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RELACION ENTRE CARACTERISTICAS FiSICAS Y CONTENIDO IONICO DEL
MOCO CERVICAL CON EL ESTADO DE PRENEZ AL INSEMINAR VAQUILLONAS

A CELO DETECTADO

Relationship between physical characteristics and ionic content of cervical mucus pregnancy status
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to inseminate heifers detected in estrus
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RESUMEN

La deteccién de celo suele ser uno de los miltiples factores que afectan la tasa de prefiez en las
explotaciones lecheras, debido a que se inseminan hembras fuera del momento mds adecuado
para alcanzar la fertilizacién. El objetivo del presente trabajo fue analizar las caracteristicas
macroscépicas (cantidad, apariencia, consistencia), fenémeno de cristalizacién, pH, nivel de
calcio, magnesio, potasio, sodio y cloro en el moco cervical de vaquillonas con el fin de relacionar
estas propiedades con el periodo periovulatorio. Se utilizaron 20 vaquillonas Holstein. El moco se
obtuvo previo a la inseminacién y se colecté por aspiraciéon desde el cérvix. Se determiné pH
utilizando cinta reactiva (6 - 7,9) y se evalué el grado de cristalizacién (O - 4) segin formaciones
tipicas y atipicas de hojas de helecho. El contenido iénico se determiné utilizando kits comerciales

(Wiener Laboratorios SAIC). Se detecté prefiez a los 60 dias post inseminacion.

Cada variable fue descrita por su media y desvio estdndar y por una ANDEVA se establecié
diferencias significativas entre medias. Se demostré que la prefiez estuvo relacionada con un
moco que contiene una concentracién significativamente menor de K y Mg, si se compara con
vaquillonas vacias (K, P: 7,76 V: 12,97; Mg, P: 2,80 V: 3,93; p<0,05 t=2,16). En las vaquillonas
prefiadas el pH fue significativamente mayor, y el grado de cristalizacién significativamente
menor (pH P: 7,60 V: 6,23; Cristalizacién P: 1,31 V: 2,21; p<0,01 t=3,01). Los resultados
permiten concluir que el momento éptimo para inseminar estuvo asociado a un moco cervical que
macroscépicamente se observa fluido, transparente y abundante, con un pH por encima de 7,0 y
que cristalizé formando hojas atipicas de helecho con un grado promedio de 1,31.
Probablemente, la consistencia fluida o liquida favorece el transporte de los espermatozoides y
guarda relacién con el contenido idnico tal vez ejerciendo una fuerza osmética activa,
responsable de la retencién de agua en la secrecién.

Palabras clave: flujo cervical, estro, prefiez, bovinos lecheros

ABSTRACT

The detection of zeal tends to be one of them factors multiple that affect the rate of pregnancy
in dairy farms; because females are inseminated outside the most appropriate time to reach
fertilization. The objective of the present study was to analyze macroscopic characteristics
(quantity, appearance and consistency), crystallization phenomenon, pH, level of calcium,
magnesium, potassium, sodium and chlorine in the cervical mucus of heifers in order to relate
these properties with the periovulatory period. Be used 20 Holstein heifers. Mucus was obtained
prior to insemination and it was picked up by suction from the cervix. pH was determined using
reactive tape (6-7,9) and the degree of crystallization (0-4) was evaluated according to typical
and atypical fern leaf formations. It was determined pH test (6-7,9) tape and evaluate the
degree of crystallization (O - 4) according to the typical and atypical formations of fern leaves.
lonic content was determined using commercial kits (Wiener SAIC laboratories). Pregnancy was
detected in 60 days post insemination. Each variable was described by its mean and deviation
standard and by ANOVA established significant differences between means. It showed that the
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pregnancy was related to a mucus contains a concentration significantly less than K and Mg,
compared with empty heifers (K, P:7,76 V: 12,97; Mg, P:2, 80 V:3,93; p<0,05 t=2,16). pH was
significantly higher in the pregnant females, and the crystallization grade significantly lower (pH
P:7, 60 V: 6, 23; crystallization P: 1,31 V2, 21; p<0,01 t+=3,01). The results allow concluding
that the optimum to inseminate was associated with cervical mucus observed macroscopically
liquid, transparent and generous; with a pH above 7.0 and that it was forming atypical leaves of
fern with an average of 1.31. Probably, the liquid consistency or liquid facilitates the transport
of sperm and an osmotic active, responsible for the retention force is not related to content
perhaps exerting an osmotic force active, responsible for the retention of water in the secretion.

