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I.- INTRODUCCION

Segun Aguayo, (2015). La ganaderia, es una actividad generalizada y desarrollada
practicamente en todo el pais, es considerada como un renglén socioeconémico para el
desarrollo del campo; ha sido y es cuestionada fuertemente por su desempefio
productivo e impacto ambiental. Por lo tanto debe equilibrarse en un nivel tecnolégico

aceptable y sostenible.

La deteccidn de hembras que se encuentran con conducta de celo es uno de los aspectos
mas importantes en los programas de Inseminacion Atrtificial (1A.) ya que normalmente
a partir de dicha manifestacion se planifica el momento de la siembra de semen.
(Catalano & Callejas, 2001)

Cuando la deteccion de celos se realiza de forma tradicional, es decir, por signos
visibles durante la presencia del estro (inmovilizacion a la monta, nerviosismo general,
olfateo de la vulva o de la orina de otros animales, vulva rosada e inflamada con
desprendimiento de un moco claro, entre otros); solo se alcanza a identificar el 43 % de
las vacas que entran en calor, esto deja a muchas vacas sin inseminacién oportuna.
(Ifiguez, 2014)

“Por otro lado, la incidencia del estro, estéa influenciada por varios factores entre ellos la
edad, raza genotipo, peso corporal, nutricion, ambiente y cambios hormonales”
(Duchens & De los Reyes, 2012) que desencadenan procesos fisiolégicos que actuan
sobre el epitelio vaginal preparandolo para la copula, este efecto causa un incremento en
el nimero de capas celulares, provocando cambios en la morfologia de las células

epiteliales.

Dichos cambios en el epitelio vaginal marcan el cambio de las células epiteliales de no
cornificadas a células cornificadas. Asi, el primer dia del estro se presenta con el 80% o
méas de células epiteliales cornificadas o superficiales segun estudios realizados en
perras (Escobedo H., 2008), (Mansilla G., 2008), en bufalos 45-65% (Duran, y otros,
2015)



1.1 Objetivo General

Identificacion del momento 6ptimo de la inseminacion artificial considerando los

porcentajes de células cornificadas del epitelio vaginal en hembras bovinas.

1.2 Objetivos Especificos

1. Determinar el cambio morfologico de las células del epitelio vaginal como

indicador del tiempo exacto para la inseminacion artificial.



I1. REVISION DE LITERATURA

2.1. Estructuras reproductivas en bovinos

La vagina esta localizada en la parte craneal al vestibulo y se extiende cranealmente por
cerca de 8 pulgadas hasta la entrada del cérvix. Esta protegida por epitelio estratificado
escamoso no queratinizado. La vagina actla de receptor del semen cuando se realiza la
monta natural. Este 6rgano puede ser un impedimento para llegar al blanco en 1A por
dos razones; primero, los pliegues de la vagina que ocurren en vacas abiertas a la
movilidad referida en la seccion de introduccion y segundo el fornix, que rodea la
entrada del cérvix, que es el resultado de la gruesa musculatura del cérvix que se

proyecta en la vagina y su diametro reducido comparado con la vagina (Rivera, 2009)

El cérvix mide de 4 a 5 pulgadas de largo y unas 2 pulgadas de ancho, el mismo que es
de suma importancia en la reproduccion bovina. El cérvix es una rapida disminucion del
tamafo del tracto reproductivo que da proteccion al Utero a la entrada externa de
contaminantes, que de otra manera entrarian desde la vagina. Durante la prefiez el
cérvix crea un tapon natural (tapdn cervical) para formar un medio estéril y seguro en el
que se alojara el feto, la ruptura de dicho tapdn durante esta etapa que algunas veces
puede suceder durante una inseminacion erronea, (de una vaca prefiada) puede provocar
un aborto. (Rivera, 2009)

Desde el punto de vista anatdmico el Utero se puede dividir en cuerpo del Gtero y dos

Cuernos.

El cuerpo del Utero, inmediatamente después del cérvix, pasa a ser el Blanco o punto de
depdsito del semen durante la inseminacion artificial. Los cuernos uterinos son la
continuacion directa del cuerpo del utero cada cuerno es una estructura cilindrica y
simétrica de 8-12 pulgadas de longitud y cerca de 2 pulgadas de diametro dependiendo
de la edad del animal, después de la bifurcacion externa y continuando en forma craneal
los cuernos se doblan en posicion ventro-caudal y después se vuelven a doblar en forma
dorsal. (Rivera, 2009)



Los ovarios son los 6rganos principales del aparato reproductor femenino. Tienen dos
importantes funciones: la produccion de Owvulos y la produccion de hormonas,
principalmente Estrogenos y Progesterona, en las distintas etapas del ciclo estral. En la
superficie del Ovario se pueden detectar dos estructuras diferentes: Foliculos y Cuerpo
Lateo. Los Foliculos son estructuras llenos de fluidos, que contienen los 6vulos en
desarrollo; el CL crece sobre el sitio de la ovulacion del celo anterior y normalmente
tiene una corona sobre su estructura, el mismo que facilita su identificacion durante la

palpacion rectal. (Dejarnette & Nebel, s.f.)
2.2.  Células epiteliales vaginales

Las ceélulas epiteliales vaginales son provenientes de la descamacion continuada y
ciclica del epitelio pavimentos que recubre las paredes vaginales. Esta renovacion esta
ligada a los cambios hormonales especialmente, y casi exclusivamente, a los de los
niveles de estrogenos sanguineos. Los mecanismos Y las caracteristicas de este recambio

son practicamente idénticos en la perra y en la gata. (Prats Esteve, 2001)

Células parabasales: tienen un tamafio algo mayor que las basales, con una relacion
nucleo/citoplasma de 0°2; el diametro del nucleo es menor que la distancia entre éste y
la membrana celular. El nucleo todavia esférico o redondeado tiene perfil menos

regular, ovaladas o alargadas. (Prats Esteve, 2001)

