
DIB de 1.2g Continua depdsito  intravaginal Progesterona en
2 de 1.2g de gramos
EE Progesterona
8 | Progesteronaen | Cuantitativa Dispositivo de | Gramos Cantidad de | Pistola para DIB | Ordinal
E DIB de 0.6g Continua depdsito  intravaginal Progesterona en
de 0.6g de gramos
Progesterona
Numero de | Cuantitativa Foliculos de Graaf de | De 2 a 4 | Milimetros Ecografo Ordinal
foliculos de 2 a | Continua menor tamafio que en | milimetros
4mm su interior contiene un
ovocito
Numero de | Cuantitativa Foliculos de Graaf de | De 4 a 8 | Milimetros Ecografo Ordinal
foliculos de 4 a | Continua mayor tamafio que en | milimetros
2 8mm su interior contiene un
§ ovocito
-é Numero de | Cuantitativa El nimero de COCs | Numérica Numérica Ecografo y | Ordinal
2 | cocs Continua recuperados sera estereoscopio
recuperados. determinado por el
NFA por sesion.
Calidad de | Cualitativa Es el estado | Viable: A y | Integridad de la | Estereoscopio Nominal
COCs Ordinal morfolégico adecuado | B membrana
recuperados. de los COCs No Viable: | plasmatica de los
CyD COCs

Fuente: Elaboracion propia.
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4.1.

4.2.

4.3.

4.4.

CAPITULO 1V.

METODOLOGIA
METODO DE INVESTIGACION

Este trabajo de investigacion utilizé el método cientifico, cuyo proceso requiere
que los investigadores hagan observaciones, formulando tanto problemas como también
hipotesis, a partir de las que realizaran deducciones y alcanzaran razonamientos logicos.
Ademés, en las consecuencias que se darian a partir de una relacion hipotética cierta, y
comprobar las mismas por medio de la recopilacion de datos. Logrando asi aceptar o
rechazar una hipotesis en base a estas (54).

Ademas, se utilizé los métodos especificos logicos tales como la deduccion, la
induccidn, el analisis y la sintesis para poder fundamentar los resultados y conclusiones
obtenidas, generando discusiones y sugerencias (54).

TIPO DE INVESTIGACION

Este estudio tiene un tipo de investigacion Aplicada, ya que persigue los fines de
aplicacion tanto directos como inmediatos. Buscando su aplicacion sobre la realidad
circunstancial, antes de desarrollar teorias. Este tipo de investigacion persigue conocer
para hacer y poder actuar (54).

NIVEL DE INVESTIGACION

En esta investigacion se tiene un Nivel Explicativo ya que se busca el porqué de
los hechos acontecidos, todo mediante el establecimiento de la interaccion causa-efecto
(54). Ademas, en esta investigacion buscamos analizar los efectos que produce los DIB
de progesterona sobre la sincronizacion de onda folicular y posterior analisis de la
cantidad de ovocitos, la calidad de ovocitos, y la cantidad de foliculos tanto de 2 a 4mm
como también los de 5 a 8mm, recolectados mediante OPU en vacas Brown Swiss.
DISENO DE INVESTIGACION

Segun Oseda D, Alvarado H, Cori S, Zevallos S. El disefio de este estudio es Pre-
experimental, ya que se controla de forma parcial los factores que puedan influir para la
validez tanto interna como externa (54).

Ademas, el presente trabajo cuenta con un disefio Post Test, o también conocido

como estudio de caso con una sola medicion, esto significa que realizaremos un estimulo
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4.5.
4.5.1.

4.5.2.

4.5.3.

4.54.

o tratamiento a nuestro grupo de estudio y posteriormente aplicaremos la medicion en 1

0 mas variables (54).

Es por ello que nuestra investigacion tendra el siguiente disefio:
Gl — X1 — o1
G2 —» X2 — 02
Donde:
G: Grupo de sujetos o casos.
X: Estimulo, tratamiento o condicion experimental
O: Medicion de los sujetos de un grupo posterior al tratamiento.
POBLACION Y MUESTRA
POBLACION
En este trabajo de investigacion la poblacion esta conformada por 30 vacunos en
periodo de seca de la raza Brown Swiss, del establo de la Facultad de Zootecnia de la
Universidad Nacional del Centro del Pert, localizado en la margen izquierda del Valle
del Mantaro, perteneciente al distrito de El Mantaro, provincia de Jauja, departamento
de Junin, a una altura de 3320 msnm y a unos 36.5km de la ciudad de Huancayo.
MUESTRA Y TIPO DE MUESTREO
Se realizd un muestreo no probabilistico intencionado por conveniencia, ya que
se realiz6 atendiendo razones de comodidad, procurando que exista homogeneidad (54).
En el presente estudio la muestra fue conformada por 7 vacas en seca de la raza Brown
Swiss. Las que fueron sometidas a dos tratamientos, obteniendo 20 repeticiones por
Tratamiento.
CRITERIOS DE INCLUSION
e Vacas secas mayores a 2 partos de la raza Brown Swiss
e Vacas mayores a 6 afios
e Vacas sin problemas sanitarios
e Vacas con una Condicion Corporal entre 3 a 3.5
CRITERIOS DE EXCLUSION
e Vacas en lactacion y pertenecientes a otras razas.

e Vacas con problemas nutricionales o reproductivos.
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4.6.

TECNICAS E INSTRUMENTOS DE RECOLECCION DE DATOS
4.6.1. TECNICAS PARA LA RECOLECCION DE DATOS

Tabla N° 3 Técnicas para la recoleccion de datos

4.6.1.1.

laboratorio.

TECNICAS INSTRUMENTOS | DATOS A OBSERVAR
Observacion en el | Ecografo Cantidad de foliculos de 2
campo y laboratorio. a 4mm.

Observacion  en el | Ecografo Cantidad de foliculos de 4
campo y laboratorio. a 8mm.

Observacion en el | Estereoscopio Cantidad de COCs
laboratorio.

Observacion  en el | Estereoscopio Calidad de COC:s; Tipo: A,

B,CyD.

Fuente: Elaboracion propia.

SINCRONIZACION DE LA ONFA FOLICULAR

Este trabajo de investigacion utilizé dos tratamientos. El primero Grupo “T1”

del DIB Dispocel Plus® Von Franken de 1.2g de P4 fue insertado en el dia “0” de

forma intravaginal en las vacas, ademas se aplico 1.2mg de Benzoato de Estradiol

con nombre comercial Estrovet® de Montana y 0.524mg de Cloprostenol sdédico con

nombre comercial Lutaprost® de AgrovetMarket. Para el segundo Grupo “T2” del

DIB Dispocel® Von Franken de 0.6g de P4 fue insertado también en el dia “0”

intravaginal en las vacas y posteriormente se aplico 1.2mg de Benzoato de Estradiol

con nombre comercial Estrovet® de Montana y 0.524mg de Cloprostenol sdédico con

nombre comercial Lutaprost® de AgrovetMarket.
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Figura N° 4 Dispositivos y hormonas empleadas.

1 MONTANA

DIB de P4, Benzoato de Estradiol y Cloprostenol Sédico.

Figura N° 5 Insertado de DIB en vacas de Grupo T1 y Grupo T2
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Figura N° 6 Puesta de las hormonas de BE y CS

4.6.1.2.

RECOLECCION DE OVOCITOS POR MEDIO DE OPU

La recoleccion de ovocitos por medio de OPU se realiz6 el dia “5” posterior a las
sincronizaciones de Onda Folicular y en primer lugar se llevé a las vacas de cada
tratamiento a un corral adaptado para dicho proposito con un brete angosto donde se
pudiese inmovilizar lo suficiente al animal para realizar los procedimientos.

