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RESUMEN

El objetivo de este estudio fue aumentar el porcentaje de gestacion en bovinos
productores de carne, elevando las concentraciones plasmaticas de progesterona
mediante la aplicacion del CIDR (Controlled Internal Drug Release) posterior a la
inseminacion artificial (post-I1A), coadyuvando al mantenimiento fisiolégico del cuerpo
liteo hasta el reconocimiento materno. Se utilizaron 137 vacas en estro de las razas
Simmental (n= 81) y Simbrah (n= 56). Se mantuvieron en produccion semi-intensiva,
con minerales y agua a libre acceso. Las vacas fueron inseminadas
transcervicalmente 12 horas posteriores a la deteccion del celo. En el dia 5 post-IA,
los animales fueron divididos en 3 tratamientos aleatoriamente. El Tratamiento 1 o
testigo (n=44) sin CIDR, Tratamiento 2 (n=50) y 3 (n=43) se les aplicé un CIDR
reusado en el dia 5 post-IA, el cual se mantuvo durante 7 y 14 dias respectivamente.
Se colectaron muestras sanguineas de las vacas los dias 0 (momento de la 1A), 5
(momento de la aplicaciéon del CIDR reciclado), 12 y 19 (retiro del CIDR), con el
objetivo de medir las concentraciones de progesterona. Las muestras fueron
analizadas por medio de Radioinmunoanalisis (RIA). El diagndstico de gestacion
temprana se realiz0 el dia 28 mediante ultrasonografia transrectal (ultrasonido
ALOKA® SSD900 y transductor transrectal ALOKA® de 7.5 MHz). Posteriormente, el
dia 60 se diagnostico la prefiez en forma definitiva por ultrasonografia y palpacion
rectal. Los porcentajes de gestacion fueron evaluados por el método no paramétrico
Chi-cuadrada (x?), no se encontr6 diferencia significativa (P<0.05) entre los
tratamientos. Sin embargo, los animales que recibieron la aplicacion del CIDR en el
dia 5 post-IA mantenido por 7 dias (Tratamiento 2), obtuvieron un porcentaje de
gestacibn mas alto que el Tratamiento testigo (68% vs 57%). Para las medias
obtenidas de las concentraciones de progesterona en el dia 19 post-lIA se obtuvieron
diferencias significativas entre los tratamientos (P<0.05), demostrando que las
concentraciones de progesterona son mayores en el Tratamiento 3 (4.591ng/ml),
respecto al 2 (3.691ng/ml) y el 1 (1.864ng/ml). Se obtuvo diferencia altamente
significativa (P<0.01) en el retorno al estro después del retiro del CIDR post-IA en los

Tratamientos 2 y 3 respecto al testigo (93% y 63% vs 32%).
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1. INTRODUCCION

La ganaderia bovina, es una de las principales actividades del sector pecuario, y es
tal vez la actividad mas diseminada en el medio rural. A pesar de su importancia, en
los ultimos afios la produccién de carne ha decrecido hasta en un 10% (SAGARPA,
2005). Esto debido a factores como una nutricion deficiente, programas de
mejoramiento genético limitado, enfermedades infecciosas y un mal manejo
reproductivo del hato. Realizar un buen manejo reproductivo contribuye en forma
significativa en la produccion, por ello la importancia de establecer programas
eficaces desde la sincronizacion de estros hasta el diagndstico de gestacion.

Ayad et al. (2007) demostraron que existen factores que afectan la permanencia del
cuerpo lateo, entre estos la secrecion de prostaglandina F.a (PGF,a), que inicia su
proceso luteolitico entre los dias 15 y 17 posterior a la ovulacién; dando como
resultado la muerte embrionaria. Por otra parte, la secrecion de proteinas
trofoblasticas del embrion, suprimen la liberacion pulsatil de PGF,a, facilitando el
mantenimiento Iiteo. El cuerpo Ilateo se considera fundamental para el
mantenimiento de la gestacién, debido a que es la principal fuente de progesterona
durante la mayor parte del periodo de gravidez en vacas. La progesterona (P4),
ademas de proveer un medio adecuado para la implantacion del embrion, induce a
un mejor desarrollo del mismo (Larson et al., 2007); resultando en una mayor
produccion de proteinas trofoblasticas, como el interferén tau (IFN-t); logrando con
exito el reconocimiento materno y gestacion (Mann et al., 2006). En contraste, bajas
concentraciones de esta hormona (P4) han sido relacionadas con muerte
embrionaria, las cuales en su mayoria se han suscitado en el periodo de transicion
morula-blastocisto y en el momento que se lleva a cabo el reconocimiento materno,
ambos eventos en las primeras semanas posterior a la inseminacion artificial (post-
IA) (Inskeep, 2004). Por tal motivo, se ha examinado el efecto de la adicion de
progesterona después de la inseminacion. Los tratamientos con CIDR post-IA,
incrementan las concentraciones circulantes de progesterona en animales tratados

en la primera semana después del servicio, logrando aumentar los porcentajes de



prefiez (Larson et al., 2007). Los resultados positivos de los estudios realizados en
vacas lecheras podrian deberse a las relaciones positivas entre, la concentracion de
progesterona y un buen desarrollo embrionario (Maurer y Echternkamp, 1982) y entre
la produccion de IFN-t en el dia 16 y las concentraciones de progesterona en los dias
4y 5 (Green et al., 2005). Sugiriendo nuevamente que la progesterona mejora el
desarrollo embrionario dandole la capacidad al embrion de inducir con éxito el

reconocimiento materno.



1.1. Objetivos

1.1.1. Determinar el porcentaje de gestacion en vacas productoras de carne
(Simmental y Simbrah) aplicando el CIDR (Controlled Internal Drug Release) en el

dia 5 post inseminacién artificial mantenido durante 0, 7 o 14 dias.

1.1.2. Medir la concentracion sanguinea de progesterona en el dia 0 (inseminacion),

5 (aplicacion del CIDR), 12 y 19 (retiro del CIDR) después de inseminacion artificial.

1.1.3. Conocer el porcentaje de animales que regresan al estro (resincronizacion),

después del tratamiento con CIDR durante 0, 7 0 14 dias post inseminacion artificial.

1.2. Hipdtesis

La progesterona, administrada mediante el CIDR (Controlled Internal Drug Release),
aplicada en el dia 5 post inseminacion artificial, aumentara las concentraciones
plasmaticas de esta, contribuyendo al mantenimiento de la vida fisiologica del cuerpo

liteo hasta el reconocimiento materno, incrementando el porcentaje de gestacion.

1.3. Justificacion

La progesterona, administrada mediante el CIDR (Controlled Internal Drug Release),
ademas de utilizarse en la sincronizacion de estros, puede llegar a incrementar los
porcentajes de prefiez, reutilizando el material de la practica reproductiva asistida

comun, reduciendo los costos por tratamientos.



2. REVISION DE LITERATURA

2.1. Ciclo estral

El conocimiento de las fases del ciclo estral (fase folicular y fase litea) y su
interaccién hormonal, han sido claves para el éxito de un buen manejo reproductivo.
La fase folicular comprende las etapas de proestro y estro, iniciandose con la
selecciéon del foliculo dominante hasta el momento de la ovulacién; mientras que la
fase lutea comprende al metaestro y diestro, comenzando con la formacién del

cuerpo lateo hasta el momento de la lutedlisis.

El ciclo estral en las vacas estd compuesto por dos o tres ondas foliculares. El
surgimiento de la onda folicular se caracteriza por el repentino crecimiento de 8 a 41
foliculos de entre 3 a 4 milimetros de diametro (Adams y Pierson, 1995; Adams,
1999; Singh et al., 2003). El surgimiento de una onda folicular y la seleccion de un

foliculo dominante estan asociados con el aumento y la disminucion de FSH.

La primera onda folicular ocurre en el dia de la ovulacion. El surgimiento de la
segunda onda folicular ocurre en el dia 9 o0 10 en ciclos de dos ondas, yen el dia8 o0
9 en ciclos de tres ondas; en este ultimo caso, la tercera onda surgira en los dias 15
0 16. El cuerpo lateo regresa el dia 16 en ciclos de dos ondas, y el dia 19 en ciclos
de tres ondas. Por lo tanto, los ciclos estrales son mas cortos en aquellos donde

surgen dos ondas foliculares (19-20 dias vs. 22-23 dias) (Adams et al., 2008).

El proestro se caracteriza por la brusca declinacion de la progesterona, posibilitando
el aumento de LH y FSH, dando lugar al crecimiento y desarrollo folicular y a la
subsecuente produccion de estrogenos. A consecuencia del efecto del estradiol, la
hembra manifiesta el principal signo etolégico relativo al proceso reproductivo,
aceptando la monta de otras vacas o del macho, correspondiendo a la etapa del
estro, y alrededor de 16 a 18 horas de iniciado el estro, se produce el pico

preovulatorio de LH, seguido por la ovulacion en un periodo de 12 horas posteriores.
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Durante la etapa de metaestro, se llevan a cabo el proceso de angiogénesis, la
proliferacion de las células de la granulosa y la teca del foliculo ovulado y su
luteinizacion; resultando en un progresivo aumento en la concentracion plasmatica
de progesterona, producida por el cuerpo luteo durante el diestro o prefiez (Jaiswal,
2007; Adams et al., 2008). Los niveles maximos de progesterona entre los dias 10 y
14 posteriores a la ovulacion, se anteponen a la disminucién en la concentracion en
el dia 16 debido a la lutedlisis, inducida por la liberacion de PGF,a endometrial de las

vacas no gestantes.

2.2. Cuerpo luteo (CL)

El cuerpo luteo es una glandula endocrina temporal que se desarrolla en el sitio de
ovulacion durante el proceso de luteinizacion (Hernandez, 1998). Es la mayor fuente
de progesterona durante el ciclo estral y gestacion, por lo menos hasta el dia 200 de
la gestacion en vacas (Ayad et al., 2007), preparando al utero para el inicio y
mantenimiento de la prefiez. Durante el desarrollo del cuerpo Iuteo, la LH es
importante para su manifestacion, mientras que la PGF,a interviene en la regresion

del mismo (Acosta et al., 2004).