Células intermedias: el tamafio es practicamente el doble que las células paranasales,
con una relacion nucleo/citoplasma de 0’06, y por tanto un didmetro nuclear mucho
menor que la distancia entre el ndcleo y la membrana celular. El ndcleo todavia es
redondeado o levemente ovalado, moderadamente picnético, su citoplasma es mas

irregular, con bordes sinuosos aunque sin angulaciones. (Prats Esteve, 2001)

Células superficiales queratinizadas o cornificadas: Son el ultimo eslabon del
envejecimiento celular, careciendo de ndcleo y de estructuras celulares diferenciables ya
que su tamafo es algo menor que las superficiales porque ya han empezado a sufrir un
"arrugamiento”, son células anucleadas o con so6lo leves restos nucleares, poseen un
citoplasma irregular con bordes angulados, doblados sobre si mismos. (Prats Esteve,
2001)



2.3. Fases del ciclo estral

Al ciclo estral también se lo llama celo o calor, y varia normalmente entre 17 a 24 dias,
considerandose 21 dias como el tiempo promedio, el mismo que estd compuesto por las

siguientes fases: Proestro, estro, metaestro, diestro.

La fase del proestro se inicia con la regresion del cuerpo luteo desde el ciclo anterior o
luteolisis y culmina con el inicio del estro o celo; tiene un tiempo de duracion de dos o
tres dias. La destruccion de cuerpo liteo ocurre gracias a la accion de la PGF2a de
origen uterino (Rippe, 2009) en el proestro la cornificacion vaginal aumenta
gradualmente. La cornificacion completa generalmente se da antes del pico de LH. El
estro o celo se define citolégicamente como la cornificacién completa con més del 75%
de las células anucleadas.

El estro es la etapa o periodo sexual mas intenso del ciclo estral y se denomina calor o
celo, el cual dura aproximadamente 18 horas. Este momento se hace notorio cuando la
vaca se queda inmovil permitiendo ser montada por otra vaca o por el toro. Entre 10 a
12 horas después de que la vaca ya no permite ser montada suceda la ovulacion, el

ovulo es liberado y el periodo de calor o celo termina. (Ifiguez, 2014)

Segln Wiltbank et al., 2002 citado por (Rippe, 2009) “Los signos de estro ocurren
gracias a la presencia de los estrégenos provenientes del foliculo. En cierto momento los
niveles de estrogenos son lo suficientemente altos en concentracion y duracion como

para inducir los sintomas de celo o calor.”

El metaestro tiene una duracion de 3 a 5 dias. Durante esta fase ocurre la ovulacion, que
tiene lugar entre 28 a 32 horas después de haber iniciado el celo, o entre 10 a 15 horas
de haber culminado los signos de celo en respuesta al pico preovulatorio de LH.
Después de la ovulacion se produce una hemorragia y el foliculo se llena de sangre,
convirtiéndose en una estructura conocida como cuerpo hemorragico. El proceso
siguiente es la luteinizacion de las células foliculares que se transforman en células
luteales; estos cambios se dan entre el dia 5 a 7 del ciclo, finalizando asi la fase del

metaestro e iniciando la fase lutea o diestro. (Rippe, 2009)

El diestro es la fase que se caracteriza por la presencia y dominio del cuerpo lateo en el

ovario y la produccion de progesterona, estd regulada por las secreciones de las
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glandulas pituitaria anterior, Utero, ovario y la presencia de un embrion; y va desde el
dia 5 del ciclo estral hasta el dia 18. Esta regulacion de la secrecion de progesterona esta
controlada por un equilibrio de estimulos: uno luteotropico o que estimula la
progesterona y otro luteolitico o que inhibe la progesterona; ambos estimulos son

secretados al mismo tiempo durante el ciclo estral. (Rippe, 2009)

2.4. Factores que inciden en el estro

La edad en la madurez sexual en el ganado bovino puede variar de acuerdo a su raza y
el medio ambiente donde habita, pero si las condiciones de manejo son muy buenas, las
vaquillas pueden mostrar celo anticipadamente. Animales precoces, con buen
crecimiento y desarrollo, que quedan prefiados a los 14-15 meses y logran un parto
alrededor de los 24 meses de edad, comenzaran a producir leche temprano y tendran una

mejor vida productiva y por lo tanto una buena eficiencia econémica.

El celo en los bovinos surge cuando alcanzan los 12 a 17 meses, edad donde se logra la
madurez de los 6rganos reproductivos, se inicia la secrecién de gonadotropinas (GnRH)
desde el hipotadlamo y la hormona foliculo estimulante (FSH) y la hormona luteinizante
(LH), desde la hipdfisis. La FSH estimula al aparato reproductivo y el évulo empieza a
madurar dentro del ovario, después de la maduracion del dvulo, queda preparado para

ovular y ser fertilizado, es en este momento cuando el animal demuestra celo.

En el ganado bovino uno de los factores importantes es la nutricion que regula el
retorno a la actividad ciclica luego del parto en los mismos. Si es inadecuada la ingesta
de nutrientes y los almacenamientos corporales son escasos, el nimero de dias entre el
parto y el primer estro se incrementa y es la causa principal por el cual las vacas

fracasan al concebir durante la temporada de servicio.