Ya en el corral, una por una fue pasando a la manga del brete donde se les retiro
el dispositivo y se les realizo tanto el vaciamiento del recto como la limpieza de la
vulva y toda la zona perineal. Finalmente, dentro de la preparacion del animal se les
administr6 Lidocaina al 2% via epidural para insensibilizar el procedimiento y contar
con un animal mas relajado y cémodo.

Ya en la ejecucion de la recoleccion de ovocitos por medio de OPU, se procediod
a palpar al animal y localizar los ovarios, posteriormente se introdujo el transductor
Micro convexo del Ecografo EsaoteVet® a 7.5MHz con la guia de aspiracion
folicular WTA®, una vez localizados los foliculos en la imagen del ultrasonido, se

introduce la aguja 18G 1,2x75mm por medio de la guia de aspiracion misma que esta
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conectada directamente a un tubo Falcon de 50ml que sera nuestro frasco de colecta
por medio de una manguera para unidad de aguja de Teflon® que ira conectado al
vacio de nuestra bomba de aspiracion Minitube® que aspirara bajo una presion de

90mmHg.

Figura N° 7 Diagrama del uso de equipos y materiales para OPU

ﬂ Ultrasonido

m o
A et

I

Contenido ovarico
vista rectal.
Frasco de coleta

Figura N° 8 Ejecucion de OPU, mano izquierda palpacion, mano derecha guia de aspiracion
folicular

El medio donde se aspira los ovocitos tiene que estar compuesto por PBS (medio
Buffer) ademés de heparina sddica a unas 2°2 Ul/ml y también suero fetal bovino

(1%), también una temperatura constante no menor de 37°C ni mayor a 38°C,
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4.6.1.3.

asegurando de esa forma la conservacion de los ovocitos que se hayan recolectado

para su posterior conteo y clasificacion.

CONTEO Y CLASIFICACION DE OVOCITOS

Una vez concluida la recoleccion de ovocitos por medio de OPU se procedié a
su traslado al laboratorio donde todos los contenidos de los tubos Falcon® rotulados
con los nombres de cada vaca seran tamizados por filtros de 100um y de esa forma
poder conservar solo las células de ovocitos con sus cumulus o COCs, una vez
tamizados por medio del lavado y el filtro seran transferidos a Placas Petri de
35x10mm con medio Hepes (H-199®) y asi poder contados y clasificados en un
estereoscopio a un aumento entre 20x y 40x.

Para su clasificacion se tendrd en cuenta su aspecto y morfologia, teniendo 4
categorias; Viables A y B y No Viables C y D. Las caracteristicas a tener en cuenta
seran: Las capas de células del cumulus y un citoplasma homogéneo, también
ovocitos parcialmente cubiertos por células de cimulos y tengan un citoplasma
regular, ovocitos desnudos y ovocitos rodeados por fibrina inicamente con aspecto

de telas de arana (45).

Figura N° 9 Clasificacion de los COCs
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Fuente: Lonergan P (45).

ASPECTOS ETICOS DE LA INVESTIGACION

Los aspectos éticos de la presente investigacion estan contemplados en los

reglamentos especificos de la Universidad Peruana Los Andes tal como se presenta a

continuacion:

El investigador cumplio los principios y normas de comportamiento del codigo

de ética para la investigacion cientifica de la Universidad Peruana los Andes. Estipulados

en el Reglamento General de Investigacion,
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ARTICULO 27:

Se protegi6é el grupo de trabajo conformado por animales bovinos de acuerdo al
reglamento de proteccion de animales, por lo tanto, la obtencion de los datos se efectud
sin perjuicio ni maltrato a estos. Se respetd la Ley 30407, Capitulo 1V, articulos 16,
animales beneficiados y de bienestar animal. Es decir que la investigacion evito acciones
lesivas a la naturaleza y a la biodiversidad, lo que implica el respeto al conjunto de todas
y cada una de las especies de seres vivos y de sus variedades, asi como a la diversidad
genética.

No se dai6 a ningn animal para la realizacioén de esta investigacion.

La presente investigacion se realizé con el consentimiento informado y declaracion de
confidencialidad. Ademas, para la manipulacion y aplicacion de los DIB de p4, como
para la recoleccion de ovocitos se solicitd permiso y autorizacion a la administracion de
la UNCP.

El investigador cumplié con los principios de beneficencia y responsabilidad para poder

garantizar la veracidad y objetividad de esta investigacion.

ARTICULO 28:

El investigador garantiza haber realizado una investigacion original y bajo los
parametros que estipula el RGI de la Universidad Peruana Los Andes.

Los datos recolectados estan a disposicion de forma abierta y completa en los anexos,
asegurando que no hubo de ninguna forma falsificacion o invencion de los mismos.
Ademas, la investigacion contempla evitar el plagio de acuerdo a los acépites de los

reglamentos en mencion,
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CAPITULO V.
RESULTADOS

51. DESCRIPTIVOS ESTADISTICOS

DESCRIPTIVOS ESTADISTICOS PARA LA VARIABLE RECOLECCION DE
FOLICULOS Y COCS CON DOS FUENTES DE PROGESTERONA EN DISPOSITIVO
DIB, EN VACAS BROWN SWISS

A continuacion, se presentan los resultados del efecto que tiene la sincronizacion de onda
folicular con ambas fuentes de progesterona para la recoleccion de ovocitos guiada por
ultrasonografia en vacas Brown Swiss, siendo de interés para la maduracion y posterior
fertilizacion in vitro.

Tabla N° 4 Promedio de: Foliculos recolectados de 2-4 mm, 4-8mm, N° total de foliculos, N°

Total de COCs Viables, N° Total de COCs No Viables y N° total de ovocitos recuperados; con
dos tratamientos a base de dispositivo intravaginal Bovinos (DIB) de 1.2g y 0.6g de P4

N° Total, de
. . N° Total de  N° Total de o
Tratamientos N Foliculos de Foliculos de  N° total de ovocitos
Rep. 2-4mm 4-8mm foliculos cOCs COCs No recuperado

Viables viables s

5.55 +3.39 33+209 8.85+3.33 2.0+1.65 1.55+1.05 3.55+2.33
DIBdel2g 7 20

(111) (66) a77) (40) (31) (71)
76+£276 415+208 11.75+2.67 3.6+2.30 1.15+0.88 4.75+2.34
DIBde0.6g 7
(152) (83) (235) (72) (23) (95)

Figura N° 10 Grafico de medias de la Tabla N° 4.
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En la Tabla N° 4 y Figura N° 10. Se muestra la media obtenida de las 6 variables que
involucran a los Foliculos y Ovocitos (COCs) obtenidos de ambos tratamientos con DIB de P4.
Se observa que existe mayor numero de foliculos y ovocitos recolectados mediante la aplicacion
de 0,6 g de progesterona mediante un dispositivo intravaginal bovino.

ESTADISTICOS DESCRIPTIVOS PARA LA RECOLECCION DE FOLICULOS DE 2-

4MM MEDIANTE LA APLICACION DE 1,2G Y 0,6G DE PROGESTERONA EN
DISPOSITIVO INTRAVAGINAL (DIB)

Tabla N° 5 Promedio de Foliculos recolectados de 2 a 4 mm post tratamiento de progesterona
1,2g en dispositivo intravaginal (DIB).

Parédmetros T1,1.2gde DIB T2,0.6gde DIB
Repeticiones 20 20
N° de Fol. De 2-4mm 111 152
Media 5.55 7.6
% N° de Fol. T1y T2 42.2% (263) 57.8% (263)
Mediana 5 8
Desviacion estandar 3,39 2,76
Minimo 0 2
Maximo 12 11

La Tabla N° 5 muestra el Nimero de Foliculos de 2 a 4mm obtenidos con dos fuentes
de progesterona en donde el tratamiento 2 mediante la aplicaciéon de progesterona de 0,69 del
T2 tiene mayor porcentaje (57.8%) de obtencidn que el de T1 (42.2%).