Keywords: cervical flow, estrus, pregnancy, dairy cattle

INTRODUCTION

En el cérvix se localizan diversas gldandulas que tienen como
funcién elaborar y secretar a la luz de este tracto uterino, una
secrecién mucosa llamada flujo o moco cervical. Esta funcién
glandular se ve modificada por el patrén hormonal que rige
el ciclo estral, fundamentalmente, estas células modifican su
grado de actividad segin se encuentren bajo los efectos de
los estrébgenos o de la progesterona. Ademds, esas
variaciones repercuten en las propiedades reolégicas del
moco modificando por ejemplo, su contenido acuoso, el que
alcanza hasta un 98-99% durante el periodo préximo a la
ovulaciéon (moco estrogénico).  En bovinos, hembras con
actividad ciclica normal (celo espontdneo), se ha observado
que las propiedades fisicas del moco podrian ser utilizadas
para determinar el momento 6ptimo para recibir inseminacién
y lograr un resultado positivo (Tsiligianni et al., 2000;
Tsiligianni et al,, 2011). Durante la ovulacién el volumen de
moco cervical producido es mayor respecto del resto del ciclo,
y es mds acuoso y transparente (Cortés, 2012; Bernardi et al.,
2016). En el cérvix, la secrecién mucosa es fundamental
puesto que facilita el transporte de espermatozoides en su
ascenso hacia el oviducto actuando como barrera selectiva en
su paso.

Esta secrecién mucosa del cérvix fue objeto de estudio de
numerosas investigaciones. Se ha descripto su composicidn
quimica definiendo que su componente fundamental es el
agua (90-95%) y el resto estd representado por proteinas,
mucinas, enzimas y sales inorgdnicas (5-10%) (Tsiligianni et
al., 2002; Cortés, 2012). También se ha comparado las
propiedades fisicas del moco obtenido de hembras con celo
normal e inducido, inclusive se compararon diversos protocolos
entre si (Tsiligianni et al., 2001; Cortés et al.,, 2013); ademds
se estudid la asociacidn entre estas propiedades y la
concentracién sérica de hormonas sexuales como estrégenos y
progesterona, con el proceso de ovulacién (Tsiligianni et al.,
2000; Predojevic et al., 2007; Layek et al., 2013). Varios
autores estudiaron la relacién de las caracteristicas
macroscépicas y fisicoquimicas delmoco cervical con la tasa
de concepcién estudiando hembras con celo normal y vacas
repetidoras (Predojevic et al., 2007; Kumar et al., 2012;
Verma et al., 2014).

El objetivo del presente trabajo fue analizar las
caracteristicas macroscépicas (cantidad, apariencia,
consistencia), fenémeno de cristalizacién, pH, nivel de calcio,
magnesio, potasio, sodio y cloro en el moco cervical de vacas
inseminadas a celo detectado con el fin de relacionar estas
propiedades con el periodo periovulatorio.

MATERIAL Y METODOS

Animales: El trabajo se realizé en un establecimiento lechero
comercial ubicado en la localidad de San Gregorio provincia
de Santa Fe (34° 19731.08°S, 62° 2°18.96"W) Argentina. ,

durante el otofio de 2015. Se utilizaron vacas Holstein (n =
20), con una condicién corporal de 3 en la escala de 1-5
(Edmonsond et al., 1989). Previo a las actividades propias del
trabajo se realizé un examen del aparato reproductor,
descartando aquellas con alguna anormalidad anatémica o
funcional. Los animales tuvieron la siguiente alimentacién
base: forrajes pastoreados (pasturas polifiticas y verdeos
anuales de invierno-avena y raigrds- y de verano -sorgo
forrajero y soja-), conservados (silajes de planta entera de
maiz y de sorgos, henos de praderas) y concentrados (granos
de maiz y de sorgo, afrechillo de trigo, harina de soja y sales
minerales).

El estro fue detectado por personal altamente calificado a
través de la observacién directa del comportamiento de los
animales dos veces al dia (mafiana y tarde). La inseminacién
artificial (IA) se llevé a cabo aproximadamente a las 12
horas posteriores a la deteccién del celo. Todas las vacas
fueron inseminadas con semen congelado de calidad
certificada por el centro de comercializacién (CIALE y CIAVT
de la provincia de Santa Fe, Argentina) y a los 60 dias de la
IA se detecté prefiez por tacto.