La nutricion indebida suprime el estro en las hembras jovenes en crecimiento mas que
en las adultas. Los bajos niveles de energia llevan a inactividad ovarica y anestro en
vacas productoras. Las deficiencias en minerales o vitaminas provocan anestro. La falta
de fosforo en bovinos causa defuncién ovarica, que a su vez lleva al retraso de la
pubertad, signos deprimidos de estro. En las vacas jovenes que se alimentan con dietas
deficientes en manganeso se experimentan alteraciones ovaricas que van desde signos
débiles de estro hasta el anestro. La falta de vitamina A y E pueden ocasionar ciclos

estrales irregulares o anestro.
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2.5. Métodos de deteccién de celo

La deteccion de celo es uno de factores indispensable para la inseminacion artificial
(IA) por lo tanto existen diferentes maneras:

Uno de los métodos mas econdmicos que consiste en la observacion del
comportamiento de la hembra, ya sea cuando hay presencia del moco Cérvico-vaginal
que pueden manchar la cola y zonas vecinas, enrojecimiento y edema (hinchazon) de la
vulva, orinar frecuente y corto, la hembra monta a otras hembras y permite ser montada,
esto también es reconocido como signos de la actividad sexual y el celo entre las
hembras bovinas. Otras manifestaciones fisiolégicas como inapetencia, elevacion de la
temperatura y la disminucion de la produccién lactea requieren de mayor atencion y son

de poca importancia en la ganaderia de doble propoésito. (Ramirez & Vieras, 2006)

(Toros vasectomizados), Esta operacion se basa en la desviacion del pene en un angulo
de 45 o 500 de su posicion natural. Estos toros conservan todas las caracteristicas
sexuales y seminales y solamente quedan imposibilitados para introducir el pene.
(Bespin, Rivero, & Morgado, 2007)... Impidiendo asi una prefiez indeseable o la
transmision de enfermedades venéreas. El uso de estos animales mejora la deteccion de
celo, en especial en aquellas fincas con fallas en la deteccion de celo o ausencia de
registros, ademas, es importante tener en cuenta el efecto de bioestimulacién que ejerce

la presencia del macho, apresurando el reinicio de la actividad ciclica posparto.

Hembras androgenizadas mejora la intensidad de deteccion de celo, cuando son
utilizadas en combinacion con pintura o detectores de presion en base de la cola, o arnés
marcadores (chinball: tiene una esfera que al ser presionada permite la salida de la
tinta). Segin (Bespin, Rivero, & Morgado, 2007).... Este sistema se realiza con
tratamiento de testosterona y la vaca presenta una conducta sexual caracteristica del
macho y por lo tanto se utiliza con buenos resultados en la deteccion del celo en los
bovinos utilizando vacas de 3 afios en promedio, que posean una talla adecuada y que

sean dominantes en la finca.

Segun (SCR Engineers Ltd, 2006) citado por (L6pez L., 2011)Entre las opciones
tecnoldgicas estd el HEATIME, que mediante un sensor (TAG) ubicado en el cuello de
la vaca, monitorea la actividad del animal, si es alta o es baja, mediante un rango, le

aproxima la hora en la cual la vaca entra en mayor actividad.
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La citologia vaginal es una técnica sencilla y rapida de realizar ademas de tener un bajo
costo, los frotis pueden remitirse a cualquier laboratorio veterinario especializado, pero
cualquier clinico con una minima infraestructura (metodos de tincion y microscopio)
puede procesarlos e interpretarlos ya que los cambios del epitelio vaginal son un reflejo

valido de las variaciones hormonales del ciclo sexual de la hembra.

Mediante la citologia vaginal lo que pueden detectarse en el frotis, su identificacion,
namero, caracteristicas, etc. Pueden ser hematies, células de serie blanca, células
glandulares, células epiteliales (parabasales, intermedias”tempranas y tardias” y

cornificadas) espermatozoides, etc.

Fases del ciclo estral en perra mediante la citologia vaginal y células epiteliales

vaginales:

Anestro es frotis pobre en células, aqui predominan células basale y parabasales.
Proestro aparecen células intermedias y superficiales en el inicio, dominando estas
ultimas a medida que avanza la fase. Estro predominio absoluto de células superficiales
cada vez con un porcentaje mayor de queratinizacion y ausencia de nicleo a medida que
avanza la fase. Metaestro (diestro) en el inicio vuelven a hacer su aparicion, junto a las
células superficiales, células basodfilas, intermedias y parabasales, que acaban

dominando el frotis en pocos dias. (Stornelli, Savignone, Tittarelli, & Stornelli, 2006)

2.6. Inseminacion artificial

Segun (Duran, y otros, 2015) La inseminacién artificial es una tecnologia reproductiva

aplicada comdUnmente en programas de mejoramiento genético

Tal como lo menciona (lfiiguez, 2014) el momento Optimo para la inseminacién
depende de cuando ocurre la ovulacion en relacion al calor y durante cuanto tiempo el
semen permanece viable. Generalmente el semen es viable durante unas 24 horas
mientras que la viabilidad del évulo es de Gnicamente cuatro horas; asi, el tiempo para
llevar a cabo la fecundacidon es muy corto. Por ello, segun lo utilizado Hay dos reglas
principales para lograr la inseminacién en el momento oportuno. La regla AM/PM ha
sido utilizado tradicionalmente por los productores, si se observa a la hembra en calor

durante la mafiana deben de ser inseminada en la tarde cerca del anochecer.
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La inseminacion artificial en ganado bovino, es una actividad que consiste en depositar
el semen en el cuerpo del Utero de la hembra de forma manual en el momento méas
adecuado para obtener una alta probabilidad de que la hembra quede gestante en el
mismo proceso de IA (Inseminacidn artificial), donde la participacion del macho queda

limitada.
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I1l. MATERIALES Y METODOS

3.1. UBICACION Y DESCRIPCION DEL AREA EXPERIMENTAL

El siguiente trabajo investigativo se llevd a cabo durante 120 dias en la ciudad de
Babahoyo, en el &rea de Ganaderia de la Facultad de Ciencias Agropecuarias (FACIAG)
perteneciente a la Universidad Técnica de Babahoyo, ubicada en el km 7 % de la via
Babahoyo — Montalvo de la Provincia de Los Rios, a una altura 7 msnm cuya
localizacion geografica es 01° 47° 49” 5 latitud, una longitud 79° 32” 00"W,

precipitacion promedio anual de 1987.04 mm, con temperaturas promedios de 25°C™.
3.2. MATERIAL GENETICO

El siguiente estudio fue realizado con 17 hembras bovinas con los siguientes cruces de

razas Brown swiss, Holstein Friesian, Jersey y Brahman.