ESTADISTICOS DESCRIPTIVOS PARA LA RECOLECCION DE FOLICULOS DE 4-

8MM MEDIANTE LA APLICACION DE 1,2G Y 0,6G DE PROGESTERONA EN
DISPOSITIVO INTRAVAGINAL (DIB).

Tabla N° 6 Promedio de foliculos recolectados de 4 a 8§ mm post tratamiento de progesterona
1,2 y 0,6g en dispositivo intravaginal (DIB).

Parametros T1,1.2gde DIB | T2,0.6gde DIB
Repeticiones 20 20
N° de Fo. De 4-8mm 66 83
Media 3.3 4.15
% N° de Fol. T1y T2 44.3% (149) 55.7% (149)
Mediana 2 4
Desviacion estandar 2.09 2.08
Minimo 0 7
Maximo 1 8
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La Tabla N° 6 muestra el nimero de foliculos de 4 a 8mm obtenidos con dos fuentes de
progesterona en donde el T2 mediante la aplicacion de progesterona de 0,6 g tiene mayor
porcentaje (55.7%) de obtencion que el de T1(44.3%).

5.2.  Estadisticos descriptivos para determinar el N° total foliculos aspirados y la

Cantidad y Calidad de Ovocitos, recolectados mediante la aplicacion de 1,2y 0,6 g
de progesterona en dispositivo intravaginal (DIB)

Tabla N° 7 Numero de foliculos aspirados y ovocitos recuperados en vacas Brown Swiss
tratadas con 1,2 y 0,6 g de progesterona en dispositivo intravaginal (DIB)

NUmero de NUmero de

Tratamiento N  Repeticiones  foliculos ovocitos Recuperados/aspirados
aspirados recuperados
DIB de 1.29 7 20 a77) (71) 71/177 (0,401)
DIB de 0.69 7 20 (235) (95) 95/235 (0,404)

En la Tabla N° 7 se sefiala que, de un total de foliculos aspirados realizadas con el DIB de 1,2
g, solo se ha recuperado 71 ovocitos (0.401), viniendo a ser una tasa de 40.1% como
recuperacion general, mientras que para el tratamiento con DIB de 0,6 g se reporta una mayor
recuperacion con 95 ovocitos (0,404) con una tasa de recuperacion de 40,4%.

Tabla N° 8 Medias + D.E. de Foliculos aspirados, COCs recuperados, COCs viables y COCs

No Viables; en vacas Brown Swiss tratadas con 1,2 y 0,6 g de progesterona en dispositivo
intravaginal (DIB)

Total, de Total, de N° Total de N° Total de
Tratamiento Rep. foliculos ovocitos ; COCs No
. COCs viables .
aspirados recuperados viables
DIB de 1.2g 20 8.85+3.33 3.55+2.33 2.0+ 1.65 1.55+1.05
DIB de 0.6g 20 11.75 £ 2.67 4751234 3.6+£2.30 1.15+0.88

En la tabla N° 8 al analizar el efecto de los tratamientos sobre la obtencidn de foliculos
y ovocitos, podemos apreciar que la estimulacién ovéarica con el T2., después de la ablacién
folicular, tuvo una tendencia numérica ligeramente mayor en el nimero de foliculos y ovocitos
recuperados mediante la técnica OPU, asi como de los ovocitos viables y no viables, con
respecto al T1. En el presente estudio se tuvo en cuenta que los ovocitos se clasificaron en A,
B, Cy D. Los de calidad A y B fueron considerados viables y los de calidad C y D fueron

considerados no viables, tanto para la maduracién como su posterior fertilizacion in vitro.
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5.3.

PRUEBA DE HIPOTESIS: Resultados inferenciales

Tabla N° 9 HIPOTESIS ESPECIFICA N° 1.

Planteamiento de hipdtesis estadisticas especifica N°1

Ho: No existe diferencias del efecto de la aplicacion de progesterona en dispositivo
intravaginal (DIB) de 1.2 g y 0.6 g sobre el nUmero de foliculos de 2 a 4mm, obtenidos
mediante aspiracion guiada por ultrasonografia en vacas Brown Swiss.

H1: Existe diferencias del efecto de la aplicacién de progesterona en dispositivo
intravaginal (DIB) de 1.2 gy 0.6 g sobre el nimero de foliculos de 2 a 4mm, obtenidos
mediante aspiracion guiada por ultrasonografia en vacas Brown Swiss.

Nivel de significancia o riesgo
Nivel de Significancia (alfa) a = 0.05 = 5%

Utilizacion de la prueba estadistica: t de Student para muestras independientes
Empleamos la prueba T para muestras independientes a fin de comparar las
medias de dos grupos de tratamientos diferentes.

Intervalos de confianza (95%) para la media numero de foliculos de 2 a 4mm, con
DIB de dosis de 1,2g y 0,69
N.° de foliculos de 2  N.° de foliculos de 2
Medidas a4 mn;ygognddeosw de a4 mrg’gogndcioms de
progesterona progesterona
Media = 5.55 7,60
Error estadndar = 0.759 0,617
IC 95% Limite inferior = 4.062 6.391
IC 95% Limite superior = 7.038 8.809

Comparacién entre medias del numero de foliculos de 2 a 4mm, con DIB de dosis de
1,29y 0,6 g

Valor de P=0,043=4,3%

Lectura del p-valor

Con una probabilidad de error de 4,3%, existe diferencias significativas del efecto
de la aplicacion de progesterona en dispositivo intravaginal (DIB) de 1.2 g y 0,6 g sobre
el niumero de foliculos de 2 a 4mm

Toma de decisiones: (dar como respuesta una de las Hipotesis)

Existe diferencias del efecto de la aplicacion de progesterona en dispositivo
intravaginal (DIB) de 1.2 g y 0.6 g sobre el nimero de foliculos de 2 a 4mm, obtenidos
mediante aspiracion guiada por ultrasonografia en vacas Brown Swiss.

Interpretacion de los resultados:

Se acepta la hipotesis alterna, y se concluye que, con el uso de la DIB de 0,6 g de
progesterona, el promedio de foliculos aspirados de 2 a 4 mm, es significativamente
mayor que con el uso de la DIB 1,2 g., en vacas Brown Swiss.
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Tabla N° 10 HIPOTESIS ESPECIFICA N° 2.

Planteamiento de hipotesis estadisticas especifica N°2

Ho: No existe diferencias del efecto de la aplicacion de progesterona en dispositivo
intravaginal (DIB) de 1.2 g y 0.6 g sobre el nimero de foliculos de 4 a 8 mm,
obtenidos mediante aspiracion guiada por ultrasonografia en vacas Brown Swiss.

H1: Existe diferencias del efecto de la aplicacién de progesterona en dispositivo
intravaginal (DIB) de 1.2 g y 0.6 g sobre el numero de foliculos de 4 a 8 mm,
obtenidos mediante aspiracion guiada por ultrasonografia en vacas Brown Swiss.

Nivel de significancia o riesgo
Nivel de Significancia (alfa) o = 0.05 = 5%

Utilizacion de la prueba estadistica: t de Student para muestras independientes
Empleamos la prueba T para muestras independientes a fin de comparar las
medias de dos grupos de tratamientos diferentes.