2.2.1. Desarrollo del cuerpo luteo

El aumento de la hormona luteinizante (LH) desencadena cambios estructurales y
bioquimicos que conllevan a la ruptura del foliculo de Graaf, resultando en la
expulsion del ovocito y al subsecuente desarrollo del cuerpo lateo (Acosta et al.,
2004). Evento que se inicia con el incremento de gonadotropinas, en especial de LH,
hormona que ademas de convertir las células proliferativas del foliculo dominante en
células quiescentes, constituyéndose resistentes a la apoptosis (Lucy, 2007),
provoca la disminucion en la produccién de androstenediona y 17-p Estradiol; y el

aumento de la progesterona (Ayad et al., 2007).



Posterior a la ovulacion, el espacio previamente ocupado por el foliculo es invadido
por fibroblastos, células endoteliales, células de la teca interna y de la granulosa. Las
células de la teca interna se multiplican y diferencian en células esteroidogénicas o
lGteas chicas, constituyendo aproximadamente el 20% del volumen del CL. Mientras
que las células de la granulosa, se hipertrofian dando lugar a las células
esteroidogénicas o luteas grandes, las cuales representan el 40% del volumen del
CL (Hernandez, 1998).

El desarrollo normal del cuerpo lateo y su capacidad para producir progesterona,
factores de crecimiento, factores angiogénicos y sustancias vasoactivas, depende de
su vascularizacion y de repetidas mitosis de las células esteroidogénicas. La
vascularizacion del cuerpo lateo se caracteriza por ser de gran actividad y alcanza su
pico maximo entre los 2 y 3 dias post-ovulacion, provocando que la mayoria de las
células esteroidogénicas estén en contacto con uno o mas capilares. El brote de
nuevos capilares sanguineos estimula el desarrollo de las células lateas, siendo
potenciado localmente por angiotensina Il y factores de crecimiento, apoyando a las
células esteroidogénicas en la produccién de progesterona (Acosta et al., 2004). Por
lo que en el dia 4 0 5 después de la ovulacién las concentraciones de progesterona
en sangre son mayores de 1 ng/ml, lo que indica que el CL ha adquirido su plena
funcionalidad. A partir de ese momento, y hasta el dia 18 en la vaca, el cuerpo luteo

secretara progesterona (Hernandez, 1998).

2.2.2. Regresion del cuerpo Iuteo

La regresion lutea es ocasionada por la liberacion pulsatil de prostaglandina F.a
(PGF,a) la cual actia sobre el CL ocasionando cambios que conducen a su
degeneracion, mediante la disminucion del flujo sanguineo en el ovario (Acosta et al.,
2004). ElI mecanismo de sintesis y secrecion de esta hormona, depende de la
interaccion entre el cuerpo lateo, los foliculos ovéricos y el Gtero. Los estrogenos

ovaricos desempefian un papel importante en el inicio de la secrecién de PGFq,
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debido a que estimulan la sintesis de receptores de oxitocina y la produccion de
enzimas como fosfolipasa A y ciclooxigena; que son indispensables para la sintesis
de dicha hormona (Hernandez, 1998). La oxitocina es una de las principales
hormonas implicadas en el control de la secrecion de PGF.q, ya que la sintesis de

esta Ultima, depende de la expresion de la oxitocina en el endometrio.

La progesterona ejerce un efecto de retroalimentacion negativa sobre la secrecion de
PGF.a, debido a que inhibe la formacion de receptores para estradiol en el
endometrio, por lo tanto, el estradiol no puede estimular la sintesis de receptores
para oxitocina (Silvia et al., 1991) y esta a su vez suprime el estimulo endometrial

para la sintesis de prostaglandina F,a.

McCraken et al. (1984) propusieron que la neurohipdfisis libera oxitocina en forma
pulsatil, uno de estos pulsos estimula la liberacion de PGF,a, el cual provoca la
liberacion de oxitocina de origen lateo. Estableciéendose un mecanismo de
retroalimentacion positiva entre éstas dos hormonas (PGF,a y oxitocina), siendo la
prostaglandina F,a la que estimula al ovario a producir oxitocina, y esta a su vez
estimula al endometrio para que lleve a cabo la liberacion de PGF,a, pero al mismo
tiempo la alta concentracion de oxitocina provoca la pérdida de la sensibilidad del
endometrio, por lo cual después de un tiempo deja de secretar PGF,a. De esta
manera, el mecanismo de retroalimentacion positiva se interrumpe y vuelve a
establecerse hasta después de 6 horas aproximadamente, tiempo suficiente para
que el endometrio recupere la sensibilidad a la oxitocina; por este motivo los pulsos
de prostaglandina se presentan con un intervalo de 6 a 8 horas. En éste mecanismo
el papel del estradiol es importante, ya que promueve la sintesis de receptores para
oxitocina y la secrecion pulsati de PGF,a continda hasta que se completa la
regresion del cuerpo lateo.



2.3. Reconocimiento materno

Por lo menos el veinticinco por ciento de los embriones se pierden durante las
primeras tres semanas de gestacion (Sreenan y Diskin, 1986; Peters, 1996; Green et
al., 2005). Las perdidas embrionarias han sido relacionadas con una deficiente

comunicacién entre la madre y el embrion.

El éxito en la gestacion, requiere interacciones reciprocas entre el embrion y el
endometrio durante la implantaciéon y placentacién (Gray et al., 2001; Spencer y
Bazer, 2004; Igwebuike, 2006). Las glandulas endometriales, localizadas en la region
interplacentomal, sintetizan y secretan una serie compleja de proteinas y sustancias
llamadas histotrofo (Wimsatt, 1950; Amoroso, 1952; Bazer, 1975; Roberts y Bazer,
1988; Spencer et al., 2004; Igwebuike, 2006). El histotrofo es una mezcla compleja
de enzimas, factores de crecimiento, citocinas, linfocinas, hormonas, proteinas
transportadoras y otras sustancias necesarias para la nutricion del embridn; actia
como regulador primario en la sobrevivencia y desarrollo del mismo, y en la
produccion de sefiales para el reconocimiento materno, implantacién y placentacion
(Bazer et al., 1979; Roberts y Bazer, 1988; Bartol et al., 1999; Carson et al., 2000;
Gray et al., 2001; Igwebuike, 2006).

Reconocimiento materno es el término usado para describir como la madre responde
fisiolégicamente a la presencia del embribn en su tracto reproductivo. La
implantacion y evolucion del embridon, asi como también la placentacion, son
probablemente las mayores determinantes por las cuales las sefiales del embrién
son presentadas a la madre (Roberts et al., 1997; Igwebuike, 2006). En rumiantes, se
requiere que el embridn se desarrolle de una forma esférica a una tubular y después
a una filamentosa para producir bIFN-t (Interferon tau bovino), la cual es una
glucoproteina secretada por el trofoblasto, sintetizada por las células mononucleares
del trofoectodermo y exclusivamente secretadas en el lumen del Gtero (Morgan et al.,
1993; Roberts et al., 1992; Ayad et al.,, 2007). Esta glucoproteina previene la
liberacion de PGF,a por el endometrio (Bazer et al., 1986; Godkin et al., 1988; Ayad
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et al., 2007) facilitando el mantenimiento del cuerpo lateo (Knickeerbocker et al.,
1986; Spencer et al., 1996; Roberts et al., 1999; Spencer y Bazer, 2002; Ayad et al.,
2007).

2.3.1. Citocinas

Las citocinas, secretadas por el embrion y utilizadas en la comunicacién entre
células, son proteinas de bajo peso molecular las cuales participan en el
mantenimiento del cuerpo Ilteo ciclico, adhesion fetal, implantacion, crecimiento fetal
y placentacién, ademds en mecanismos inmuno-moduladores. Algunas citocinas
secretadas por el embrion son el interferbn (IFN), interleucinas, colonias
estimuladoras de macrofagos y el factor de necrosis tumoral (Schafer-Somi, 2003).
En rumiantes, la produccion de bIFN-t (Interferon tau bovino), esta en funcién del
desarrollo embrionario de esférico hasta filamentoso, esta glucoproteina secretada
por el trofoblasto, sintetizada por las células mononucleares del trofoectodermo y
vertida en el lumen del utero (Morgan et al., 1993; Roberts et al., 1992; Ayad et al.,
2007) entre los dias 10 y 25, alcanzando su produccion maxima entre los dias 14 y
16 (Spencer et al., 2004), se encarga de suprimir la liberacién de oxitocina hipofisaria
y litea mediante el control de la expresion genética de sus receptores (Flint et al.,
1992; Igwebuike, 2006). Ademas estabiliza y regula los receptores de progesterona
en el endometrio, inhibe los receptores endometriales de estrogenos y las enzimas
gue sintetizan PGF,a (Bazer et al., 1991; Bazer, 1992; Bazer et al., 1994, Binelli et
al., 2000; Schafer-Somi, 2003), facilitando el mantenimiento luteo (Knickeerbocker et
al., 1986; Spencer y Bazer, 2002; Ayad et al., 2007). También estimula la produccién
de proteasas, que participan en la placentacion contribuyendo a la proliferacion del
trofoblasto (Martal et al., 1997; Schéfer-Somi. 2003) e induce la secrecion de
proteina quimiotactica de granulocitos-2 (GCP-2) de las células endometriales, que
tiene funciones de adhesion y angiogénesis en las fases tempranas de implantacion

(Austin et al., 1999; Schafer-Somi, 2003) favoreciendo la sintesis de progesterona.



2.3.2. Hormonas y proteinas secretadas por el feto  y/o placenta

2.3.2.1. Progesterona

La progesterona es el principal producto de secrecién del cuerpo luteo (Hernandez,
1998) durante el diestro y la mayor parte de la gestacién en vacas (por lo menos
hasta el dia 200) (McDonald et al., 1952; Chew et al., 1958; Ayad et al., 2007).

La sintesis de progesterona por el cuerpo luteo es influenciada por la hormona
luteinizante (LH). Ademas el adenosin monofosfato ciclico (AMPc) y la activacion del
sistema proteinquinasa A, fosforilan las enzimas implicadas en la esteroidogénesis,
mejorando el transporte del colesterol desde el citoplasma hasta el interior de la
membrana mitocondrial de las células lateas pequefas, donde se lleva a cabo la
conversion de pregnelonona a progesterona (Donaldson et al.,, 1965; Ayad et al.,
2007).