3.3. MATERIAL DE CAMPO

e |sopos

e Placas

e (Guantes

e Papel

e Metanol

e Acido acético
e Termdmetro
e Alcohol

3.4. MATERIAL DE LABORATORIO

e Microscopio

e Placas

e Papel

e Tincion de giemza
e Agua destilada

e Alcohol

3.5. FACTORES ESTUDIADOS

Citologia de células epiteliales vaginales y reflejos corporales.
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3.6. METODOS

Se utilizaron los métodos: inductivos-deductivos, deductivos-inductivos y el método

experimental.

3.7. ANALISIS ESTADISTICO

Los datos se sometieron a un T-test y GLM del Sistema de Analisis Estadistico (SAS
Institute, version 9.4, Cary, NC, EE.UU.). Las diferencias entre las medias de los
tratamientos se determinaron mediante el uso de pruebas de rangos mudltiples de

Duncan. La significacion estadistica se establecié en p <0,05.
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3.8. MANEJO DEL ENSAYO

Se realiz6 la observacion diaria de signos y sintomas de celo en las 17 hembras y la
respectiva evaluacion de frotis vaginal de cada una de ellas para correlacionar entre las
celulas epiteliales vaginales cornificadas y el momento ideal para la inseminacion
artificial en funcion del estro. Los animales fueron colocados en la manga del corral
para su evaluacion y muestreo (Figura 5, A). La inseminacion y monta natural se
procediod a realizar cuando los niveles de células cornificadas se encontraban en mayor

porcentaje, para la monta natural se utilizo un toro de raza Girolando (Figura 5, B).

3.8.1. Signos, Sintomas del Estro y Citologia Vaginal

Los signos y sintomas de celo tales como las orejas erectas y presencia o descarga de
moco. La recopilacion de datos se llevd a cabo alrededor de las 07:00-8:30 AM por un
periodo de 120 dias. Al momento de evaluar, se anotaron los cddigos de cada una de las

hembras.

Con respecto a la citologia vaginal, previamente se limpiaban las vulvas de los animales
evaluados, con agua y se secaba con toallas limpias de papel. Para el muestreo se utilizo
un hisopo seco estéril de 6 pulgadas, el cual se insertaba las tres cuartas partes en la
cavidad vaginal, de tal manera que permitia alcanzar el epitelio vaginal de donde se
extraian las células epiteliales. El hisopo se giraba suavemente 90° para recoger la

muestra suficiente de células vaginales e inmediatamente se retiraba.

Inmediatamente se realizaba el frotis tomando el hisopo que contenia la muestra y se
untaba haciendo un giro suave evitando deslizar sobre el portaobjeto de vidrio limpio y
seco, pre-marcado con la identificacion del animal, fecha y nimero de la placa. Dos
portaobjetos con la muestra vaginal por cada animal fueron preparados. Para fijar las
células epiteliales al portaobjeto, estos fueron sumergidos por 2 a 3 veces consecutivas
en metanol puro y provocar la deshidratacion de las células, e inmediatamente a una
solucién de acido acético: metanol en una proporcion de 1:3, durante al menos 10
segundos para permitir la adherencia de las células a la placa. La placa se dejo al aire

libre para su secado por alrededor de 5 minutos.

Después del secado de las placas, las células vaginales se tifieron con Giemsa por el
periodo de 2 a 5 minutos, aplicAndolo sobre la placa con un gotero hasta cubrir la

superficie de la misma. Las placas fueron lavadas con una piceta que contenia agua
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destilada, aplicando el chorro desde la parte superior, luego fueron secadas al aire. Las
placas se observaron utilizando un microscopio compuesto, iniciando con el objetivo
x20 y posteriormente con el objetivo x40. Sobre las placas tefiidas se realizaron las
lecturas de los estadios de las células epiteliales presentes. Se contabilizaron al menos
100 células por cada portaobjeto que al momento de la evaluacion se clasificaron como
parabasales, intermedias tempranas, intermedias, intermedias tardias, y

cornificadas/queratinizadas.

3.8.2. Inseminacion Artificial (IA) y/o Monta del Toro, Citologia Vaginal y
Diagndstico de Prefez.
Después de monitorear 3 ciclos de estro, las hembras que fueron muestreadas y que
reportaron altos porcentajes de células cornificadas, fueron inseminadas artificialmente
y/o expuestas al toro cuando la inseminacién no era posible. Para IA, se utilizaron dos
origenes de semen congelado. El primero de un Brahman rojo proporcionado por el Sr.
Loren Olsen de la Hacienda Victoria ubicada en Bucay - Guayas Yy el segundo de raza
Holstein proporcionado por el Dr. Ignacio Macias de la Escuela Superior Politécnica
Agropecuaria de Manabi (ESPAM-MFL). Una sola dosis de semen fue inseminada en
los animales que presentaron altos porcentajes de células cornificadas. Al mismo tiempo
se consideraron los signos y sintomas visuales que manifestaban las hembras. En la
ultima etapa del estudio, se consideré confinar el toro conjuntamente con la hembra
reportada con altos porcentajes de células cornificadas para verificar y confirmar la
manifestacion de estro. La inseminacion fue realizada por dos especialistas que
manejaban la técnica. El diagndstico de prefiez fue realizado a los 45 dias, insertando la
sonda conjuntamente con la mano, provista de un guante ginecoldgico via rectal, el cual

detectaba la fase de crecimiento del feto.