Intervalos de confianza (95%) para la media numero de foliculos de 4 a 8mm, con
DIB de dosisde 1,2gy 0,6 ¢

N.° de foliculos de 4 | N.° de foliculos de 4 a
a 8mm con dosis de  8mm con dosis de 0,6

Medidas 1,2gde g de progesterona
progesterona
Media = 3,30 4,15
Error estandar = 0,465 0,466
IC 95% Limite inferior = 2,389 3,237
IC 95% Limite superior = 4211 5,063

Comparacion entre medias del namero de foliculos de 4 a 8mm, con DIB de dosis de
1,29y 0,69

Valor de P=0,205= 20.5%

Lectura del p-valor

Con una probabilidad de error de 20.5%, existe diferencias significativas del efecto
de la aplicacion de progesterona en dispositivo intravaginal (DIB) de 1.2 gy 0,6 g sobre
el nimero de foliculos de 4 a 8mm

Toma de decisiones (dar como respuesta una de las Hipotesis)

No existe diferencias del efecto de la aplicacion de progesterona en dispositivo
intravaginal (DIB) de 1.2 g y 0.6 g sobre el nimero de foliculos de 4 a 8 mm, obtenidos
mediante aspiracion guiada por ultrasonografia en vacas Brown Swiss.

Interpretacion de los resultados:

Segun el valor observado de p valor (p > 0.05) se concluye que la aplicacion de
progesterona en dispositivo intravaginal (DIB) con dosis de 1.2g y 0.6g., no influye
sobre el nimero de foliculos de 4 a 8 mm en vacas Brown Swiss. Por lo que se acepta
la hipotesis nula.
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Tabla N° 11 HIPOTESIS ESPECIFICA N° 3.

Planteamiento de hipdtesis estadisticas especifica N°3

Ho: No existe diferencias del efecto de la aplicacion de progesterona en dispositivo
intravaginal (DIB) de 1.2g y 0.6g sobre el Nimero de COCs recuperados; obtenidos
mediante aspiracion guiada por ultrasonografia en vacas Brown Swiss.

H1: Existen diferencias del efecto de la aplicacién de progesterona en dispositivo
intravaginal (DIB) de 1.2g y 0.6g sobre el Numero de COCs recuperados; obtenidos
mediante aspiracion guiada por ultrasonografia en vacas Brown Swiss.

Nivel de significancia o riesgo
Nivel de Significancia (alfa) a = 0.05 = 5%

Utilizacion de la prueba estadistica: t de Student para muestras independientes
Empleamos la prueba T para muestras independientes a fin de comparar las
medias de dos grupos de tratamientos diferentes.

Intervalos de confianza (95%) para la media numero total de ovocitos
recuperados con DIB de dosis de 1,29 y 0,69

N.° de COCs N.c de COCs
. recuperados con recuperados con
Medidas dosis de 1,2 g de dosis de 0,6 g de
progesterona progesterona
Media = 3,55 4,75
Error estandar = 0,521 0,523
IC 95% Limite inferior = 2.529 3.725
IC 95% Limite superior = 4571 5.775

Prueba de muestras independientes:
Prueba de Levene con p>0,761 indica la igualdad de varianzas de los dos
tratamientos (distribucién normal de datos)

Valor de P=0,112=11.2%

Lectura del p-valor

Con una probabilidad de error de 11.2%, existe diferencias significativas del efecto
de laaplicacion de progesterona en dispositivo intravaginal (DIB) de 1.2 g y 0,6 g sobre
el ndmero total de ovocitos recuperados, mediante aspiracion guiada por
ultrasonografia en vacas Brown Swiss.

Toma de decisiones (dar como respuesta una de las Hipotesis)

No existe diferencias significativas del efecto de la aplicacion de progesterona en
dispositivo intravaginal (DIB) de 1.2 g y 0,6 g sobre el numero total de ovocitos
recuperados, mediante aspiracion guiada por ultrasonografia en vacas Brown Swiss.

Interpretacion de los resultados:

Con respecto a la evaluacion numero total de ovocitos recuperados luego de la
aplicacion de dosis de 1.2 y 0.5 g de progesterona en dispositivos intravaginales, se
tiene que no existe influencia de estas hormonas sobre la calidad los ovocitos tipo A,
B, Cy D, teniendo un p =0.112 (p > 0.05).
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Tabla N° 12 HIPOTESIS ESPECIFICA N° 4.

Planteamiento de hipotesis estadisticas especifica N°2

Ho: No existe diferencias del efecto de la aplicacion de progesterona en dispositivo
intravaginal (DIB) de 1.2g y 0.6g sobre la calidad de COCs recuperados, obtenidos
mediante aspiracion guiada por ultrasonografia en vacas Brown Swiss.

H1: Existe diferencias del efecto de la aplicacion de progesterona en dispositivo
intravaginal (DIB) de 1.2 g y 0.6 g sobre la calidad de COCs recuperados, obtenidos
mediante aspiracion guiada por ultrasonografia en vacas Brown Swiss.

Nivel de significancia o riesgo
Nivel de Significancia (alfa) a = 0.05 = 5%

Utilizacion de la prueba estadistica: t de Student para muestras independientes
Empleamos la prueba T para muestras independientes a fin de comparar las
medias de dos grupos de tratamientos diferentes.

Intervalos de confianza (95%o) para la media, Calidad de COCs (complejo ovocito
cumulus) viables por tratamiento, con DIB de dosis de 1,2g y 0,69.

N.° de COCs viables N.° de COCs viables

. A, B) con dosis de A, B) con dosis de
Medidas ( )1,2 g de ( )0,6 gde
progesterona progesterona
Media = 2.00 3.60
Error estandar = 0.370 0.515
IC 95% Limite inferior = 1.275 2.591
IC 95% Limite superior = 2.725 4.609

Valor de P=0,016=1.6%

Lectura del p-valor

Con una probabilidad de error de 1.6%o, existe diferencias significativas del efecto
de la aplicacion de progesterona en dispositivo intravaginal (DIB) de 1.2 g y 0,6 g sobre
la Calidad de COCs (complejo ovocito cumulus) viables por tratamiento, mediante
aspiracion guiada por ultrasonografia en vacas Brown Swiss.

Toma de decisiones (dar como respuesta una de las Hipotesis)

Existe diferencias significativas del efecto de la aplicacién de progesterona en
dispositivo intravaginal (DIB) de 1.2 g y 0,6 g sobre la Calidad de COCs (complejo
ovocito cumulus) viables por tratamiento, mediante aspiracion guiada por
ultrasonografia en vacas Brown Swiss.

Interpretacion de los resultados:

Para la evaluacion Calidad de COCs (complejo ovocito cumulus) viables por
tratamiento, con DIB de dosis de 1,29 y 0,6g., se concluye que existe efecto favorable
sobre la mayor cantidad de ovocitos viables con la dosis de 0,6. Estadisticamente, tiene
un p =0.016 (p <0.05).
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5.4. ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS

El presente trabajo evalua el efecto de dos dispositivos intravaginales bovinos con
Progesterona(P4) sobre la sincronizacion de ondas foliculares en vacas Brown Swiss con la
finalidad de recuperar u obtener un niimero determinado de foliculos de 2 a 4 mm, y de 4 a
8mm, asi como determinar el Numero de COCs recuperados y la calidad de los mismos,
mediante OPU en el Valle del Mantaro, en el departamento de Junin perteneciente al Peru. Los
resultados obtenidos en la investigacion, demuestran que el promedio de foliculos recolectados
y de ovocitos recuperados por animal en los dos tratamientos con diferentes dosis de
progesterona (T1=1,2; T2=0,6), presentan valores de 8,85+£3.33 y 11,75+2.67 (foliculos
recolectados) y de 3,55£2.33 (40.1%) y 4,75+£2.34 (40.4%) (COCs recuperados)
respectivamente. Estos valores obtenidos son independientemente de su localizacion derecha o
izquierda. Los valores obtenidos y sometidos a una prueba estadistica muestran diferencia
estadistica entre los dos tratamientos, lo que indica que el uso de la progesterona de dosis 0,6g,
influye significativamente en la obtencion de foliculos de 2 a 4mm y en la calidad de COCs

recuperados.