Moco Cervical: las muestras de moco fueron colectadas
inmediatamente antes de realizar la inseminacién artificial y
se obtuvieron por aspiraciéon desde el cérvix. Para ello se
utilizé una jeringa plastica de 60 ml conectada, por su
extremo en punta, a una vaina de pldstico utilizada para
inseminacion. Una gota del material se utilizé para medir el
pH de la secrecién mediante cinta reactiva con rango 6 — 7,9
en rollo (Machere y Nagel, Germany). El resto de la muestra
obtenida fue alicuotada en microviales y almacenada a -
20°C hasta su posterior uso en el laboratorio con el fin de
observar el fenémeno de cristalizacién. Una vez obtenidas las
muestras de moco de las 20 hembras, se procedié a
descongelarlas a 37°C sumergidas en bafio térmico. Con
cada muestra se realizé un frotis cumpliendo el mismo
procedimiento que permite hacer los frotis de sangre. Se dejé
secar al aire por aproximadamente 30 minutos y luego se
observé utilizando un microscopio binocular de campo claro
(Leica DM750), con cdmara fotogrdfica (Leica EC3). La
cristalizacién fue clasificada utilizando una escala de 0 a 4,
siendo O: sin formacién de cristales; 1: todos los cristales
tienen forma atipica de hoja de helecho; 2: formacién en su
mayoria de cristales atipicos y sélo unos pocos tipicos; 3: en
su mayoria cristales con forma tipica y sélo algunos atipicos
en hoja de helecho bien definida; 4: toda la arborizacién
corresponde a cristales tipicos (Tsiligianni et al.,, 2000;
Bernardi et al., 2016). La determinacién de la concentracién
de sodio (Na+) y potasio (K+) se realizé por fotometria de
llama (Espectofotémetro Zentec ZF 2500), para lo cual cada
muestra fue diluida en agua destilada (1/200). Los iones
cloruro (Cl-) fueron determinados mediante la reaccién de
Schoenfeld (Schoenfeld y Lewellen, 1964) y para ello se
utilizaron microplacas (Placa 96 wells UBOT, CAT #5530200,
Orange Scientific) y se realizé la curva de calibracién
correspondiente. Por colorimetria en microplacas se determiné
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el contenido de magnesio (Mg+) (Kit Mg-color, Céd.
1580001, Wiener Laboratorios S.A.LC.) y de calcio (Ca+)
(Kit Ca-color, Céd. 1152002, Wiener Laboratorios S.A.L.C.).

La lectura de ambos iones fue realizada por
espectofotémetro (Tecan F50).
Andlisis estadistico: el contenido idnico estudiado fue

descripto por su distribucién de frecuencia, prueba de
normalidad, mediana (valor méximo — valor minimo). Su
distribucién normal fue resumida utilizando la media y desvio
estdndar; y a modo de buscar variables mds representativas
para determinar el periodo del celo que nos interesa se
estimaron componentes principales (andlisis multivariado).
Mediante la aplicacién de andlisis de la variancia y pruebas
de t-student se probé si existian diferencias entre grupos
(prefiados y vacios). Para mostrar si existia relacién entre el
fendmeno fisico de cristalizacién de la secrecidén cervical
respecto de la concentracién idnica, se estimaron los
coeficientes de correlacién simple entre el grado de
arborizaciéon y el contenido de cada ién. Todos los andlisis
detallados se realizaron bajo el software JMP en su versién
5.0 para Windows (JMP®, SAS Institute, 2003).

RESULTADOS

Los resultados del andlisis de concentracién idnica en el moco
cervical colectado de todas las vacas utilizadas en el
presente trabajo se muestran en la Figura 1.

El control de prefiez realizado sesenta dias posteriores a la
fecha de inseminacién permitié calcular el porcentaje de
prefiez alcanzado y fue de 53%. En adelante, el tratamiento
de los datos se realizd comparando grupos prefiadas vy

vacias. En la tabla 1 se detalla el promedio y desvio
estdndar de las siguientes variables: pH, grado de
cristalizacién, concentracién de sodio, potasio, calcio,

magnesio y cloro. Los grupos de hembras difieren entre si
para el valor de pH, grado de cristalizacién, nivel de potasio
y magnesio. El estado de prefiez estuvo relacionado, segun
los componentes principales (CP) lo siguiente: la CP1 tuvo la
mayor correlacién positiva con el contenido de iones Mg+ y
valor pH, mientras que la correlacién negativa fue con el
grado de cristalizacién (Y1=0,41 Mg+-0,53
cristalizacién+0,48 pH). La CP2 tuvo la mayor correlacién
positiva con el contenido de Na+ en el moco, potasio y cloro
(Y2=0,50 Na++0,54 K++0,45Cl-); la CP3 tuvo una alta
correlacién con la concentracion de Ca++ y negativa con el
nivel de Cl- (Y3=0,76 Ca++ -0,55 CI-).

En la Figura 2 se muestran los resultados producto del andlisis
de la relacién entre los iones sodio y potasio calculada.

El MCB de las vacas vacias mostré una relacién idnica
significativamente menor si se compara este valor con el
obtenido para las hembras prefiadas.