Los 11 animales que fueron inseminados y/o por monta natural se separaron en tres
formas: Inseminadas considerando el porcentaje de células cornificadas, células
cornificadas y presencia de reflejos corporales y por los reflejos corporales y secrecién
de moco. Las seis hembras restantes no fueron inseminadas y/o montadas debido a la

ausencia del estro.
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3.9.VARIABLES EVALUADAS

3.9.1. Presencia o Ausencia de Secrecion de Moco Vaginal
Durante la toma de muestra de las células epiteliales vaginales se realizé la evaluacion
visual de la presencia o ausencia de moco vaginal. EI moco evaluado tenia la

caracteristica cristalina y viscoso.

3.9.2. Reflejos Corporales
Los reflejos corporales fueron verificados observando el elevamiento de la cola y orejas
erectas cuando se presionaba con la palma de la mano en el dorso y de esta manera

comprobar si el animal estaba en celo.

3.9.3. Tipo de Células Epiteliales Vaginales

Para clasificar las células epiteliales vaginales, se utilizé el método descrito por Duran
et al. (2015) utilizado en bufalos de agua y adaptado a este estudio. Las células fueron
clasificadas como: Parabasales cuando las células son de tamafio pequefio con ndcleo
grande y ooplasma pequefio. Intermedias Temprana cuando el ndcleo es grande, pero el
ooplasma ha comenzado a expandirse en todas las direcciones. Intermedia cuando el
nucleo de la célula se ha reducido en tamafio y el ooplasma que rodea el nucleo se ha
expandido completamente. Intermedias Tardias cuando el nicleo se redujo
significativamente en tamafio y el ooplasma esta completamente expandido, y
Cornificada o queratinizada cuando el nicleo esta ausente y con ooplasma ampliado en
gran medida. Los datos registrados fueron los porcentajes de las diferentes etapas de
células epiteliales vaginales, tales como: parabasales, intermedias tempranas,
intermedias, intermedias tardias, y cornificadas/queratinizadas, como se muestra en la

Figura 6.

3.9.4. Diagnéstico de Prefiez

El diagndstico de gestacion de las hembras servidas, ya sea de forma natural o por
inseminacién, se llevo a cabo mediante ecografia. EI diagnostico de gestacion se realizd
utilizando un ecografo de marca Imago 2.5, a los 45 dias después de la inseminacion

artificial o monta natural.
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IV. RESULTADOS

4.1. Signos, Sintomas del Estro y Citologia Vaginal

En la Tabla 1, se describen los resultados obtenidos de la inseminacién y/o monta
natural realizada en los animales evaluados. De estos animales, once (64,7%,11/17)
fueron servidos a través de la inseminacion artificial o por un toro y seis (35,3%, 6/17)

no se inseminaron debido a la ausencia de signos clinicos o visuales del estro.

Cuando se consideraron la presencia de células cornificadas y los reflejos corporales,
dos hembras (18,2%, 2/11), presentaron reflejos durante el estro y valores de > 40% de
células cornificadas, combinadas con un alto porcentaje de células intermedias tardias
con un valor de > 30% (Tabla 1), con esta informacion se confinaron las hembras en

celo, montadas por el toro reproductor.

Con respecto a la observacién de los reflejos corporales y secrecién de moco, dos de
los animales (18,2%, 2/11, cddigo: 8217 y 8182) fueron servidas considerando los
signos visuales de estro (reflejos corporales) y descarga de moco, sin embargo; los
porcentajes de células cornificadas estuvieron en valores de <40% (Tabla 1).

4.2.Inseminacion Artificial (IA) y/o Monta del Toro, Citologia Vaginal y
Diagnostico de Prefiez.

Conforme los resultados obtenidos que se presentan en la Tabla 1, considerando el

porcentaje de células cornificadas, de los once animales; siete (63,6%, 7/11) mostraron

> 60% de células cornificadas, mientras que las células intermedias se expresaron en

porcentajes < 35%, razén por lo que se decidid la inseminacion en seis de ellas y una

fue confinada con el toro.
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Tabla 1. Registro de reproduccion y las razones de la inseminacion de los animales utilizados en el estudio.

%

inseR:'\zizgc(:gr:ay/o Nu:‘eero cocldellgo Toro/IA % Células Células (%) (%)
. . Cornificadas Intermedias Prefiez No Preiiadas
monta animales animal ,
tardias
Considerando el 7(63.6)° 8167 IA-MAGAP 58.5 35.6 2(28.6)° 5(83.3)
porecentaje de células 8202 IA-UTB? 68.4 10.5
cornificadas 8203 IA-MAGAP 61.2 09.0
8189 Toro 86.2 13.0
8195 IA-UTB? 70.0 25.9
8180 IA-UTB? 67.7 15.3
8191 IA-UTB? 74.1 16.3
Células cornificadas y 2(18.2)b 8153 Toro 40.0 30.0 2(100)b 0
presencia de reflejos 8205 Toro 40.5 46.8
corporales
Por reflejos corporales y 2(18.2)° 8217 IA-UTB? 30.2 68.8 0(0.0)° 0
secrecién de moco 8182 IA-UTB* Y 26.0 27.9
Toro
TOTAL 11 4 (36.4) 7 (63.6)

! Semen para IA proveniente de la granja del Sr. Loren Olsen, Bucay, Guayas, ° Semen procedente de la ESPAM, Calceta, Manabi.
Prueba de rangos multiples de Duncan.
Los datos en la misma columna con diferentes superindices son estadisticamente diferentes (p <0,05).
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De los animales que fueron concebidos (% Prefiez), cuatro (36,4%, 4/11) quedaron
prefiadas de los cuales 2 (50,0%) eran de un grupo de animales inseminados
considerando el porcentaje de > 50% de células cornificadas que presentaron al
momento de la evaluacion, resultando una tasa de prefiez del 28,6% (2/7). Las otras 2
(50%) hembras prefiadas fueron inseminadas basado tanto en el alto porcentaje de
células cornificadas, como en el alto porcentaje > 30% de células intermedias,
combinadas con los reflejos corporales, lograndose un 100% (2/2) en la tasa de prefiez.
Las hembras que fueron inseminadas considerando los reflejos corporales como

referencia y la presencia de secrecion mucosa, resultaron en un 0% de prefiez (Tabla 1).