La progesterona suprime la actividad endometrial (Csapo y Pulkinnen, 1978; Lopez-
Gatius et al., 2004) manteniendo al Utero en estado quiescente (Ulberg et al., 1951;
McDonald et al., 1952; Inskeep, 2004) evitando la liberacion de PGF,a, modulando
asi la sefal luteolitica (Mann y Lamming, 1995; Bogacky et al., 2002), manteniendo

de esta manera la gestacion (Ayad et al., 2007).

Esta hormona controla la secrecidbn materna de nutrientes, factores de crecimiento,
agentes inmunosupresores requeridos para el desarrollo exitoso del embridn; (Ford,
1985; Mann y Lamming, 1999; Spenzer y Bazer, 2002; Lopez-Gatius et al., 2004) y la
secrecion de proteinas trofoblasticas para llevar a cabo el reconocimiento materno
(Kerbler et al., 1997; Mann et al., 1999; Mann y Lamming, 2001; Mann et al., 2006;
Ayad et al., 2007). Asimismo modifica las caracteristicas del moco cervical,
volviéndolo mas viscoso, evitando el paso de agentes extrafios al interior del utero,

ademas que estimula el desarrollo del sistema alveolar de la glandula mamaria,
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preparandola para la sintesis y secrecidon de leche (Niswender y Nett, 1994;
Hernandez et al., 1998).

Factores como la nutricion (Gombre y Hansel, 1973), estrés calorico (Wilson et al.,
1998; Wolfenson et al., 2002), genéticos (Lucy, 2001) y la tasa del metabolismo de
esteroides en animales lecheros de alta produccion (Wiltbank et al., 2002; Sartori et
al., 2002; Sangsritavong et al., 2002); tienen un impacto negativo sobre los niveles de

progesterona durante la gestacion temprana (Howard et al., 2006).

Bajas concentraciones de progesterona han sido implicadas con muerte embrionaria,
la mayoria de estas pérdidas en etapas tempranas de la prefiez (Screenan et al.,
2000; Dunne et al., 2000; Howard et al., 2006), entre los dias 4 y 9 de la gestacion
debido a la liberacién de PGF,a; la cual es embriotoxica en el periodo de transicion
de morula a blastocito, ademas de ser luteolitica. Y entre los dias 14 y 17 de la
prefilez, momento del reconocimiento materno, bajos rangos de prefiez se han
asociados con bajas concentraciones de progesterona y altas concentraciones de
estradiol 17-f (Inskeep, 2004).

Ademas que la disminucién en las concentraciones de progesterona en las primeras
semanas de gestacion estan asociadas con un desarrollo embrionario anormal
(Echternkamp, 1982; Larson et al., 2007), dificultando la produccion de IFN-t por el
trofoblasto del embrion (Kerbler et al., 1997) resultando en incapacidad para suprimir

la secrecion luteolitica de PGF,a (Mann y Lamming, 2001; Beltman et al., 2009).

2.3.2.2. Glucoproteinas asociadas a la prefiez (PAG)
Las glucoproteinas asociadas a la prefiez (PAG’s), pertenecen a la familia aspartico

proteinasa (Xie et al., 1991, 1994, 1995; Perényi et al., 2002), la cual es una enzima

digestiva parecida al pepsinégeno que posee mutaciones en su sitio activo
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previniendo asi su actividad catalitica (Xie et al., 1991; Garbayo et al., 2008); han

sido aisladas con éxito en bovinos, ovinos, caprinos, porcinos, caninos y equinos.

Se clasifican en dos grupos (Green et al., 2000; Wooding et al., 2005; Lopez-Gatius
et al., 2007). Las PAG-1, expresadas por las células binucleadas del trofoblasto,
algunas de ellas al tiempo de la implantacion (Zoli et al., 1992; Mialon et al., 1993;
Green et al., 2005; Lopez-Gatius et al., 2007) y otras solo al final de la gestacion
(Green et al., 2000; Green et al., 2005). Y las PAG-2, localizadas en la interfaz de la
placenta fetomaterna, la expresion de este grupo empieza antes y se mantiene por

mas tiempo que el grupo PAG-1 (Garbayo et al., 2008).

Las PAG’s, son importantes en el proceso de implantacion y placentacion (Ishiwata
et al., 2003; Haugejorden et al., 2006), tienen ademas un papel inmunoprotector
durante la gestacion (Roberts et al., 1996; Wooding et al., 2005; Haugejorden et al.,
2006), asimismo regulan la migracion de las células del trofoblasto y participan como
soporte tréfico del cuerpo luteo (Wooding et al., 2005; Whitlock y Maxwell et al.,
2008).

Se ha demostrado la utilidad de esta glucoproteina como marcador de la viabilidad
fetal y de la pérdida de la gestacion durante el periodo embrionario tardio y el
periodo fetal temprano (Mialon et al., 1993; Szenci et al., 2000; Humblot, 2000;
Tavarne et al., 2002; Lopez-Gatius et al., 2007). Gracias a que puede ser detectada
en sangre materna alrededor de la tercera semana de la gestacion (Perényi et al.,
2002; Haugejorden et al., 2006), incrementandose continuamente a través de esta y
alcanzando su nivel maximo de sintesis y secrecion justo antes del parto (Patel et al.,
1997; Zoli et al., 1992; Mialon et al., 1993; Haugejorden et al., 2006), también ha sido
utilizada como prueba en el diagnéstico de gestacion temprana. Pero debido a que
los niveles de PAG permanecen en circulacion materna por varias semanas
posteriores al parto (de Sousa et al.,, 2003; Haugejorden et al., 2006), algunas
investigaciones sefialan que pueden ser detectadas hasta 80 a 100 dias después del

alumbramiento, comprometen la precision del diagnéstico de prefiez en vacas
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servidas dentro de este periodo arrojando falsos positivos (Zoli et al., 1992; Kiracofe
et al., 1993; Melo de Sousa et al., 2003; Green et al., 2005).

2.3.2.3. Lactogeno placentario (LP)

El lactdgeno placentario, contenido en las células binucleadas del trofoblasto (Duello
et al., 1986; Wooding y Beckers, 1987; Anthony et al., 1995; Igwebuike, 2009), es
liberado a la circulacion materna y fetal (Igwebuike, 2006) a partir del dia 36 de la

gestacion, continuando su secrecion por el resto de la misma (Gootwine, 2004).

Esta hormona se libera gracias a la migracion y fusién de las células binucleadas del
trofoblasto con las células del epitelio endometrial (Igwebuike, 2009). Proceso que
tiene lugar durante la implantacion cuando las células del epitelio uterino son
reemplazadas gradualmente por células gigantes multinucleadas y/o placas
sincitiales, especialmente en el area caruncular de la placenta (Wooding, 1984;
Wango et al., 1990a, 1990b; Igwebuike, 2009). Estudios recientes confirmaron que la
formacion de dichas placas es resultado de la migracion de las células fetales
binucleadas del trofoblasto a través de la union feto-materna que se fusionan con las
células columnares del epitelio uterino (Wooding et al., 1986; Wango et al., 1990a,
1990b; Igwebuike, 2009).

El lactégeno placentario estimula la morfogénesis de las glandulas endometriales,
ademas que facilita el crecimiento y desarrollo fetal (Igwebuike, 2006). Y en conjunto
con prolactina (Zieler et al., 1990; Kesslet et al.,, 1991; Anthony et al., 1995;
Igwebuike, 2006), PAG (Zoli et al., 1991, 1992; Green et al., 2000; Igwebuike, 2006),
estradiol (Matamoros et al., 1994; Igwebuike, 2006) y progesterona (Reimers et al.,
1985; Wango et al., 1991; Igwebuike, 2006), participan en el control caruncular y en
las funciones necesarias para la nutricion y supervivencia del feto. Y la exposicion

secuencial del endometrio a lactégeno placentario, estrogenos, progesterona, IFN-t y
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hormona del crecimiento placentaria, activan y mantienen la remodelacion
endometrial y participan en la funcion secretoria y el crecimiento uterino durante la
gestacion (Spencer et al., 1999; Spencer y Bazer, 2002; Noel et al., 2003; Spencer et
al., 2004).

2.4. Progestagenos exogenos

Los progestagenos exdgenos han sido utilizados como parte importante en la
practica de sincronizacion del ciclo estral en vacas (Lucy et al., 2004). Esto debido a
gue mantienen las concentraciones de progesterona en sangre por encima de 1
ng/ml, logrando suprimir la oleada de LH y el comportamiento estral, y que a su
retiro, el estro y la ovulacién se presentan en los siguientes 3 dias (Macmillan y
Pearson, 1993; Rhodes et al., 2003; Cerri et al., 2009), minimizando el tiempo en la

deteccidn de estros (Stevenson et al., 1999; Cavalieri et al., 2005).

Se ha demostrado que los progestagenos acortan el intervalo entre partos e
incrementan la uniformidad en los terneros, principalmente cuando se utiliza junto
con la inseminacion artificial (Short et al., 1976; Miksch et al., 1978; Smith et al, 1987;
Flores et al., 2006; Lamb et al., 2008). Ademas que inducen la desaparicion del
foliculo persistente, la formacion de una nueva oleada folicular y la ovulacion de un
nuevo foliculo dominante (Bergfeld et al., 1996; McDowell et al., 1998, Garcia et al.,
2004). La administracion de progesterona es un método efectivo para el tratamiento
de vacas anestricas, ya que luego de disminuir el pulso de LH lo incrementa
provocando el desarrollo del foliculo dominante (Nation et al., 2000; Yavas y Walton,
2000; Lucy et al., 2004; Cerri et al., 2009).