Investigaciones realizadas por Sarmiento S. (6) reporta promedios de foliculos
visualizados por animal con el tratamiento experimental por ablacion folicular de 11.7 en
comparacion con el uso de GnRH y BE con valores promedios de 9,8 y 9,0. Asi mismo Vasquez
J. (12) también reporta tasa de 10,40 y 11,25 utilizando para ellos la sincronizacion de la onda
folicular y la administracion de Propilenglicol como suplemento energético el cual ayuda a
incrementar el nimero de foliculos y ovocitos. Por otro lado, Santi L. (14) reportd una tasa de
total de 7,6 foliculos aspirados, y una tasa de recuperacion de ovocitos de 19.4% (0,194), el cual
representa valores mucho menores a lo encontrado por nuestra investigacion, el cual podria
deberse a la técnica empleada como lo sefiala Bols et al. (32) Caso contrario, la investigacion
realizada por Solis A. (8) reporta un mayor numero de foliculos aspirados (18,5) y ovocitos
recuperados (12,0) durante un periodo de siete semanas y entre uno y dos sesiones por semana,
el cual difiere de nuestra investigacion en la cual realizamos una sola sesion de trabajo cada 15
dias con 7 repeticiones, 3 para el Tl y 4 para el T2. Por otro lado, al contrastar nuestro hallazgo
en cuanto a numero de foliculos aspirados y COCs recuperados, con trabajos realizados por

Ledur F. (7), Bols et al. (32) utilizando diferentes protocolos hormonales, obtuvieron una tasa
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de recuperacion que van desde 36% a 44.2%, los cuales son similares a nuestra investigacion.
Las diferencias encontradas entre los reportes sefialados y esta investigacion podrian deberse a
la edad del animal, la condicién corporal, el estado de prefiez y el tamafio de los ovarios e
inclusive a razas, como lo sefiala Alvarado J. (9) el cual considera que la raza cebuina tienen la
capacidad de producir mayor cantidad de foliculos en comparacién con las razas europeas. Por
su parte Bols et al. (32) considera que trabajar con equipos especificos y un sistema de guia de

agujas para la aspiracion folicular, optimiza y aumentar la tasa de recuperacion de ovocitos.

Con respecto al efecto de la aplicacion de progesterona en dispositivo intravaginal sobre
el numero de foliculos de 2 a 4mm, los resultados fueron muy favorables con el uso de DIB de
0,6 g de P4 en comparacion con DIB 1,2 g (P<0,05), en donde el nimero medio de foliculos
aspirados fue de 7,60+2.76 (64,7%) del numero total. Actualmente no hay reportes sobre el uso
de diferentes dispositivos intravaginal de P4 con concentraciones de 1.2g y 0.6g que se hayan
aplicado en condiciones de sierra para la recoleccion de foliculos y ovocitos, ademas una gran
mayoria de investigadores coinciden en sefialar que los foliculos de 2 a 4mm de diametro son
de mayor importancia para obtener ovocitos viables para la fertilizacion in vitro. Autores como
Chaubal S. (51) mencionan que la predominancia de foliculos pequefios en una respuesta
superovulatoria hormonal podria deberse a la dindmica folicular en el ovario, que como se sabe
el desarrollo de un foliculo dominante producira grandes cantidades de estrégenos estimulando
a la LH para la ovulacion, e inhibina por lo que detiene el crecimiento de los demas foliculos
reclutados, mostrandose por tanto una mayor cantidad de foliculos pequefios. Las
investigaciones realizadas por Santi L. (14) sefiala valores de 54,3% para foliculos < 5 mm, que
contrastados con nuestros resultados son mucho menores, lo cual podria deberse a la técnica
empleada y uso de hormonas y el operador como lo sefala Bols et al. (32) Otros investigadores
como Quispe et al. (11) obtuvieron un rango entre 7,7 y 4,4 foliculos de 2 — 4mm por animal y
por tratamiento hormonal, resultado que es muy similar de lo observado en el presente trabajo.
En el mencionado estudio, se utilizé un protocolo que consistid en la insercion del DIB y la
administracion simultanea de Benzoato de Estradiol y Prostaglandina (T1) y GnRH y

Prostaglandina (T2).

En referencia al efecto de la aplicacion de progesterona en dispositivo intravaginal sobre el

nimero de foliculos de 4 a 8mm, concluimos que la aplicacion de progesterona en dispositivo
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intravaginal (DIB) con dosis de 1.2 g y 0.6 g., no influye (p > 0.05) sobre la recoleccion de
foliculos > 4 mm (grandes), obteniéndose promedios de 3,30+2.09 (37,3%) y 4,15+£2.08 (35,3%)
foliculos para cada tratamiento hormonal. Como podemos apreciar, nuestros resultados
muestran una mayor cantidad de foliculos pequefios (2-4mm) entre el 62,7% y 64,7% en relacion
a foliculos grandes (4-8mm) 37,3% y 35,3%. Estos resultados concuerdan con los sefialado por
Santi, L (14). que obtuvo 37.0 % para foliculos entre 5 a 10 mm y 8.7% de foliculos mayores a
10mm. También Bols et al (32). en su investigacion mencionan haber hallado una mayor
cantidad de foliculos pequefios (< Smm) 74.4% en relacion a foliculos grandes (= Smm) 25.6 %,
lo cual estaria relacionado segiin, Moussa et al. (25) a que una mayor cantidad de foliculos
pequeiios podria ser debido a la presencia de un foliculo dominante (mayor), quien inhibe el

crecimiento del resto de foliculos, siendo en el reclutamiento los foliculos menores a 4mm.

Los resultados del efecto de la aplicacion de progesterona en dispositivo intravaginal
sobre sobre el numero total de foliculos aspirados y sobre la cantidad y calidad de COCs
recuperados; obtenidos mediante aspiracion guiada por ultrasonografia en vacas Brown Swiss,
demostraron que la aplicacion de progesterona en dispositivo intravaginal (DIB) 0.6 g tiene un
efecto muy favorable (p<0,05) con respecto al uso de DIB de 1.2 g, sobre el numero total de
foliculos aspirados; asi como para la Calidad de COCs (complejo ovocito cumulus) Viables
por cada tratamiento. El mayor niimero de foliculos aspirados fueron con el DIB de 0,6g de P4
11,7542.67 en comparacion con DIB 1,2g que fue de 8.85+3.33, y de manera particular para los
foliculos de 2-4 mm, que tuvieron valores de 64,7%. Con respecto a la calidad de ovocitos
recuperados, la tasa de recuperacion de ovocitos viables categorias A y B fue de 75.8% (media
de 3,6+2.3) para el uso del DIB 0,6 g en comparacion con DIB 1,2 g que fue de 56,3% (2,0£1.65).
Estos resultados difieren a la investigacion realizada por Ledur F (7). en las que utilizando FSH
en dosis multiple asociado el 4cido hialurdnico promovieron el crecimiento de foliculos totales
de 14,1y 13,3 y por ende de una mayor recuperacion de ovocitos viables de 5,5y 5,7 en relacion
al grupo control no tratado con medias de 3,7. Estos resultados son evidentemente mas altos que
lo reportado en nuestra investigacion, considerando que el objetivo de nuestro trabajo ha sido
evaluar el efecto de la presencia de progesterona en la poblacion folicular, con dosis de 1,2 y 0,6
g. Ademas, Quispe C, et al. (11) en una investigacion encontré diferencias estadisticamente
significativas (p<0.05) entre el uso del DIB de 0.6g de P4 acompafiado de BE y Prostaglandinas