Los cambios diurnos en los patrones mostrados en los porcentajes de células
cornificadas como resultado de las evaluaciones diarias en los animales utilizados en
este estudio varian con la fluctuacion ocasional. Cambios fluctuantes son observados a
través del ciclo del estro con una onda distinta sobre los cambios en las diferentes etapas
de células. El analisis exhaustivo sobre los cambios en las células vaginales que
muestra ondas distintas, se llevo a cabo la inseminacion artificial durante el aumento
observado del porcentaje de las células cornificadas durante el tercer pico > 60%
(Figura 1).

La Figura 2, muestra la fluctuacion de las ondas mas claramente del momento exacto en

que se decidi6 a realizar la inseminacion artificial o monta natural.

Las Figuras 1 y 2, muestran los cambios fluctuantes de la presencia de las células
parabasales, intermedias temprana, intermedias e intermedias tardias y las cornificadas.
Los patrones de onda sobre el incremento de las células cornificadas en los diferentes
intervalos fueron notados antes de que se observe un pico distinto (flechas rojas,
Figura4). Utilizando estos picos de la presencia de células cornificadas como referencia,
ciclos estrales de entre 21 a 29 dias, fue registrado en todos los animales con un
promedio de 27,1 dias. De los 11 animales que fueron evaluados diariamente, sélo
cuatro (36,4%) mostraron una ocurrencia consistente de pico cornificacion a 29 dias de
intervalo. El resto de hembras (63,6%) tuvieron una ocurrencia irregular de los picos de

cornificacién que fluctuaban desde 1 a 8 dias, con una media de 4,4 dias.

La Figura 3, muestra las diferentes etapas morfoldgicas de las células epiteliales
vaginales observadas. En el dia 0, dia del estro, las células parabasales (A, flecha roja)

estan en la media de incidencia de 1,4%, siendo mas prominentes en el dia 1,

22



presentando valores de 43,1%; luego, se observa una disminucion en el dia 2 hasta el
siguiente ciclo que aparecen en niveles de 1-9%. Posteriormente, las células intermedias
(A, B, C, flechas amarillas, azules y verdes) dominan en el patron de ondas. Antes del
pico (> 60%) de las células cornificadas (D, flecha negra), las células vaginales que
dominan (> 30%) son las células intermedias tardias (B,C, flecha verde) y éstas ocurren
al menos entre 1 a 7 dias antes del pico, con un promedio de 3 dias.

En la Figura. 4 se presenta las células epiteliales vaginales dominantes antes, durante y

después del estro en bovino.

La Tabla 1, presenta las referencias de prefiez que resultaron en la determinacion del
tiempo Optimo para la inseminacion artificial o monta en hembras bovinas. Los
resultados mostraron que la prefiez se logré cuando el estro fue determinado mediante el
uso de la citologia vaginal especialmente si se combinaba con los signos visuales del
estro. El indice de cornificacion de > 60% parece ser un buen indicador del estro en
hembras bovinas. La inseminacion artificial o monta natural realizada cuando el indice
de cornificacion es <35% resulto ser no beneficiosa. En este estudio se encontré que los
signos visuales solamente, son indicadores pobres para la determinacion del periodo
evidente del estro. Estos signos fueron considerados para la inseminacion artificial y/o
monta; sin embargo, los resultados mostraron la no prefiez de las hembras.

Tabla 2. Método practico para determinar el momento 6ptimo para la inseminacion
artificial en hembras bovinas

Referencia de cornificacion IA/toro por cornificacion
Grupo de Referencia de Intervalo Cornificacion Intervalode Cornificacion
animales IA/toro N después del % * SD referencia %+SD
después de la ultimo pico, dela
IA/ toroy el dias £ SD cornificacion
diagndstico de Dias + SD
preiez
Citologia vaginal 2 28 88.7 26 68.4
Prefiadas
Citologia vaginal 2 21.7412 79.6+13 20.5+11 61.7+4
con signos
visuales
Citologia vaginal 4 19.2+9 76.7+8 16.0£16 64.515
No-prefiadas
Signos visuales 3 22.7+1 61.0+15 20.0+8 34.9+13
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Figura 1. Cambios diurnos en las células epiteliales vaginales de bovino, durante un periodo de observacion de 60 dias.
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Figura 2. Cambios diurnos en el porcentaje de células parabasales, intermedias tardias y cornificadas en hembras bovinas con baja condicion

corporal como indicador de la hora exacta para la inseminacion artificial o monta natural.
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Figura 3. Cambios morfologicos en las células epiteliales vaginales en bovino, en diferentes
estados del ciclo estral. Parabasales (A, en flecha roja), Intermedia temprana (C, flecha
amarilla), intermedia (A,B, flecha Azul), intermidia tardia (B,C, flecha verde) y
Cornificadas o queratinizadas (D, flecha negra).