Los protocolos de sincronizacion del ciclo estral incluyen implantes y dispositivos
impregnados con progesterona (Cerri et al., 2009). El CIDR (Controlled Internal Drug
Release) es un dispositivo de aplicacidn intravaginal con progesterona que mantiene
y aumenta las concentraciones plasmaticas de la misma, bloqueando la oleada de

LH y previniendo la ovulacién hasta su retiro (Savio et al., 1993; Larson et al., 2007;

14



Cerri et al., 2009). Es uno de los progestagenos mas utilizado por ser practico y
funcional en el momento de su aplicacion y retiro (Tauck et al., 2007). Ademas que
altas tasas de gestacion han sido el resultado cuando este se utiliza en inseminacion

artificial a tiempo fijo (Mapletoft et al., 2003).

2.4.1. Resincronizacion del estro

La tasa de gestacion con una primera inseminacioén es menor al cien por ciento. Esto
debido a una variacion normal en el estro, al fracaso del primer tratamiento en la
sincronizacion y a la muerte embrionaria temprana, y por ello un porcentaje de los

animales deben ser nuevamente inseminados (re-inseminados) (Lucy et al., 2004).

La falla en la gestacion es detectado hasta el diagndstico del mismo, entre los dias
35y 60 después de la primera inseminacion (Chenault et al., 2003; Lucy et al., 2004).
Con la finalidad de agrupar y disminuir el periodo de retorno al estro, progesterona es
administrada por un lapso de 6 a 8 dias, durante la primera o segunda oleada
folicular después de la inseminacion, o durante la primera oleada folicular del
siguiente ciclo estral. La progesterona puede ser acompafiada de benzoato de
estradiol, el cual sera administrado al tiempo de la aplicacién de progesterona y un
dia después del retiro de dicha hormona (McDougall, 2001, 2003; McDougall y
Loeffler, 2004; Lucy et al., 2004).

El uso del CIDR, como progestageno exdgeno, post inseminacion artificial ha
mejorado la sincronia del retorno al estro en vacas (Chenault et al., 2003; Lucy et al.,
2004).
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Lugar del estudio

El estudio se llevé a cabo en el Centro de Produccion Agropecuaria de la Universidad
Autonoma de Nuevo Ledn, ubicado en la carretera Monterrey-Victoria, km 145, AP#3,

Linares, Nuevo Ledn.

3.2. Animales experimentales, mantenimiento y alime  ntacion

Los animales utilizados para este estudio fueron 205 en total, de los cuales 112
hembras fueron de la raza Simmental y 93 hembras de la raza Simbrah. Estas
unidades experimentales fueron sometidas a un programa de sincronizacion del ciclo
estral. Este manejo se llevd a cabo sin evaluacion previa de la actividad ovarica y un
10 por ciento (n=20) de los animales presentaba cria al tiempo de la sincronizacién
del estro. Posterior a la sincronizacién del ciclo estral, 159 animales respondieron
satisfactoriamente a dicho tratamiento (presentaron estro), pero aquellos que fueron
vendidos y/o que presentaban signos patolégicos fueron excluidos de la
investigacion. Finalmente, 137 animales de las razas Simmental (n=81) y Simbrah
(n=56) fueron incluidos en el estudio, de los cuales 16 fueron vaquillas y 121 vacas.
El promedio en el nUmero de partos fue de 2.4 (SEM £ 1.32 y un rango de 1 a 8). La
condicion corporal se asigno al inicio de la investigacion en base a una escala del 1
al 9 (Whitman, 1975) con una media de 4.1 (SEM = 0.52 y un rango de 3 a 6).

Durante el tratamiento realizado en otofio (noviembre 2009) las vacas fueron

mantenidas en produccion semi-intensiva en pastas de zacate Pretoria y Klein, y en
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el invierno (febrero 2010) se mantuvieron en corrales alimentadas con silo de sorgo.

El agua y sales minerales fueron ofrecidas ad libitum en ambos empadres.

3.3. Sincronizacidn de estros e inseminacioén artificial

Se llevaron a cabo dos tratamientos de sincronizacion del ciclo estral, el primero de
ellos en el otofio (noviembre) del 2009 y uno mas durante el invierno (febrero) del
2010. Todos los animales fueron sometidos al mismo protocolo de sincronizacién de
estros, el cual consistié en la aplicacién del dispositivo intravaginal CIDR (Controlled
Internal Drug Release; Pfizer® 1.9g de progesterona natural micronizada) como
fuente de progestagenos por un periodo de 7 dias. Al tiempo de la aplicacion del
dispositivo, se administré 2.76 mg de estradiol intramuscular (Benzoato de estradiol,
Syntex® 2.76 mg benzoato de estradiol en 1 ml). El retiro del CIDR se acompafi6 de
la aplicacién intramuscular de 150 mcg de PGF,a sintética (Prostaplex-D, Nuplen® 75
mcg D-cloprostenol en 1 ml) (Macmillan et al., 1991). A partir de esta segunda
aplicacion, y por un lapso de 4 dias, se llevaran a cabo observaciones para la
deteccion del estro. Estas observaciones se realizaron 4 veces al dia, con una
duracion de 2 horas por periodo de observacion. Cuando el estro fue detectado, las
hembras fueron inseminadas artificialmente (IA) en el transcurso de 12 a 14 horas

posteriores a la deteccion.

Figura 1. Protocolo de sincronizacion del ciclo est ral.

Observaciones de
|| estros por 4 dias ||

l l I

Dia O Dia 7 1A
Aplicacion Retiro CIDR (12-14h
CIDR + PGF2a después de
(1.99 Pé}) (150mcg IM) presentar
+ Estradiol estro)
(2.76mg IM)
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3.4. Coleccién de muestras sanguineas

Los animales que presentaron un estro fueron inseminados y al mismo tiempo
divididos en 3 tratamientos al azar (Tratamiento 1 animales sin CIDR, Tratamiento 2
animales con CIDR reciclado durante 7 dias y Tratamiento 3 animales con CIDR
reciclado durante 14 dias).

Se colectaron muestras sanguineas de las vacas pertenecientes a los tres
tratamientos del estudio con la finalidad de analizar las concentraciones plasmaticas
de progesterona. Estas fueron colectadas en el dia O correspondiente a la IA, dia 5
momento de la aplicacion del CIDR, dia 12 (CIDR durante 7 dias) o el dia 19 (CIDR
durante 14 dias) momento del retiro del CIDR. Las muestras fueron obtenidas de la
vena caudal y se depositaron en tubos al vacio con EDTA (acido
etilendiaminotetracético) como anticoagulante. Las muestras fueron centrifugadas a
temperatura ambiente durante 15 minutos a 1500g. Después de su centrifugacion el
plasma se almacend en tubos eppendorf a una temperatura de -20°C donde
permanecieron hasta el momento de su analisis. Las muestras fueron enviadas al
Departamento de Reproducciéon de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia
de la Universidad Nacional Autonoma de México, donde fueron analizadas por medio

de radioinmunoandlisis (RIA).

Figura 2. Protocolo de coleccion de muestras sangui  neas

Dia0 Dia5 Dia 12 Dia 19
1A Post-l1A. Post-IA. Post-I1A.
Aplicacion Retiro de Retiro de
de CIDR T2 CIDR, CIDR,
y T3. T2. T3.
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3.5. Lavado y desinfeccion de | dispositivo CIDR

Los dispositivos CIDR utilizados en el protocolo de sincronizacion de estros fueron
lavados con agua corriente para eliminar los desechos vaginales y después
desinfectados con cloruro de benzalconio (Dermo Cleen®), posteriormente se dejaron
secar y se mantuvieron en un lugar seco y obscuro hasta el momento de su
reutilizacion. Al momento de su reutilizacion (en los Tratamientos 2 y 3) fueron

lavados en agua con cloruro de benzalconio, para evitar contaminacion vaginal.

3.6. Aplicacion del CIDR post inseminacion artificial

Al momento de la inseminacion artificial, las vacas fueron divididas en 3 tratamientos
de manera aleatoria (T1, T2 y T3). Los animales del T1 permanecieron como testigo
y no recibieron aplicacion del CIDR post inseminacion artificial (post-1A). A los
animales de los T2 y T3 se les aplico los dispositivos CIDR reciclado, en el dia 5
post-1A, los primeros permanecieron con el dispositivo durante 7 dias, llevandose a
cabo su retiro el dia 12, mientras que los del T3 lo conservaron por 14 dias y su retiro

se realizo el dia 19 post-1A.

Figura 3. Protocolo de administracion y retiro de C IDR post inseminacion
L |

IA Dia 5 Dia 12 Dia 19
(12-14h Post-IA. Post-1A. Post-1A.
post-estro) Aplicacién Retiro de Retiro de
CIDR, CIDR, CIDR,

T2y T3. T2. T3.
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3.7. Resincronizacion del estro

El dispositivo intravaginal CIDR se aplicd (T2 y T3) o no (T1) en el dia 5 post-IA y se
mantuvo hasta el dia 12 (T2, durante 7 dias) o 19 (T3, durante 14 dias). Posterior al
retiro del CIDR se llevaron a cabo observaciones en todos los grupos durante los
siguientes 4 dias post-retiro, con la finalidad de detectar aquellos sin éxito en la
gestacion y gue manifestaran nuevamente signos de estro (resincronizacion del ciclo
estral), los cuales recibieron un segundo servicio 12 horas posteriores a la deteccion.
Las observaciones de los animales pertenecientes al Tratamiento 1 (sin CIDR), se

llevaron a cabo al tiempo de las observaciones del T2 y T3.

3.8. Diagndstico de gestacion

El diagnostico de prefiez se realizd el dia 28 como diagnostico de gestacion
temprana mediante ultrasonografia transrectal (ultrasonido ALOKA® SSD900 vy
transductor transrectal de 7.5 MHz), y en el dia 60 por medio de ultrasonografia y

palpacion rectal, como diagndéstico de prefiez definitivo.