F2a en la sincronizacion de onda folicular en donde este tratamiento es superior al uso de GnRH
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via .M., para la obtencion de foliculos de 2 a 4mm con 7.7 y 4.4 foliculos respectivamente
siendo estos foliculos pequefios de mayor importancia para la obtencion de Ovocitos Viables.
En referencia a la Calidad de COCs viables, el estudio de Solis A. et al. (8) utilizando una
sincronizacion de la onda folicular mediante el método hormonal con estrégenos y progesterona
reporta un numero de ovocitos de calidad A y B, entre 3,9 (41%) foliculos (una sola aspiracion)
y de 8,0 (34,5%) foliculos viables (dos aspiraciones semanales), considerando que estas
diferencias de recoleccion son debido al nimero de aspiraciones por semana y animales
empleados por experimento que en este caso fueron cuatro vacas por tratamiento, y que en el
caso de nuestra investigacion se aspird 1 sola vez por semana y con descansos de 14 dias y se
emplearon 7 animales por tratamiento. Asi mismo, Alvarado A, et al. (10) sefiala haber
recuperado un total de COCs Tipo A y B. de 36.97% los cuales son considerados aptos para
maduracion y fertilizacion in vitro. En nuestro estudio la calidad de los COCs fue evaluada en
cuatro categorias A, B, C y D los cuales estdn fundamentadas por los criterios de seleccion
propuestos por Lonergan P, Sharif H, Gordon 1. (45). Los COCs de categoria A y B fueron
considerados ovocitos viables y aptos para fecundacion in vitro, los de categoria C y D ovocitos
no viables. Asi mismo Chaubal S, et al (51). sefiala que la calidad de los ovocitos puede ser
influenciada en gran medida por aspectos técnicos como el procedimiento de aspiracion, tipo de

aguja y diametros y la presion de vacio de aspiracion.

Los resultados obtenidos en esta investigacion sobre la cantidad de ovocitos recolectados
demostraron que, al comparar estadisticamente los tratamientos con DIB 1,2 y 0,6 g de P4, no
se hallo diferencias estadisticamente significativas (P>0,05), aunque la estimulacioén ovarica con
progesterona al momento de reinicio de la onda folicular inducida con benzoato de estradiol y
cloprostenol sddico permiti6 recuperar porcentajes similares de COCs para DIB 1,2 (40,1%) con
respecto a DIB 0,6 (40.4%). Diferentes investigadores (10) (29) han sefialado que las diferencias
encontradas en los porcentajes de COCs recuperados podrian ser explicados por el protocolo de
estimulacion utilizado, tipo de hormona o dosis administradas, la raza de los animales, el equipo
usado para OPU, sin excluir la experiencia del operador y el sistema de manejo de los animales.
El trabajo de Sarmiento S (6). sefiala que la estimulacion ovarica con FSH-LH al momento de
reinicio de la onda folicular inducida con benzoato de estradiol tiene un efecto positivo sobre el
desarrollo de ovocitos, permitiendo recuperar un porcentaje mayor de COCs (61,7%) con

respecto a otras técnicas hormonales como son ablacion folicular (52,4%), GnRH (55,7%). Pero
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del analisis efectuado por Ledur F. (7) en su investigacion detalla que a pesar de una mayor

obtencidn de ovocitos en grupos tratados con FSH, el nimero de ovocitos viables y de embriones

producidos no fue significativamente mayor, esto posiblemente debido a que el uso de FSH no

produce un ambiente ideal para el desarrollo de ovocitos saludables.

5.5.

CONCLUSIONES

En la presente investigacion, y de acuerdo con nuestros resultados podemos concluir,
que la aplicaciéon de progesterona en dispositivo intravaginal sobre el numero de
foliculos, la cantidad y calidad de ovocitos obtenidos por OPU, fueron muy favorables
con el uso de DIB de 0,6 g de P4 en comparacion con DIB 1,2 g (P<0,05), en donde el
nimero medio de foliculos aspirados fue de 11,75+2.67 (235/20) y 4,75+2.34 (95/20) de
ovocitos recuperados, y de este ultimo 3,6+2.30 (75,8%) de COCs viables y aptos para
fertilizacion.

Al analizar el efecto de la aplicacion de progesterona en dispositivo intravaginal sobre
el nimero de foliculos pequefios de 2 a 4mm, concluimos que la aplicacion de
progesterona en dispositivo intravaginal (DIB) con dosis de 0.6g., influye
significativamente (p<0.05) sobre la recoleccion de foliculos pequefios en comparacion
con los foliculos grandes > 4 mm, en donde el nimero medio de foliculos aspirados
pequefios (2-4mm) fue de 7,60+2.76 (64,7%).

Se determiné asi mismo, que la aplicacion de progesterona en dosis de 1,2 gy 0,6 g en
dispositivo intravaginal no influye (p > 0.05) sobre la recoleccion de foliculos de 4-8
mm (grandes), obteniéndose promedios de 3,30+£2.09 (37,3%) y 4,15+2.08 (35,3%)
foliculos para cada tratamiento hormonal, el cual estd relacionado segun, varios
investigadores, a que una mayor cantidad de foliculos pequefios podria ser debido a la
presencia de un foliculo dominante (mayor), quien inhibe el crecimiento del resto de
foliculos, siendo en el reclutamiento los foliculos menores a 4mm.

La cantidad total de ovocitos recuperados por OPU, luego de la aplicacion de
progesterona en dosis de 1,2 y 0,6 g, fue similar entre tratamientos, pero estos porcentajes
de COCs estuvieron por debajo de las cantidades reportados por otros investigadores en

los cuales utilizaron otras hormonas y dosis administradas.
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5.6.

Finalmente concluimos que la aplicaciéon de progesterona en dispositivo intravaginal
(DIB) 0.6 g tiene un efecto muy favorable (p<0,05) con respecto al uso de DIB de 1.2 g,
sobre el numero total de foliculos aspirados; asi como para la Calidad de COCs
(complejo ovocito cumulus) Viables de categorias A y B el cual tuvo una recuperacion

del 75,8% con una media de 3,6+2.30.

RECOMENDACIONES

Se recomienda utilizar un dispositivo intravaginal con 0.6g de progesterona en la
sincronizacion de Onda folicular para obtener un mayor numero de foliculos de 2 a 4mm
y mayor calidad de los ovocitos Viables por OPU.

Se recomienda probar la sincronizacioén con el DIB de 0.6g de P4 a mayor tiempo de
sincronizacion (7 dias) para su recoleccion.

La técnica OPU empleada durante el proceso de investigacion no afectd la actividad
reproductiva de las vacas ya que los mismos pudieron reestablecer su ciclo estral después
de finalizado el tratamiento, por lo tanto, recomendamos utilizar otras fuentes de P4 para
futuros estudios y poder permitir los diferentes efectos de la misma en diferentes

concentraciones y vias de administracion.
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MATRIZ DE CONSISTENCIA
Proyecto de Investigacion Pre-experimental
Titulo: SINCRONIZACION DE ONDA FOLICULAR CON PROGESTERONAS PARA LA RECOLECCION DE OVOCITOS GUIADA POR
ULTRASONOGRAFIA EN VACAS BROWN SWISS, HUANCAYO-2021

 /Cuadl sera el efecto de la
progesterona en dispositivo
Intravaginal (DIB) de 0,6g
sobre la sincronizacion de
onda folicular para la
recoleccion de ovocitos
guiada por ultrasonografia
en vacas Brown Swiss,
Huancayo-2021?

Brown Swiss, Huancayo
-2021.

* Determinar el efecto de
la  progesterona  en
dispositivo Intravaginal
(DIB) de 0.6g sobre la
sincronizacion de onda

folicular para la
recoleccion de ovocitos
guiada por

ultrasonografia en vacas
Brown Swiss, Huancayo
-2021.

progesterona en  dispositivo
intravaginal (DIB) de 1.2g y 0.6g
sobre el Numero de COCs
recuperados; obtenidos mediante
aspiracion guiada por
ultrasonografia en vacas Brown
Swiss.