Figura 4. Las células epiteliales vaginales dominantes antes, durante y después del estro
en bovinos. A) Células en etapa intermedia tardia presentes en el dia -7 al dia -1 antes del
estro. B) Células cornificadas o queratinizadas presentes durante el dia del estro. C)
Células parabasales con pocas cornificadas y con presencia de células sanguineas,
presentes en el dia 1 después del estro.
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La Tabla 3, presenta el indice de cornificacion y el intervalo de dias después que se
observd el Gltimo pico de cornificacion durante la IA y/o la monta del toro de los
animales que fueron prefiados y no prefiados. Las hembras que presentaron anestro no
fueron inseminadas y/o montadas, debido a la falta de porcentajes altos de cornificacion
que reportd el frotis vaginal. Las hembras que fueron artificialmente inseminadas o
sometidas al toro tuvieron el mismo indice de cornificacion e intervalos de dias después
de la observacion del pico de la cornificacion previa. Los animales en anestro tienen
significativamente (P <0,01) menor porcentaje de cornificacion y tienen mas largo el
intervalo del estro.

Tabla 3. indice de cornificacion e intervalo de dias después que se observo el Gltimo pico
de cornificacién durante la A o la monta del toro de los animales prefiados, no prefiados y
anestro.

Grupo de animales indice de cornificacion,% + SD Intervalo desde el pico de
cornificacion anterior, Dias
+SD

Prenadas 69.6+12.5 24+7.4
No-prenadas 68.6+13.8 23.7+¢2.0
Anestro 35.3113.9 26.61£13.5

Cuando el resultado de la 1A y el apareamiento del toro fueron evaluados en base a la
edad, nimero de partos, la condicidn corporal, y periodo de dias en post-parto, no hubo
evidencia significativa de que estos parametros influyeran en el éxito del resultado de
reproduccion, esto significa que otros factores pudieran estar implicados (Tabla 4).

Tabla 4. Edad de las hembras bovinas, nimero de partos, condicién corporal, y el periodo
post-parto en dias de las prefiadas, no prefiadas, y en anestro.

Grupo de Edad *SD Numero de Condicién Periodo post-
animales Parto £ SD corporal £ SD parto, dias
Preiiadas 5.9+4.0 3+2.8 2.440.5 221.25+£169.8

No prenadas 3.4+0.53 1.1+0.38 2.5+0.4 241+152.1
Anestro 6.0£1.5 2.8%1.2 2.5+0.4 153+109.7
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V. DISCUSION

Los altos porcentajes de células cornificadas nos conducen a decidir el momento exacto
de la inseminacion artificial y/o monta, estos resultados concuerdan con Shille, (1989)
y Wright, (1991) citado por (Sanchez & Rubilar, 2001) quienes realizaron un trabajo de
investigacion en hembras caninas, indicaron que la presencia de mas de un 80% de
células cornificadas observadas en frotis vaginales reproductivamente sanas son

consideradas como estro.

La secrecion de moco cervico-vaginal no es signo de que se obtenga la concepcion
utilizando inseminacion artificial y/o monta natural, estos resultados concuerdan con lo
expresado por (Diaz de Ramirez & Belloso, 2002) los mismos que mencionan que la
descarga de moco cervico-vaginal no es un indicador para realizar la inseminacion

artificial, ya que es una condicion que no se expresa en todas las hembras.

Con respecto a los resultados obtenidos cuando se evalué la condicion corporal,
probablemente la pobre condicion corporal que tenian los animales < 3.0 (en escala de 1
a 5) durante el tiempo de evaluacion es una de las razones de la manifestacién anormal
del estro e incluso provocar anestro en los animales. Estos resultados coinciden con la
investigacion realizada por los autores Houghton, Lemenager, Horstman, & Hendrix.,
(1990), citado por (Madrigal, Colin, & Hallford, 2001) quienes han encontrado que las
hembras bovinas con condicién corporal < 3.0 (en escala de 1 a 5) presentan un periodo
de anestro posparto de 28 a 58 dias mas largo que el de las hembras con condicién

corporal > 3.0.
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VI. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

CONCLUSIONES

e La técnica de citologia vaginal es eficiente en mostrar los estadios de las células
epiteliales vaginales a lo largo del periodo del estro en las hembras bovinas.

e La presencia de células cornificadas mayor del 40% combinada con células
intermedias tardias con un promedio superior al 30% Y los reflejos corporales se
determina el momento 6ptimo para la inseminacion artificial.

e La presencia moco y signos visuales no son indicadores suficientes para poder

determinar el momento éptimo de la inseminacion artificial.

RECOMENDACIONES

Las variaciones de los datos registrados con respecto a la fluctuacion de los porcentajes
de las células epiteliales vaginales a lo largo de los ciclos evaluados es debido a la baja

condicidn corporal por balance negativo nutricional presente en el hato ganadero.

Se recomienda que se realice nuevos estudios utilizando hembras en mejores

condiciones medio ambientales y nutricionales.
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VIil. RESUMEN

En Ecuador la técnica de inseminacion artificial es utilizada por los ganaderos; sin
embargo, la baja eficiencia de la misma provoca que menos animales se prefien
anualmente, traduciéndose en baja produccion de leche y carne. Este estudio tuvo como
objetivos, determinar el cambio morfologico de las células del epitelio vaginal como
indicador del tiempo exacto para la inseminacion artificial y definir un método préactico
para la determinacion del tiempo dptimo de inseminacién artificial en hembras bovinas.
En los predios del area de Ganaderia de la Universidad Técnica de Babahoyo, por un
periodo de 120 dias se realiz6 un estudio utilizando 17 hembras bovinas, tomando como
factores las variables de: citologia de células epiteliales vaginales, signos y sintomas del

estro y porcentajes de prefiez después de la inseminacion artificial y/o monta natural.