3.9. Andlisis estadistico

Los datos obtenidos fueron analizados mediante el programa SPSS. Por medio de un
andlisis de varianza (ANAVA) se compararon los resultados obtenidos en las
concentraciones de progesterona en el dia 19 para los animales gestantes y no
gestantes pertenecientes a los tres tratamientos del estudio; ademas se llevo a cabo
una comparacion de las medias. Los resultados obtenidos en la sincronizacion del
ciclo estral fueron evaluados por medio de Chi-cuadrada (x°) de acuerdo a la
condicion corporal, raza, manejo de la cria y numero de partos. Los porcentajes de

gestacion y la resincronizacion del ciclo estral, en los tres tratamientos del estudio
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(T1, sin CIDR; T2 y T3, CIDR por 7 o 14 dias), también fueron evaluados por el
método no paramétrico Chi-cuadrada (x°).
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4. RESULTADOS

4.1. Sincronizacion de estros

Se sometieron 205 animales a un programa de sincronizacion del ciclo estral usando

un dispositivo intravaginal (CIDR, Controlled Internal Drug Release). El porcentaje de

presentacio

n de estros fue de 77.58% (n=159).

Figura 4. Presentacion de estros (%, n=159) en los animales
después del programa de sincronizacion del ciclo estral (n=205).
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Las siguientes tablas muestran la presentacion de estros de acuerdo a la condicion

corporal (Tabla 1) y a la raza (Tabla 2), en los cuales no se observé diferencia

significativa

(P<0.05).
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Tabla 1. Presentacion de estros de acuerdo a la con  dicién corporal (P<0.05) .

Vacas de acuerdo a la condicion corporal

Presentacion de estro de
acuerdo a la condicién corporal

Ausencia de estro de acuerdo a
la condicién corporal

CC N % n % n %
3 7 3.4 5 71.4 2 28.5
3.5 11 5.4 8 72.7 3 27.3
4 117 57 93 79.4 24 20.6
45 14 6.8 9 64.3 5 35.7
5 52 25.4 41 78.8 11 21.2
6 4 2 3 75 1 25
Total 205 100 159 46

Tabla 2. Presentacion de estro por raza (P<0.05).

Presentacion de estro de acuerdo a la

Ausencia de estro de acuerdo a la

raza raza
Razal n % n % n %
SH 93 454 68 73.1 25 26.9
SM 112 54.6 91 81.2 21 18.8
Total 205 100 159 46

1SH, Simbrah. SM, Simmental
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La Tabla 3 (pagina 25) muestra la presentacion de estro de acuerdo al manejo de la
cria. Los resultados obtenidos fueron altamente significativos (P<0.01). Animales sin
cria fueron estadisticamente mejores que aquellos que presentaban cria al tiempo de

la sincronizacion del ciclo estral.

La Tabla 4 (pagina 25) muestra la presentacion de estros de acuerdo al nimero de
partos, los resultados obtenidos fueron altamente significativos (P<0.01). Se observa
qgue el 90.5% de las vacas con 3 partos (sin cria al tiempo de la sincronizacion del
ciclo estral) respondieron positivamente al tratamiento, seguidos por el 84.2% de los
animales con 4 partos (sin cria al inicio del tratamiento de sincronizacién de ciclo
estral); siendo ambos (3 y 4 partos) estadisticamente mejores que el resto (0, 1, 2, 5,

7y 8 partos).
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Tabla 3. Presentacion de estros de acuerdo al manej o de la cria (P<0.01).

Presentacién de estro Ausencia de estro

n % n % n %
Con cria 20 9.8 7 35 13 65
Sin cria 185 90.2 152 82 33 18
Total 205 100 159 46

Tabla 4. Presentacion de estros de acuerdo al nimer o de partos (P<0.01).

Ausencia de estros de acuerdo
al nimero de partos

Presentacion de estro de
acuerdo al nUmero de partos

Numero de N % N % N %
partos

0 40 19.5 26 65 14 35

1 64 31.2 50 78.2 14 21.8
2 31 15.1 23 74.2 8 25.8
3 42 20.5 38 90.5 4 9.5
4 19 9.3 16 84.2 3 15.8
5 7 3.4 5 71.5 2 28.5
7 1 0.5 1 100 0 0

8 1 0.5 0 0 1 100
Total 205 100 159 46
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4.2. Diagnostico y porcentaje de gestacion

La siguiente tabla muestra el nimero de animales gestantes y no gestantes de
acuerdo a los tratamientos con o sin CIDR, los cuales fueron obtenidos el dia 60
(diagndstico definitivo) posterior a la inseminacion artificial por medio de

ultrasonografia y palpacion rectal.

Los resultados obtenidos no fueron significativos (P<0.05). Sin embargo,
numeéricamente se observa una tendencia de aumentar los porcentajes de gestacion
en los T2 (68%) y T3 (67%), donde el dispositivo intravaginal CIDR permanecié por 7
y 14 dias respectivamente, respecto al T1 (57%) sin CIDR (testigo).

Tabla 5. Diagnostico de gestacion en el dia 60 obte nido de acuerdo a los
tratamientos con o sin CIDR (P<0.05).

Animales Animales no
Tratamiento 0 gestantes gestantes
(dias)

n % n %
T1 (0d) 44 25 57 19 43
T2 (7d) 50 34 68 16 32
T3 (14d) 43 29 67 14 32
TOTAL 137 88 64 49 36
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La figura 5 muestra los porcentajes de prefiez en los distintos tratamientos de la

investigacion.

Figura 5. Porcentaje de gestacion (n=137) de acuerdo al
tratamiento (0, 7 o 14 dias).
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4.3. Concentracion de progesterona eneldia5,12y1 9 post-1A

Las concentraciones promedio de progesterona sanguinea (ng/ml) en todos los
animales gestantes, en el dia 0 (1A), 5 (aplicacion del CIDR), 12 y 19 posterior a la
inseminacion artificial (post-1A) fueron de: 0.10 (SEM + 0.73), 2.30 (SEM £ 0.73), 6.90
(SEM = 0.73) y 16.40 (SEM = 0.73), respectivamente. Y las concentraciones
promedio de progesterona sanguinea (ng/ml) en el dia 0, 5, 12 y 19 post-lA en los
animales no gestantes fueron de: 0.19 (SEM £ 0.73), 2.2 (SEM £ 0.73), 6.27 (SEM %
0.73), 1.27 (SEM £ 0.73) respectivamente.

Se realiz6 un andlisis de varianza de las concentraciones de progesterona en el dia

19 posterior a la inseminacion artificial entre los tratamientos y los animales

27



gestantes y no gestantes (Tabla 6), los cuales mostraron diferencia significativa
(P<0.05).

Tabla 6. Analisis de varianza de las concentracione s de progesterona
sanguinea (ng/ml) en el dia 19 post-lA entre tratam ientos y animales
gestantes y no gestantes.

FVv SC GL CM F Sig.
Trata 144.539 2 72.269 24.617 .000
Gest 523.692 1 523.692 178.383 .000
Trata * Gest 18.416 2 9.208 3.136 .047
Error 364.036 124 2.936

TOTAL 1194.287 129

Se observé diferencia significativa (P<0.05) en la comparacion de medias de las
concentraciones de progesterona (dia 19) en los tratamientos (T1, T2y T3) y en los
animales gestantes y no gestantes. Los T2 y T3 (dispositivo intravaginal CIDR por 7 y
14 dias respectivamente), presentaron mayores concentraciones de progesterona en
comparacion al T1 (sin dispositivo intravaginal CIDR) tanto para el caso de animales
gestantes como para los no gestantes (Tabla 7). Demostrando que el CIDR aumenta
las concentraciones de progesterona en sangre. A pesar del incremento en la
concentracion de progesterona para los T2 y T3, y a los aumentos en los porcentajes
de gestacion 68 y 67% respectivamente, no hay evidencia estadistica significativa
(P<0.05) a que este aumento este dado por la aplicacion del CIDR post-IA. Sin
embargo, numéricamente se observa un incremento de 11% en el T2 (68%, CIDR

por 7 dias) en comparacion al grupo testigo (57%).

Ademas, en la Tabla 7 podemos observar que el incremento mayor en la
concentracion de progesterona esta dado por el tiempo de permanencia del
dispositivo intravaginal (T3, mejor que T2 y T1 en los animales no gestantes). Y se
demuestra que los animales gestantes presentan mayores concentraciones de

progesterona que los no gestantes desde las primeras semanas de gestacion.
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Tabla 7. Medias de la concentracion de progesterona en el dia 19 posterior a la
IA en los animales gestantes y no gestantes. (P< 0. 05).

Gestantes No gestantes Media
T1 3.45 ° 0.28 P 1.86 ©
T2 6.22 @ 1.16 % 3.69 °
T3 6.80 2 2.38 @ 459 @
Media 5.49 2 1.27 P

a, b y c: letras diferentes indican que hay diferencia significativa ente los tratamientos
(P< 0.05).

La siguiente figura muestra la interaccion entre las concentraciones de progesterona
en el dia 19 después de la IA y los animales gestantes y no gestantes.

Figura 6. Interaccién entre la concentracion de
progesterona y animales gestantes y no gestantes.

7 GESTANTES
NO GESTANTES

o B N W b~ U O N

CONCENTRACION DE P4 (ng/ml)

T1 (O dias) T2 (7 dias) T3 (14 dias)

En la figura anterior se muestra un incremento de 2.78 ng/ml en la concentracion de
progesterona entre el T1 (3.45 ng/ml) y T2 (6.22 ng/ml), ademas de un ligero
incremento de 0.58 ng/ml entre el T2 (CIDR por 7 dias) y T3 (6.80 ng/ml, CIDR por
14 dias) en los animales gestantes. En el caso de los animales no gestantes el
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aumento fue menor, 0.88 ng/ml entre el T1 (0.28 ng/ml) y T2 (1.16 ng/ml), y un
incremento mayor de 1.22 ng/ml entre los T2 (1.16 ng/ml) y T3 (2.38 ng/ml).

4 .4. Resincronizacion de estros

La siguiente tabla muestra los animales no gestantes (n=49) pertenecientes a los tres
tratamientos del estudio, de los cuales, 29 presentaron estro después del retiro del
CIDR post-lIA. Los resultados obtenidos fueron altamente significativos (P<0.01),
observandose que aquellos animales sometidos a los tratamientos de aplicacion del
CIDR después de ser inseminados (T2 y T3) tienen una tendencia a uniformizar y
mejorar el retorno al estro. Los animales que fueron sometidos a un segundo

servicio, no recibieron aplicacion de CIDR posterior a la IA.