Hipétesis especificas N° 4

HI: Existe diferencias del efecto
de la aplicacion de progesterona
en dispositivo intravaginal (DIB)
de 1.2 gy 0.6 g sobre la calidad
de COCs recuperados, obtenidos
mediante aspiracion guiada por
ultrasonografia en vacas Brown
Swiss.

PLANTEAMIENTO <
DEL PROBLEMA OBJETIVOS HIPOTESIS VARIABLES MUESTRA DISENO
Problema general Objetivo general Hipétesis especificas N° 1 INDEPENDIENTES: Poblacion: Tipo:
(Qué efecto tendra la | Evaluar el efecto que | HI: Existe diferencias del efecto | o Progesterona en DIB | la poblacion estuvo | Aplicada-
sincronizacion de onda | tiene la sincronizacion de | de la aplicacién de progesterona de 1.2g. conformada por 30 | Cuantitativa
folicular con dos fuentes de | onda folicular con dos | endispositivo intravaginal (DIB) | ¢ progesterona en DIB | vacunos en seca de la
progesterona para la | fuentes de progesterona de 1.2 gy 0.6 g sobre el niimero de 0.6g. raza Brown Swiss, del | Nivel:
recoleccion de ovocitos | para la recoleccién de | d¢ foliculos de 2 a .4m.1’n, establo de la facultad | Explicativo
guiada por ultrasonografia | ovocitos guiada  por ob'Fenldos mediante - aspiracion DEPENDIENTES: de Zootecnia de la
en vacas Brown Swiss, | ultrasonografia en vacas %;éz(:aBrl())(xn gl\;riasssonograﬁa N Namero de foliculos Universidad Nacional | Diseifio:
Huancayo-2021? Brown Swiss, Huancayo R e o de 2 a 4mm. del Centro del Peru, Pre-experimental
22021, Hlpote.s1s espeuﬁc?s N°2 ’ . Muestra:
- = - HI: Existe diferencias del efecto | ® Nimero de foliculos , T
Probl’emas ’espec1ﬁc0s Objetlvo§ especificos de la aplicacion de progesterona de 4 a 8mm. La mu'e’str'a serd no E‘l d}seno tiene el
¢ ;/Cual sera el efepto de la | « Determinar el efecto de | o dispositivo intravaginal (DIB) | e Ntimero de COCs probabl'hstl’ca por | siguiente esquema:
progesterona en dispositivo lq progesterona  en | de 12 gy 0.6 g sobre el nimero recuperados. conveniencia, el
Intravagmgl (DIB) de 1,2g | dispositivo Intravaginal | de foliculos de 4 a 8 mm, | e Calidad de COCs presente estudio lg > o
sobre la sincronizacion de (DIB) fie }.2g sobre la | obtenidos mediante aspiracion recuperados. muestra esta | Gl X1 o1
onda folicular para la | sincronizacion de onda | gujada por ultrasonografia en conformada por 7| G2 > X2 > 02
recoleccion de ovocitos | folicular para la | vacas Brown Swiss. vacas Brown Swiss.
guiada por ultrasonografia | recoleccion de ovocitos | Hipotesis especificas N° 3 Donde:
en vacas Brown Swiss, | guiada por | HI: Existen diferencias del G: Grupo de sujetos
Huancayo-2021? ultrasonografia en vacas | efecto de la aplicacion de 0 casos.

X: Estimulo,
tratamiento o
condicion
experimental

O: Medicion de los
sujetos de un grupo
posterior al
tratamiento.

Fuente: Elaboracion propia.
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OPERACIONALIZACION DE LAS VARIABLES

) Proyecto de Investigacion Pre-experimental ]
Titulo: SINCRONIZACION DE ONDA FOLICULAR CON PROGESTERONAS PARA LA RECOLECCION DE
OVOCITOS GUIADA POR ULTRASONOGRAFIA EN VACAS BROWN SWISS, HUANCAYO-2021

Variables Tipo de Definicion Dimension Indicador Instrumento Escala
Variable Conceptual
Progesterona Cuantitativa Dispositivo de | Gramos Cantidad de | Pistola para DIB | Ordinal
en DIB de1.2g | Continua depdsito intravaginal Progesterona en
@ de 1.2g de gramos
ES Progesterona
8, | Progesterona Cuantitativa Dispositivo de | Gramos Cantidad de | Pistola para DIB | Ordinal
é en DIB de 0.6g | Continua depdsito intravaginal Progesterona en
de 0.6g de gramos
Progesterona
Numero de | Cuantitativa | Foliculos de Graaf de | De 2 a 4 | Milimetros Ecografo Ordinal
foliculos de 2 a | Continua menor tamaflo que en | milimetros
4mm su interior contiene un
ovocito
Numero de | Cuantitativa | Foliculos de Graaf de | De 4 a 8 | Milimetros Ecografo Ordinal
foliculos de 4 a | Continua mayor tamafio que en | milimetros
g 8mm su interior contiene un
15}
'—g ovocito
S | Numero de | Cuantitativa | El nimero de ovocitos | Numérica Numérica Ecografo y | Ordinal
= COCs Continua sera determinado por estereoscopio
recuperados el NFA por sesion.
Calidad de | Cualitativa Es el estado | Viable: A y | Integridad de la | Estereoscopio Nominal
COCs Ordinal morfoldgico adecuado | B membrana
recuperados de los COCs No Viable: | plasmatica de los
CyD COCs

Fuente: Elaboracion propia.
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FICHAS DE RECOLECCION DE DATOS
GRUPO TRATAMIENTO CON DIB DE 0.6G DE P4

3 TR
/8 Onro 2020

Variables
Tratamiento | Animal | Repeticiones Cantidad de Calidad de Foliculos | Foliculos
ovocitos ovocitos 2-4 mm 5-8 mm
Vaca 1 A al A 8 2
A699 ‘j 3 A4 c|— o ’( ’2
Vaca 2 ) 4 Al 2 B i /
'E‘? / { / 3 l 7 4 c == Iy 1 </
S
< Vaca 3 2814 8
z 44
S /66/ £ Z/I i i 4’/ 7
w Vaca 4 i
o Al — B )
g / { ?72 —/ '2/ 2 ¢~ 2 g
Vaca 5
g aca A B
o c D
o Vaca 6 A B
c D
Vaca 7 A B
(e D
/ o 7 315G ¥ /
UL FehHero LY/
Variables
Tratamiento | Animal | Repeticiones Cantidad de Calidad de Foliculos | Foliculos
ovocitos ovocitos 2-4 mm 5-8 mm
Vaca 1 A Al 48
pes| L | 2 gt 7| Y
Vaca 2 ; 2 A | B
&::_” /52/-) —l— 3 = G D q é
)
< Vaca 3 = Al 2 8 5
2 .
8 /,é b 2 5 — c| — b» ( i
W Vaca 4 & Al 2 s e
= ; o
2 || L 9 Al |2
Vaca 5
8 Vaca 2 17/ 2 a4l L B [ 2/
B /497 tcl- o D
o Vaca 6 A B
c D
Vaca 7 A B
c D
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DY Fetero AL2E