Esto con la finalidad de determinar el método para la identificacion del momento
Optimo de la inseminacién artificial considerando los porcentajes de células cornificadas
del epitelio vaginal en hembras bovinas. Utilizando un microscopio compuesto, se
realizd la evaluacién de las placas que contenia el frotis vaginal, la misma que permitid
la clasificacion de células como parabasales, intermedias tempranas, intermedias,
intermedias tardias, y cornificadas/queratinizadas; por lo cual fue considerado el mayor
porcentaje de las células epiteliales vaginales cornificadas para el momento éptimo de la

inseminacidn artificial y/o monta natural.

Los resultados indicaron que la técnica de citologia vaginal fue muy clara en mostrar los
estadios de las células epiteliales vaginales a lo largo del periodo del estro en las
hembras bovinas. También, considerando las células cornificadas presentes en altos
porcentajes, es posible obtener hasta el 30% de prefiez. La presencia de células
cornificadas >40% combinadas con un alto porcentaje de células intermedias tardias
>30% y los reflejos corporales mas el confinamiento con el toro reproductor se logra un
100% de prefiez. La presencia de los signos visuales solamente no son indicadores para
la determinacién del periodo del estro, ya que cuando fueron considerados para la
inseminacién artificial y/o monta; las hembras no se diagnosticaron prefiadas. Por
irregularidad de los datos registrados con respecto a la fluctuacion de los porcentajes de
las células epiteliales vaginales causados probablemente por la condicién corporal de
los animales, se recomienda establecer nuevos estudios utilizando hembras con buena

condicion corporal.
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SUMMARY
In Ecuador, the artificial insemination technique in bovine is used by farmers; however,

the low efficiency causes fewer pregnant animals annually, resulting in low production
of milk and meat. This study aimed to determine the morphological changes of vaginal
epithelium cells as an indicator of the exact time for artificial insemination and define a
practical method for determining the optimum time for artificial insemination in bovine
females. In the livestock area of the Universidad Técnica de Babahoyo, during a period
of 120 days, a study using 17 females cattle was performed, using as factors variables
as: cytology of vaginal epithelial cells, signs and symptoms of estrus and pregnancy

rates after artificial insemination and / or natural service.

This in order determine the method for identifying the optimal timing of artificial
insemination based on the percentage of cornified vaginal epithelial cells in bovine
females. Using a compound microscope, the evaluation of the slides containing the
vaginal smear was performed, allowing to evaluate the presents cells and categorizing it
as parabasal, intermediate early, middle, late intermediate, and cornified / keratinized;
so it was considered the highest percentage of cornified vaginal epithelial cells for the
optimal timing of artificial insemination and / or natural service. The results indicated
that the smear technique was very clear in showing the stages of vaginal epithelial cells

throughout the period of estrus in bovine females.

Also, considering the cornified cells present in high percentages, it is possible to obtain
up to 30% pregnancy rate. The presence of cornified cells> 40% combined with a high
percentage of late intermediate cells> 30% and the body reflexes confinement with
breeding bull 100% pregnancy rate is achieved. The presence of visual signs are not
only indicators for determining the period of estrus, since when were considered for
artificial insemination and / or mounted; females were diagnosed not pregnant. Due to
the irregularity of the recorded data with respect to the fluctuation of the percentage of
vaginal epithelial cells, probably caused by the body condition of the animals, it is

recommended to establish new studies using females with good body condition.
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ANEXOS

Tabla 5 Perfil de los 17 animales utilizados para determinar los cambios diurnos de
las células epiteliales vaginales.

Cadigo Edad Nuamero de Dias post Raza Condicion  Breeding
(afios) partos parto Corporal result
8183 4.5 2 90 Brown Swiss 2.5 AE
8189 3.0 1 121 Brown Swiss 2.5 NP
8191 3.5 1 369 Brown Swiss 2.5 NP
8195 2.5 1 85 Brown Swiss 2.0 NP
8167 7.0 3 213 Brown Swiss 3.0 NP
8180 3.5 1 76 Brown Swiss 3.0 NP
8205 3.0 1 86 Brown Swiss 2.5 Pregnant
8211 4.0 1 331 Brown Swiss 2.0 AE
8182 4.0 1 459 Brown Swiss 3.0 Pregnant
8153 11.0 7 463 Brown Swiss 2.0 Pregnant
8162 7.5 4 72 Brown Swiss 2.0 AE
8173 6.5 3 62 Brown Swiss 25 AE
8203 4.0 2 335 Jersey 2.0 AE
8213 6.0 3 118 lersey 3.0 NP
8161 7.5 4 245 Holstein 3.0 NP
8217 2.5 1 123 Holstein 2.0 AE
8202 3.5 1 244 Holstein 2.5 Pregnant
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Figura 5 Animales utilizados en el ensayo: Hembras dispuestas en columna dentro de la
manga para la toma de muestras de células epiteliales vaginales (A); Reproductor
utilizado en el ensayo para la monta natural (B).
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Figura 6. Células epiteliales vaginales en bovino. A) Células
Parabasales, B) intermedias tempranas, C) Intermedias, D)
Intermedias tardias y E) Cornificadas/queratinizadas (Fotos provistas
por la Dra. Danilda Hufana — Duran).
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Figura 7. Citologia Vaginal en hembras bovinas: Frotis vaginal (A), Adherencia de
la muestra en el portaobjeto (B), Tincién de la placa con giemsa (C) y observacion
de la muestra en un microscopio compuesto y registro de las células epiteliales

vaginales (D).
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Figura 8. Inseminacion artificial y/o monta natural: Tanque de nitrogeno liquido que
contenia las pajuelas de semen (A), inseminacion artificial (B), monta del toro
reproductor (C).
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Figura 9. Diagnostico de prefiez: Marca del ecografo (A), diagnostico de gestacion mediante
ultrasonido por la via transrectal (B), ecografia (C).
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