Tabla 8. Resincronizacion de estros en animales no gestantes sometidos a los
tratamientos 1 (testigo), 2 (7 dias) o 3 (14 dias). (P<0.01).

Tratamiento Animales no Animales en estro Resincron_izacién por
(dias) gestantes tratamiento (%)
T1 (0d) 19 6 32°

T2 (7d) 16 10 63°

T3 (14d) 14 13 93°

Total 49 29 59

a, b y c: letras diferentes indican que hay diferencia significativa ente los
tratamientos (P< 0.01).
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5. DISCUSION

Diversos estudios han demostrado que la administracion de progesterona posterior a
la inseminacion artificial (post-1A), aumenta las concentraciones enddgenas de
progesterona y de gestacion, sin embargo, la mayoria de estos estudios han sido

realizados en vacas productoras de leche.

Basado en publicaciones previas (Butler et al., 1996; Larson et al., 1997; Mann y
Lamming, 2001; Gumen et al., 2003; Stronge et al., 2005; McNeill et al., 2006), se
opto por adicionar la progesterona en el dia 5 post-IA, debido a que se ha observado
que vacas gestantes presentan mayores concentraciones de progesterona (P4)
endogena al inicio de la fase luteal (entre los dias 4 y 5). Ademas que se eligio la via
intravaginal para la administracion de esta hormona esteroidal, ya que es la ruta mas
efectiva en el soporte luteal en humanos (Tavaniotou et al., 2000, citado por Lopez-
Gatius et al., 2004), ademas de ser muy practica. De acuerdo con antecedentes
donde el CIDR de 1.9 g de P4, mantenido intravaginalmente por un periodo de 9
dias, contiene aun a su retiro 1 g de P4, y que en el momento de su reutilizacion
aumenta las concentraciones de progesterona en vacas ovariectomizadas hasta 0.5
ng/ml (Van Cleeff et al., 1992), se determiné emplear CIDR previamente usados en la

sincronizacion del ciclo estral.

A pesar de que los incrementos significativos en las tasas de gestacion asociados
con el aumento de la progesterona en la fase litea temprana del ciclo estral
(aplicacion de CIDR post-l1A), son frecuentemente observados en vacas lecheras
(Larson et al., 2008); los porcentajes de gestacion obtenidos en este estudio en
vacas productoras de carne, muestran un incremento de hasta un 11% en aquellos
animales que fueron sometidos a los tratamientos con CIDR post-IA, en comparacion

al grupo testigo (68% vs 57%) (P<0.05). Este resultado concuerda con lo reportado
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por Macmillan y Peterson (1993), quienes obtuvieron incrementos (68.3% grupo
tratamiento vs 56.1% grupo testigo) en las tasas de gestacion. Se puede observar
también que los resultados obtenidos en esta investigacion son 6% mayores (68% vs
62%) que los reportados por Garza (2009), donde factores como la raza,
mantenimiento de los animales, condicion corporal y zona geografica fueron
similares, diferenciandose unicamente en el dia de aplicacion del CIDR post-IA (dia 5
vs. dia 7). Sin embargo fueron diferentes a los trabajos de Van Cleeff et al. (1991) y
Villarroel et al. (2004), donde la administracion de progesterona después de la
inseminacién no tuvo efecto sobre el porcentaje de gestacion; ademas, en el trabajo
realizado por Van Cleeff et al. (1996), los porcentajes de gestacidbn se vieron

disminuidos (46.4% grupo testigo vs 18.2% grupo tratamiento).

Larson et al., (2007) concluyeron que el CIDR aumenta las concentraciones de
progesterona en sangre y que el incremento en los porcentajes de gestacion
obtenidos en sus estudios (CIDR post-IA en los dia 4 y 5), estaban dados por la
relacion positiva entre las concentraciones de progesterona en el dia 5 y las
concentraciones de interferon tau en el dia 16 (Green et al., 2005). Lo anteriormente
citado, manifiesta que un mejor desarrollo embrionario (el cual esta dado por el
aumento de progesterona), posibilita al embrion a llevar a cabo una mayor
produccion de interferon tau (Mann et al., 2006), dandole la habilidad de inducir un
adecuado reconocimiento materno. Los resultados de esta investigacion confirmaron
lo mencionado por Larson et al., (2007), el dispositivo intravaginal aumenta las
concentraciones de progesterona enddgena, debido a que los tratamientos con CIDR
en este trabajo (T2 y T3), fueron significativamente mayores (P<0.05) que las
concentraciones de progesterona endégena obtenidas en el grupo testigo (T1, sin
CIDR).

Asimismo los niveles en las concentraciones de progesterona obtenidos durante la

investigacion, coinciden con los publicados por Butler et al., (1996); Larson et al.,
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(1997); Stronge et al., (2005); McNeill et al., (2006), donde se observa un incremento
significativamente mayor en los niveles de progesterona de animales gestantes que

en aquellos no gestantes.

La mayoria de las vacas sin éxito en la gestacion regresan al estro 25 dias después
de ser inseminadas (Van Cleef et al., 1996; Chenault et al., 2003, citado por Colazo
et al.,, 2006). Con la finalidad de mantener un alto desempefio reproductivo
(Stevenson et al., 2003), las vacas no gestantes deben ser observadas para detectar
el estro y ser resincronizadas e inseminadas a tiempo. Para esta practica se ha
establecido el uso del CIDR, donde se ha observado que el tiempo en la deteccion
del estro y el segundo servicio son minimizados al utilizar el dispositivo intravaginal
(Van Cleef et al., 1996; Macmillan y Peterson, 1993; Stevenson et al., 2003, citado
por Colazo et al., 2006).

La tendencia positiva en la resincronizacion del ciclo estral de los animales no
gestantes sometidos a los tratamientos con CIDR post-lIA durante esta investigacion,
fueron altamente significativos (P<0.01) coincidiendo con los estudios publicados por
Colazo et al. (2006) y Alnimer et al. (2008) donde vacas tratadas con CIDR resultaron
con retorno al estro mas preciso que los grupos testigo (73.8% y 50.6% vs 63.8% y
37.6%, respectivamente). En este estudio se obtuvo el 63% y 93% de
resincronizacion de los animales pertenecientes a los T2 y T3, respectivamente,
mientras que el T1 alcanz6 32%. Estos resultados se contraponen a los trabajos de
Zarkouny y Stevenson (2004), donde vacas productoras de leche tratadas con CIDR

post-l1A y sin éxito en la gestacion, no aumentaron la tasa de retorno al estro

Finalmente, aunque estos resultados no son significativos (P<0.05) demuestran que
el uso del dispositivo intravaginal aumenta un 11% la gestacién en vacas productoras

de carne.
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6. CONCLUSIONES

El uso del dispositivo intravaginal CIDR es una fuente efectiva de progesterona para

ser utilizado en protocolos de sincronizacién y resincronizacion del ciclo estral.

Queda demostrada la viabilidad en la reutilizacion del CIDR de 1.9 g de
progesterona, debido a que sigue aumentando las concentraciones de progesterona

endogena, cuando previamente ha sido utilizado por 7 dias.

Los animales gestantes presentaron mayores concentraciones de progesterona que

los no gestantes desde el inicio de la gestacion (Dia 5).

No existe una relacion positiva en las concentraciones de progesterona entre el dia 5

y 19 después de la inseminacioén artificial en este estudio.

A pesar de confirmarse que el CIDR aumenta las concentraciones de progesterona
en sangre, no se atribuye que el aumento de gestacion se deba a la aplicacion del
dispositivo intravaginal post-IA. Las concentraciones de progesterona enddgena en
este estudio, son suficientes para el éxito de la prefiez, debido a que no se observé
diferencia significativa entre los tratamientos. Sin embargo, aunque estos resultados
no son estadisticamente significativos, demuestran que el uso del dispositivo
intravaginal (CIDR) aumenta un 11% de gestacion (testigo 57% vs tratamiento 68%)
al aplicarlo en el dia 5 posterior a la inseminacion artificial, manteniéndolo durante 7

dias.
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El uso del CIDR post-IA, aumenta el porcentaje de animales que retornan al estro

(resincronizacién), comparados con aquellos a los que no se les aplico.

Se recomienda incrementar el nimero de animales por grupos en futuros estudios,

con la finalidad de observar posible diferencia significativa.
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8. ANEXOS