Variables
Tratamiento | Animal | Repeticiones Cantidad de Calidad de Foliculos | Foliculos
ovocitos ovocitos 2-4 mm 5-8 mm
Vaca 1 . 2.4l | B
AL 2 =2 2.e| — @ 8 A i
Vaca 2 4 a| [ B )
S |/J35 '*2/ g lel—w» j 9
o
< Vaca 3 ' 7 4 Al 2 B
§ |/627 2 7 1. /0 | %
w Vaca 4 4 x].3 = ;
E /667 3 ? ) / / </
o
le) Vaca 5 2 Al — B G /
E /699 2 /Q' A c| — b / ‘\/
a Vaca 6 A B
c D
Vaca 7 A B
C D
T S50 ZUEE
Variables
Tratamiento | Animal | Repeticiones | ,nsidad de Calidad de Foliculos | Foliculos
ovocitos ovocitos 2-4 mm 5-8 mm
Vaca 1 2 Al [ B
7627 3 g F 8| B / / 2//
Vaca 2 - / Al / B Y 7
§ /5/3 ] 7 2 ¢c|l— o /0 2
< Vaca 3 “ A| 2 B
g | /337 5 g 7 o[/ s O [
w Vaca 4 _ y / A|— B
o A
g /694 3 3 2 &l = b q /
8 Vaca 5 3 ) — KA L B 2 e
a /677 / ol ol 40
a Vaca 6 — Al Z B =
69| <2 X/ %l =5 0 | =
Vaca7 A B
¢ D
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GRUPO TRATAMIENTO CON DIB DE 1.2G DE P4

29 NéHonke 2020

Tratamiento

Animal

Repeticiones

Variables

Cantidad de
ovocitos

Calidad de
ovocitos

Foliculos
2-4 mm

Foliculos
5-8 mm

Vaca 1

2637

@

— A =y

1
o

=

Vaca 2
2610

9

/

Vaca 3

(677

Vaca 4

2654

Vaca 5

262

L
7
/
g

'\ls)\*b;)y—\

)

|
\

2
9
!

DIB PROGESTERONA 1.2g

Vaca 6

26/8

e Pl [ [ [ = | =
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2622
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£

s

2020

Tratamiento

Animal

Variables

Repeticiones

Cantidad de
ovocitos

Calidad de
ovocitos

Foliculos
2-4 mm

Foliculos
5-8 mm

Vaca 1

2634

[

)

Vaca 2
2610

I

Vaca 3

222

Vaca 4

699

Vaca 5
26/8

DIB PROGESTERONA 1.2g

Vaca 6
262/

QN [ O o

Vaca 7

237
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/T lre 200

Variables
Tratamiento | Animal | Repeticiones | o,ntidad de Calidad de Foliculos | Foliculos
ovocitos ovocitos 2-4 mm 5-8 mm
Vaca 1 { Aj]— B
(679 3 a I el=nl o 2
Vaca 2 " i =il == B e
ci'!’ 26 37 3 / — ¢| / b C/ 3
: Vaca 3 ) 2 Al 4/ B
é 26/0 3 ,X A c| A4 o / 2 ‘3
w Vaca 4 7 A 2 B — —
2 1248| 3 slBcrcrERE
0] :
o Vaca 5 3 Al / 8
E 2634 | é [ c|) o 7 ¥
o Vaca 6 — Al 2 B <y
262 ( 5 \3 { el p f)/ 0
Vaca 7 A B
(o] D
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TABULACION DE DATOS

tx=1,2g
VACA N° ARETE N° CALIDAD DE OVOCITOS | N°FOLICULOS [N° FOLICULOS
OVOCITOS VIABLE NO VIABLE 2-4mm 4-8mm
1 2637 0 0 0 3 7
2 2610 1 0 1 9 5
3 1699 4 3 1 4 2
4 2634 1 0 1 9 2
5 2621 0 0 0 1 6
6 2618 5 1 4 5 2
7 2622 4 2 2 10 1
8 2634 6 4 2 9 2
9 2610 8 4 4 9 5
10 2622 4 2 2 5 2
11 1699 4 2 2 4 2
12 2618 3 2 1 5 2
13 2621 3 2 1 1 6
14 2637 4 2 2 3 7
15 1699 2 1 1 3 2
16 2637 1 0 1 0 3
17 2610 8 6 2 12 3
18 2618 4 3 1 5 5
19 2634 6 4 2 9 2
20 2621 3 2 1 5 0
Tx2=0,6g
VACA N° ARETE N° CALIDAD DE OVOCITOS |N°FOLICULOS|N° FOLICULOS
OVOCITOS | VIABLE | NOVIABLE | 2-4mm 4-8mm
1 1699 3 2 1 4 2
2 1513 7 6 1 7 4
3 1661 4 4 0 4 7
4 1697 2 0 2 2 8
5 1535 2 2 0 7 4
6 1627 3 3 0 4 6
7 1661 5 5 0 6 5
8 1695 9 8 1 11 7
9 1697 4 3 1 6 2
10 1513 5 3 2 8 2
11 1535 6 5 1 5 8
12 1627 7 6 1 10 3
13 1661 9 8 1 11 4
14 1699 3 2 1 9 4
15 1627 6 3 3 11 4
16 1513 4 2 2 10 2
17 1535 8 6 2 8 1
18 1697 3 1 2 9 4
19 1699 1 1 0 10 3
20 1695 4 2 2 10 3
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ANEXOS ESTADISTICOS

PARA FOLICULOS DE 2 A 4mm

Foliculos de 2 a 4mm

TRATAMIENTOS

12

10

0,6

12

Dispersion por Cédigo de Nivel

0,6 1.2
TRATAMIENTOS

Gréfico Caja y Bigotes

e _

2 4 6 8 10 12
Foliculos de 2 a 4mm

72



PARA FOLICULOS DE 4 A 8Smm

Dispersion por Cédigo de Nivel

8
L o o
. L
E 6
E L
© - o o
< -
S 4
8 -
= - o a
2 L
g 2
0
0,6 1,2
TRATAMIENTOS

Gréfico Caja y Bigotes

o
(<2}
+

TRATAMIENTOS

I
|

0 2 4 6
Foliculos de 4 a 8mm
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PARA EL NUMERO TOTAL DE FOLICULOS

Namero total de foliculos

TRATAMIENTOS

18

15

12

o
[}

In
[N

Dispersién por Cédigo de Nivel

0,6 1,2
TRATAMIENTOS

Gréfico Caja y Bigotes

—

o

3 6 9 12 15

Numero total de foliculos

18
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PARA COCs VIABLES

COCs Viables
N

TRATAMIENTOS
[=)
o

In
[N

Dispersion por Codigo de Nivel

o o
o o
0,6 1,2
TRATAMIENTOS
Gréfico Caja y Bigotes
|
|
0 2 4 6
COCs Viables
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PARA COCs NO VIABLES

Dispersién por Cédigo de Nivel

COCs No viables

0,6 1,2
TRATAMIENTOS

Gréfico Caja y Bigotes

o
(2]
+

-

TRATAMIENTOS

[
N
+

0 1 2 3

COCs No viables
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PARA EL NUMERO TOTAL DE COCs

Cantidad de COCs

TRATAMIENTOS

[
N
+

Dispersién por Cédigo de Nivel

10
B o
oF
C o
oF
C o o
o
C o o
.F
C o o
oF
06 12
TRATAMIENTOS

Gréfico Caja y Bigotes

I
|

0 2 4 6 8
Cantidad de COCs

10

77



ANEXO DE FIGURAS
SINCRONIZACION CON DIB DE P4 EN VACAS BROWN SWISS

BOMBA DE ASPIRACION PARA REALIZARON OPU
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BOMBA DE ASPIRACION CONECTADA A LA GUIA DE ASPIRACION FOLICULAR

ECOGRAFO ESAOTE® DE MYLABONE, UTILIZADO PARA OPU
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TRANSDUCTOR MICRO CONVEX UTILIZADO DENTRO DE LA GUIA DE ASPIRACION
FOLICULAR

MATERIALES UTILIZADOS PARA EL CONTEO Y CLASIFICACION DE COCs
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ESTEREOSCOPIO UTILIZADO PARA EL CONTEO Y CLASIFICACION DE COCs

VISUALIACION DE COCs OBTENIDOS EN LAS DIFERENTES COLECTAS
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EQUIPO DE TRABAJO EN LA RECOLECCION DE OVOCITOS POR MEDIO
ASPIRACION GUIADA POR ULTRASONIDO
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