DISCUSION

Los resultados demostraron que la falla reproductiva o falta
de prefiez, en la mayoria de los animales, coincidié con una
secreciéon mucosa gelatinosa, poco transparente o con fléculos
de material opaco, y ademds se presentd en escasa cantidad.
También en algunos animales el MCB fue muy abundante,
absolutamente liquido y transparente. Esto coincide con lo
publicado en trabajos anteriores en los que demostraron que
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las caracteristicas del moco cervical se modifican en funcién
de las hormonas ovdricas secretadas durante el estro. La
dominancia de estrégenos provoca un aumento en la
actividad de sintesis en las células del cérvix encargadas de
secretar moco, por el contrario, la progesterona inhibe la
produccién de moco observdndose una secrecién cervical
escasa en el periodo luteal del ciclo (Tsiligianni et al.,, 2000;
Layek et al., 2014; Bernardi et al., 2016).

El pH fue ligeramente dcido vy la cristalizacion observada
correspondié a un arreglo mixto observdndose hojas atipicas
y tipicas de helecho; y tanto el pH como el grado de
cristalizacién fueron significativamente menor si se compara
con el grupo de hembras que resultaron prefiadas. Algunos
autores sostienen que la variacién del valor de pH,inducidas
por fluctuaciones en los niveles de estrégenos (Tsiligianni et
al., 2011; Bernardi et al., 2016).

En el MCB de las hembras que no han podido alcanzar la
prefiez, se determind una menor concentracién de potasio y
magnesio que la encontrada en el moco de las hembras
prefiadas, y no hubo diferencias en las concentraciones de
sodio, calcio y cloro. El bajo nivel de potasio encontrado en
nuestro trabajo, para vacas que resultaron prefiadas,
coincide con estudios anteriores en los que se evalué el
contenido de potasio en sangre y secreciones vaginales de
bovinos, demostrando que la concentracién de K sufre una
disminucién marcada en el momento mismo de la ovulacién o
inmediatamente antes de este suceso(Guay, 1996).Por otro
lado, la carga idénica de las secreciones mucosas estd
asociada por fuerzas electroquimicas a las mucinas sulfatadas
que componen al moco y esto genera una fuerza osmética
responsable de la atraccién de moléculas de agua (Alliende
et al., 2008; Pluta et al., 2012). En este sentido, vy
considerando la relacién sodio potasio intra y extracelular de
fundamental importancia en la fisiologia, en las vacas
prefiadas tal relacién (Na+/K+) resulté significativamente
mayor que la encontrada en las hembras vacias, esto permite
suponer que guardaria relacién con un mayor volumen de
agua haciendo que el moco se observe mds liquido o filante
como se comentd anteriormente. Desbalances en esta relacién
catiénica fueron diagnosticados por ejemplo en presencia de
ciclos estrales anormales, niveles de hormonas modificados,
etc. (Campos y Herndndez, 2008).

CONCLUSION

El andlisis exhaustivo del moco cervical puede resultar Gtil en
el diagnéstico del estro bovino mds aun cuando los signos
externos no son obvios, o cuando el celo es de corta
duracién; y también puede ser de utilidad para predecir la
inminencia de la ovulacién. Ademds, y no menos importante,
es considerar que esta secrecion en contacto con los
espermatozoides impide que se produzca la reaccién
acrosémica prematura, manteniendo por tanto la capacidad
fecundante del espermatozoide. A causa de esta funcién es
que se vuelve indispensable profundizar el estudio bioquimico
de la secrecion cervical (Vigil et al., 2008; Cortés 2012).
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Figura 1. Contenido iénico del moco cervical bovino de vacas inseminadas a celo detectado
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Tabla I. pH, grado de cristalizacién y contenido idnico del moco cervical bovino de vacas con celo espontdneo (Media y desvio estdndar)

Cl- (mEq/L)

pH Cristalizacién Na* (mEq/L) K+ (mEq/L) Ca** (mEq/L) Mg* (mEq/L)
Prefiadas 7,59+ 0,38¢ 1,31+ 0,26¢ 140,62+1,15¢ 7,76+ 10,24« 2,30+1,30¢ 2,80+0,27¢
Vacias 6,23+ 0,41b 2,21+ 0,700 134,57+12,81¢ 12,97+4,89 3,77+1,77¢ 3,93+0,60¢0

189,14 +25,84¢

199,831+30,08¢

mEq/L—mili equivalente por litro

o b columns with different superscripts are significantly different; P<0,05 t=1,99962

156




DOI. 10.18548/aspe,/0004.14

Savia CL, Redtegui J, Marini PR, Bernard SF. SPERMOVA. 2016, 6(2): 153-158

Figura 2. Diferencia entre grupos de la relacién sodio-potasio (Na*/K*) por grupo de vacas segun su estado reproductivo a los
60 dias postinseminacién
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