8.1. Datos generales de los animales.

DATOS GENERALES

ID | GRUPO | RAZA | CC | garro ESTRO 1A Mo | PERRT | cestacion
L45 1 SH 4 13-Jun-08 13-Jun-08 s/CIDR s/CIDR vacia
R114 1 SM 6 13-Jun-08 13-Jun-08 s/CIDR s/CIDR gestante
K116 1 SH 6 12-Jun-08 13-Jun-08 s/CIDR s/CIDR gestante
R48 1 SM 6 12-Jun-08 13-Jun-08 s/CIDR s/CIDR gestante
P131 1 SM 4 13-Jun-08 13-Jun-08 s/CIDR s/CIDR vacia
J49 1 SM 4 13-Jun-08 13-Jun-08 s/CIDR s/CIDR gestante
PO1 1 SH 4 13-Jun-08 13-Jun-08 s/CIDR s/CIDR gestante
P136 1 SM 4 13-Jun-08 13-Jun-08 s/CIDR s/CIDR gestante
R59 1 SH 5 13-Jun-08 13-Jun-08 s/CIDR s/CIDR vacia
L95 1 SM 4 09-Jul-08 10-Jul-08 s/CIDR s/CIDR gestante
N99 1 SM 4 09-Jul-08 10-Jul-08 s/CIDR s/CIDR gestante
P135 1 SH 4 09-Jul-08 10-Jul-08 s/CIDR s/CIDR vacia
R0O27 1 SH 4 09-Jul-08 10-Jul-08 s/CIDR s/CIDR gestante
K95 1 SH 5 15-Oct-08 16-Oct-08 s/CIDR s/CIDR gestante
M108 1 SH 4 15-Oct-08 16-Oct-08 s/CIDR s/CIDR vacia
N61 1 SM 5 14-Oct-08 15-Oct-08 s/CIDR s/CIDR vacia
P48 1 SH 5 15-Oct-08 16-Oct-08 s/CIDR s/CIDR vacia
R78 1 SH 4 14-Oct-08 15-Oct-08 s/CIDR s/CIDR vacia
TO16 1 SM 5 15-Oct-08 16-Oct-08 s/CIDR s/CIDR vacia
T025 1 SM 5 15-Oct-08 16-Oct-08 s/CIDR s/CIDR gestante
L52 2 SM 4 18-Nov-09 19:00 19-Nov-10 | 25-Nov-09 02-dic-09 gestante
R108 2 SM 4 18-Nov-09 21:00 19-Nov-10 | 25-Nov-09 02-dic-09 gestante
J25 2 SM 4 18-Nov-09 23:00 19-Nov-10 | 25-Nov-09 02-dic-09 gestante
R75 2 SH 4 19-Nov-09 02:00 19-Nov-10 | 25-Nov-09 02-dic-09 vacia
R126 2 SM 4 19-Nov-09 02:00 19-Nov-10 | 25-Nov-09 02-dic-09 gestante
L129 2 SM 4 19-Nov-09 04:00 19-Nov-10 | 25-Nov-09 02-dic-09 vacia
R39 2 SM 5 19-Nov-09 04:00 19-Nov-10 | 25-Nov-09 02-dic-09 gestante
M26 2 SM 4 19-Nov-09 04:00 19-Nov-10 | 25-Nov-09 02-dic-09 gestante
L141 2 4 19-Nov-09 04:00 19-Nov-10 | 25-Nov-09 02-dic-09 gestante
M139 2 SH 4 19-Nov-09 07:00 19-Nov-10 | 25-Nov-09 02-dic-09 gestante
K84 2 SM 4 19-Nov-09 07:00 19-Nov-10 | 25-Nov-09 02-dic-09 gestante
S132 2 SH 4 19-Nov-09 07:00 19-Nov-10 | 25-Nov-09 02-dic-09 vacia
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R13 2 SM 4 19-Nov-09 07:00 19-Nov-10 | 25-Nov-09 02-dic-09 gestante
R114 2 SH 4 19-Nov-09 07:00 19-Nov-10 | 25-Nov-09 02-dic-09 vacia
M137 2 SM 4 19-Nov-09 07:00 19-Nov-10 | 25-Nov-09 02-dic-09 gestante
G60 2 SM 4 19-Nov-09 07:00 19-Nov-10 | 25-Nov-09 02-dic-09 vacia
S17 2 SM 4 19-Nov-09 07:00 19-Nov-10 | 25-Nov-09 02-dic-09 gestante
L117 2 SM 4 19-Nov-09 07:00 19-Nov-10 | 25-Nov-09 02-dic-09 gestante
P136 2 SM 4 19-Nov-09 07:00 19-Nov-10 | 25-Nov-09 02-dic-09 gestante
L86 2 SH 4 19-Nov-09 11:00 20-Nov-10 | 25-Nov-09 02-dic-09 vacia
S15 2 SM 4 19-Nov-09 11:00 20-Nov-10 | 25-Nov-09 02-dic-09 gestante
S104 2 SM 4 19-Nov-09 11:00 20-Nov-10 | 25-Nov-09 02-dic-09 vacia
S112 2 SM 4 19-Nov-09 13:00 20-Nov-10 | 25-Nov-09 02-dic-09 gestante
K60 2 SM 4 19-Nov-09 13:00 20-Nov-10 | 25-Nov-09 02-dic-09 gestante
K70 2 SM 4 19-Nov-09 13:00 20-Nov-10 | 25-Nov-09 02-dic-09 gestante
K9 2 SH 5 19-Nov-09 14:00 20-Nov-10 | 25-Nov-09 02-dic-09 gestante
P53 2 4 19-Nov-09 14:00 20-Nov-10 | 25-Nov-09 02-dic-09 gestante
S5 2 SM 4 19-Nov-09 14:00 20-Nov-10 | 25-Nov-09 02-dic-09 vacia
N22 2 SM 4 19-Nov-09 14:00 20-Nov-10 | 25-Nov-09 02-dic-09 vacia
M144 2 SM 3.5 | 19-Nov-09 14:00 20-Nov-10 | 25-Nov-09 02-dic-09 gestante
M74 3 SM 3.5 | 19-Nov-09 19:00 20-Nov-10 | 26-Nov-09 10-dic-09 gestante
N117 3 SH 5 19-Nov-09 19:00 20-Nov-10 | 26-Nov-09 10-dic-09 vacia
P82 3 4 19-Nov-09 19:00 20-Nov-10 | 26-Nov-09 10-dic-09 gestante
J74 3 SM 4 19-Nov-09 19:00 20-Nov-10 | 26-Nov-09 10-dic-09 gestante
N107 3 SH 5 19-Nov-09 19:00 20-Nov-10 | 26-Nov-09 10-dic-09 gestante
S79 3 SM 3.5 | 19-Nov-09 19:00 20-Nov-10 | 26-Nov-09 10-dic-09 gestante
P131 3 SM 4 19-Nov-09 19:00 20-Nov-10 | 26-Nov-09 10-dic-09 gestante
R1 3 SH 20-Nov-09 12:00 20-Nov-10 | 26-Nov-09 10-dic-09 gestante
P73 3 SM 4.5 | 20-Nov-09 12:00 20-Nov-10 | 26-Nov-09 10-dic-09 vacia
R27 3 SH 4 20-Nov-09 01:00 20-Nov-10 | 26-Nov-09 10-dic-09 gestante
M75 3 SM 4.5 | 20-Nov-09 03:00 20-Nov-10 | 26-Nov-09 10-dic-09 vacia
S177 3 SH 4 20-Nov-09 03:00 20-Nov-10 | 26-Nov-09 10-dic-09 gestante
S71 3 SM 4 20-Nov-09 03:00 20-Nov-10 | 26-Nov-09 10-dic-09 vacia
M4 3 SH 5 20-Nov-09 03:00 20-Nov-10 | 26-Nov-09 10-dic-09 vacia
S80 3 SM 4 20-Nov-09 03:00 20-Nov-10 | 26-Nov-09 10-dic-09 gestante
S118 3 SM 4 20-Nov-09 06:00 20-Nov-10 | 26-Nov-09 10-dic-09 gestante
P79 3 SM 4 20-Nov-09 06:00 20-Nov-10 | 26-Nov-09 10-dic-09 gestante
R57 3 SH 4 20-Nov-09 06:00 20-Nov-10 | 26-Nov-09 10-dic-09 gestante
S74 3 SM 4 20-Nov-09 06:00 20-Nov-10 | 26-Nov-09 10-dic-09 gestante
L57 3 SM 3.5 | 20-Nov-09 07:00 20-Nov-10 | 26-Nov-09 10-dic-09 vacia
J70 3 SM 4 20-Nov-09 07:00 20-Nov-10 | 26-Nov-09 10-dic-09 gestante
S126 3 SH 20-Nov-09 08:00 20-Nov-10 | 26-Nov-09 10-dic-09 vacia
T403 3 T 20-Nov-09 08:00 20-Nov-10 | 26-Nov-09 10-dic-09 gestante

46




S41 3 SM 20-Nov-09 08:00 20-Nov-10 | 26-Nov-09 10-dic-09 gestante
P133 3 SH 4 20-Nov-09 09:00 20-Nov-10 | 26-Nov-09 10-dic-09 vacia
R116 3 SH 5 20-Nov-09 09:00 20-Nov-10 | 26-Nov-09 10-dic-09 gestante
R107 3 SH 4 20-Nov-09 10:00 20-Nov-10 | 26-Nov-09 10-dic-09 gestante
H43 3 SH 4 20-Nov-09 10:00 20-Nov-10 | 26-Nov-09 10-dic-09 gestante
1205 1 SH 4.5 07-Jul-10 22:30 08-Jul-10 s/CIDR S/CIDR vacia
1E 1 T 4 07-Jul-10 13:00 08-Jul-10 s/CIDR s/CIDR vacia
92E 1 T 4 07-Jul-10 17:00 08-Jul-10 s/CIDR s/CIDR gestante
H23 1 SH 5 07-Jul-10 20:20 08-Jul-10 s/CIDR s/CIDR vacia
K21 1 SH 5 07-Jul-10 19:00 08-Jul-10 s/CIDR s/CIDR gestante
K95 1 SH 4.5 08-Jul-10 00:00 08-Jul-10 s/CIDR s/CIDR gestante
L45 1 SH 5 08-Jul-10 06:30 08-Jul-10 s/CIDR s/CIDR gestante
L133 1 SM 3.5 07-Jul-10 17:00 08-Jul-10 s/CIDR s/CIDR gestante
M18 1 SM 5 07-Jul-10 17:00 08-Jul-10 s/CIDR s/CIDR gestante
M4a7 1 SM 4 07-Jul-10 17:00 08-Jul-10 s/CIDR s/CIDR gestante
M110 1 SH 5 07-Jul-10 10:30 07-Jul-10 s/CIDR s/CIDR vacia
M160 1 SM 5 06-Jul-10 20:45 07-Jul-10 s/CIDR s/CIDR gestante
M78 1 SM 5 07-Jul-10 10:57 08-Jul-10 s/CIDR s/CIDR gestante
N44 1 SM 3.5 | 08-Jul-10 00:00 08-Jul-10 s/CIDR s/CIDR gestante
P92 1 SH 5 07-Jul-10 04:00 07-Jul-10 s/CIDR s/CIDR vacia
P154 1 SM 07-Jul-10 20:20 08-Jul-10 s/CIDR s/CIDR vacia
P161 1 SM 45 | 08-Jul-10 02:00 08-Jul-10 s/CIDR s/CIDR gestante
R32 1 SH 07-Jul-10 13:30 08-Jul-10 s/CIDR s/CIDR vacia
R64 1 SH 07-Jul-10 17:00 08-Jul-10 s/CIDR s/CIDR gestante
S20 1 SH 3.5 07-Jul-10 17:00 08-Jul-10 s/CIDR s/CIDR gestante
S145 1 SH 07-Jul-10 20:20 08-Jul-10 s/CIDR s/CIDR gestante
T175 1 SM 07-Jul-10 19:00 08-Jul-10 s/CIDR s/CIDR vacia
T303 1 T 4 07-Jul-10 13:00 08-Jul-10 s/CIDR s/CIDR vacia
T406 1 SH 4.5 07-Jul-10 14:30 08-Jul-10 s/CIDR s/CIDR vacia
J8 2 SH 5 25-Feb-10 00:15 25-Feb-10 | 03-Mar-10 10-Mar-10 gestante
T5 2 SM 3 25-Feb-10 06:40 25-Feb-10 | 03-Mar-10 10-Mar-10 gestante
L132 2 SM 4 25-Feb-10 06:40 25-Feb-10 | 03-Mar-10 10-Mar-10 gestante
T105 2 SM 4 25-Feb-10 08:00 25-Feb-10 03-Mar-10 10-Mar-10 vacia
N128 2 SM 5 25-Feb-10 08:30 25-Feb-10 | 03-Mar-10 10-Mar-10 gestante
92E 2 T 4 25-Feb-10 11:23 26-Feb-10 03-Mar-10 10-Mar-10 vacia
97E 2 SH 4 25-Feb-10 11:47 26-Feb-10 | 03-Mar-10 10-Mar-10 vacia
L121 2 SM 4 25-Feb-10 13:40 26-Feb-10 03-Mar-10 10-Mar-10 vacia
M75 2 SM 4 25-Feb-10 14:50 26-Feb-10 | 03-Mar-10 10-Mar-10 gestante
S95 2 SM 4 25-Feb-10 17:00 26-Feb-10 | 03-Mar-10 10-Mar-10 gestante
L86 2 SM 5 25-Feb-10 17:00 26-Feb-10 | 03-Mar-10 10-Mar-10 gestante
Ji7 2 SH 4 25-Feb-10 18:00 26-Feb-10 | 03-Mar-10 10-Mar-10 vacia
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ui71i 2 SM 6 02-Mar-10 09:00 02-Mar-10 | 08-Mar-10 15-Mar-10 vacia
u59 2 SH 5 02-Mar-10 10:00 02-Mar-10 | 08-Mar-10 15-Mar-10 gestante
u68 2 SM 5 02-Mar-10 20:00 03-Mar-10 | 08-Mar-10 15-Mar-10 gestante
N101 2 SM 4 02-Mar-10 20:50 03-Mar-10 | 08-Mar-10 15-Mar-10 gestante
U140 2 SM 6 03-Mar-10 04:00 03-Mar-10 | 08-Mar-10 15-Mar-10 vacia
ul74 2 SM 6 03-Mar-10 04:00 03-Mar-10 | 09-Mar-10 16-Mar-10 gestante
U66 2 SH 4 03-Mar-10 07:00 03-Mar-10 | 09-Mar-10 16-Mar-10 gestante
ule67 2 SM 4 03-Mar-10 07:45 03-Mar-10 | 09-Mar-10 16-Mar-10 gestante
R59 3 SH 4 25-Feb-10 21:30 26-Feb-10 | 04-Mar-10 18-Mar-10 gestante
ul44 3 SH 3 25-Feb-10 23:00 26-Feb-10 | 04-Mar-10 18-Mar-10 vacia
S84 3 SM 4 25-Feb-10 23:00 26-Feb-10 | 04-Mar-10 18-Mar-10 vacia
K96 3 SM 5 25-Feb-10 23:30 26-Feb-10 | 04-Mar-10 18-Mar-10 vacia
L24 3 SM 4 26-Feb-10 00:40 26-Feb-10 | 04-Mar-10 18-Mar-10 gestante
L42 3 SM 5 26-Feb-10 00:40 26-Feb-10 | 04-Mar-10 18-Mar-10 gestante
P166 3 SM 4 26-Feb-10 20:00 26-Feb-10 | 04-Mar-10 18-Mar-10 gestante
K116 3 SH 4 26-Feb-10 20:00 26-Feb-10 | 04-Mar-10 18-Mar-10 gestante
us 3 SM 4 03-Mar-10 08:20 03-Mar-10 | 09-Mar-10 23-Mar-10 vacia
ua7 3 SM 4 03-Mar-10 18:00 04-Mar-10 | 09-Mar-10 23-Mar-10 vacia
U119 3 SH 5 03-Mar-10 18:00 04-Mar-10 | 09-Mar-10 23-Mar-10 gestante
M113 3 SM 4 04-Mar-10 06:15 04-Mar-10 10-Mar-10 24-Mar-10 gestante
ul6 3 SM 4 04-Mar-10 06:40 04-Mar-10 10-Mar-10 24-Mar-10 gestante
Ulll 3 SM 4 04-Mar-10 04:00 05-Mar-10 | 11-Mar-10 25-Mar-10 vacia
ul22 3 SH 4 04-Mar-10 04:00 05-Mar-10 11-Mar-10 25-Mar-10 gestante
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8.2.

Concentraciones de progesterona.

CONCENTRACIONES DE PROGESTERONA (ng/ml)

IDENTIFICACION | TRATAMIENTO DIAS DIA 12 DIA 19
L45 1 1.87 0.07
P131 1 1.56 0.75
R59 1 154 0.07
1205 1 1.65 0.06
1E 1 14 0.09
H23 1 2.34 0.07
M110 1 2.1 0.05
P92 1 0.9 0.09
R32 1 1.32 0.7
T175 1 111 0.5
T303 1 2.75 0.55
T406 1 1.79 0.6
M47 1 1.7 0.04
P135 1 1.74 0.2
S145 1 1.62 0.55
M108 1 1.52 0.7
N61 1 1.52 0.09
P48 1 1.64 0.05
R78 1 1.66 0.1
R114 1 1.64 2.32
M18 1 1.88 3.56
K116 1 1.63 2.66
S20 1 1.71 2.5
R48 1 1.77 3.8
J49 1 4.13 3.97
P1 1 2.19 3.3
92E 1 1.56 1.25
K95 1 2.23 3.3
P136 1 2.65 4.1
L95 1 1.9 3.05
L45 1 2.65 3.57
R64 1 2.96 4.1
N99 1 3.25 4.61
M160 1 3.47 4.5
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K21 1 3.8 4.32
L133 1 2.34 3.81
R27 1 2.4 3.32
M78 1 2.5

N44 1 1.45

K95 1 2.02

T25 1 1.55

P161 1 1.87

P136 1 1.83

P154 1 0.86

J25 2 2.4 7.91 5.68
K60 2 1.38 7.14 2.96
K70 2 1.13 7.81 9.06
K84 2 1.35 7.47 3.76
K9 2 1.56 10.53 6.01
L117 2 2.25 5.98 4.04
L141 2 2.08 7.99 5.25
L52 2 1.36 7.91 6.54
M137 2 1.92 7.09 3.24
M139 2 0.85 6.46 3.37
M144 2 0.63 4.54 3.92
M26 2 1.47 8.03 2.93
P136 2 1.66 8.69 7.6

P53 2 1.55 11.93 9.33
R108 2 2.47 8.62 10.63
R126 2 1.82 7.78 5.52
R13 2 2.02 10.69 7.72
R39 2 0.84 7.47 5.85
S112 2 0.81 6.6 4.21
S15 2 2.79 9.26 7.01
S17 2 0.95 4.27 3.85
N101 2 3.13 5.69 4.12
U167 2 5.3 8.18 7.34
uiz4 2 6.28 9.93 8.21
us59 2 3.13 5.7 4.56
u66 2 4.41 10.96 9.05
u68 2 2.95 9.09 7.8

J8 2 4.06 9.99 9.48
L132 2 3.42 11.18 5.39
L86 2 4.24 6.91 6.26
M75 2 2.23 8.28 8.01
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N128 2 3.71 8.29 9.38
S95 2 2.53 10.53 7.39
T5 2 2.96 8.34 6.17
G60 2 1.14 4.29 0

L86 2 1.97 7.09 3.24
N22 2 0.58 6.38 3.16
S104 2 0.71 2.86 0

92E 2 4.63 14.08 0.18
T105 2 2.59 10.94 0

L129 2 1.08 6.27 0

R114 2 1.38 4.15 0.37
R75 2 0.18 2.14 3.74
S132 2 0.02 4.21 0

S5 2 0 2.97 1.42
U140 2 2.84 7.38 0.9

ui7i 2 492 14.79 1.1

97E 2 2.69 11.52 4.29
Ji7 2 2.6 7.29 0.01
L121 2 2.5 4.76 0.1

H43 3 3.47 7.5 7.34
J70 3 1.87 5.6 5.9

J74 3 291 5.34 451
M74 3 3.05 7.6 5.72
N107 3 1.67 51 5.53
P131 3 2.35 7.4 7.15
P79 3 2.12 8.4 7.99
P82 3 4.13 14.97 14.07
R1 3 1.98 7.3 7.22
R107 3 2.75 5.8 5.25
R116 3 1.7 7.8 7.34
R27 3 2.93 8.2 7.96
R57 3 1.44 6.01 5.44
S118 3 1.64 9.15 8.74
S177 3 2.9 8.25 8.03
S41 3 1.71 7.4 7.08
S74 3 1.63 6.01 6.58
S79 3 2.23 5.54 5.05
S80 3 1.88 7.66 7.28
T403 3 3.96 7.63 7.34
L66 3 1.56 6.6 5.18
M113 3 13 4.27 3.13
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U119 3 2.68 9.26 9.18
U122 3 2.49 9.99 8.77
uUi16 3 1.89 6.6 6.12
K116 3 1.61 5.7 4.31
L24 3 1.69 7.14 7.33
L42 3 3.12 5.69 4.98
P166 3 2.96 7.91 6.79
R59 3 0.94 5.43 1.14
L57 3 2.19 7.25 3.05
N117 3 1.73 2.54 2.22
P133 3 1.99 7.21 1.47
P73 3 3.53 8.94 1.6
M4 3 1.48 6.51 2.77
S126 3 15 8.03 1.48
S71 3 7.88 8.98 3.46
U111l 3 7.11 11.27 3.26
us 3 2.4 7.99 0.31
ua7 3 2.69 7.64 1.06
K96 3 3.65 7.71 1.36
S84 3 3.71 8.3 2.29
U144 3 1.39 6.99 7.83
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