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2 REVISION DE LITERATURA _
Dados los antecedentes, se sabe que es factible inducir la lactancia tanto en vacas
como en vaquillas lecheras, mediante tratamientos que simulan los cambios
hormonales observados durante los ultimos 20 dias de gestacion en las hembras
bovinas. El tema central del presente trabajo de tesis pretende generar
informacion que permita entender mejor el efecto del tratamiento inductor de la
lactancia sobre la reproduccidon, ya que estas hembras bovinas que eran
candidatas al desecho por infertilidad, estan quedando gestantes después de que
son sometidas a un tratamiento inductor de la lactancia. Por lo tanto en este
capitulo se examinaran brevemente algunos conceptos sobre la infertilidad en
ganado lechero.

Los conocimientcs que se tienen sobre los efectos de las hormonas incluidas en el
tratamiento inductor de la lactancia en la reproduccion son abundantes, pero
ninguno de ellos se ha generado en las condiciones de nuestro modelo
experimental.

Por lo tanto se revisara la literatura relevante sobre los mecanismos fisiologicos
que los componentes del tratamiento inductor ejercen en la reproduccion. Se dara
énfasis a la revisiébn de los efectos de la progesterona sobre las siguientes
variables: Inhibicion de la actividad estral inducida o no por estrogenos, las
funciones ovaricas y el desempenrio reproductivo. En esta revisién, se examinaran
los conocimientos generados en bovinos. Sin embargo se empleara informacion

de otras especies para sustentar algunos conceptos.

2.1 Infertilidad en el ganado lechero

La infertilidad en el ganado lechero ha sido uno de los principales problemas en la
rentabilidad de la industria lechera y una de las mas frecuentes causas de
desecho no voluntario (Vaughn et al., 1998).

Existen varios factores de caracter reproductivo que determinan el desecho de
animales en los establos. Entre ellos se han identificado abortos que en promedio

contribuyen con el 2.5%, quistes ovaricos (10 %), metritis (4 %), mientras que las



vacas repetidoras contribuyen con el mayor porcentaje del total de desecho, que
en conjunto determinan el total de desecho por infertilidad (25%) (Grohn et al.,
1998). En los establos de varias cuencas lecheras de nuestro pais, se han
detectado tasas de desecho por infertilidad que oscilan entre el 37.5% (Sanchez,
1988) y el 45.9%(Talavera et al., 1973).

De manera que la mas importante causa de desecho por infertilidad en el ganado
lechero lo representan las vacas repetidoras, las cuales son aparentemente
saludables y fértiles, pero que fallan en alcanzar la gestacion después de varias
inseminaciones con toros de reconocida fertilidad. Las causas de este sindrome
pueden ser diversas, pero originan fallas en la fertilizacion o mortalidad
embrionaria temprana. Debido a lo extenso del tema, esta revisién se concretara a
discutir la mortalidad embrionaria por ser la causa mas frecuente.

La mortalidad embrionaria se ha identificado como una de las causas-mas
importantes en la baja eficiencia reproductiva del ganado bovino, ocurriendo ésta
dentro de los primeros 16 dias, por lo cual no se detecta una alteracion en la
duracién del intervalo entre estros (Diskin y Sreenan, 1980).

Dichos embriones no podran establecer el mecanismo de reconocimiento materno
de la gestacion, mediante la secrecidon de interferon tau (Thatcher et al., 1997), el
cual esta directamente relacionado con el tamafno del embrién (Thatcher et al.,
1994). Asi, los embriones menores de 25 mm en el dia 15 a 17 no producen la
cantidad suficiente de interferén tau para que ocurra el reconocimiento materno de
"la gestacién (Geisert et al., 1988). Debido a lo anterior, a continuacion se revisaran
las causas de mortalidad embrionaria, otros aspectos del complejo sindrome de la

infertilidad se discutiran durante el desarrollo de los demas capitulos.

2.1.1 Etiologia de la mortalidad embrionaria.

El exitoso desarrollo y sobrevivencia del embrién dependen de una secuencia
integrada de eventos bioldgicos que involucran al ovario, al embrion, el oviducto y
el Utero. Esta secuencia de eventos permite la viabilidad embrionaria, a través de

un didlogo cerrado entre el embrién y el ambiente materno (ovario-oviducto-utero),



cuya finalidad es la activacion de mecanismos dentro del endometrio que resulta
en mantenimiento del cuerpo luteo para sostener la gestacion. Una perturbacion
en el sistema puede ocacionar una reducida sobrevivencia embrionaria (Thatcher.,
et al.,, 1994).

Con respecto a la etiologia de la mortalidad embrionaria temprana, se pueden
considerar de principal importancia a los factores genéticos, nutricionales,

endocrinos, infecciosos y ambientales (Zavy, 1994).

2.1.2 Alteraciones genéticas

Las anormalidades cromosomicas han sido identificadas como causa de
mortalidad embrionaria temprana; en general, se considera que la mortalidad
embrionaria temprana es parte del sistema bioldgico para poder eliminar errores
citogenéticos a un bajo costo bioldgico (Zavy, 1994). La translocacion
Robertsoniana 1/29 produce una menor fertilidad en el ganado bovino (Schmutz et
al., 1997), asi como la deficiencia de la enzima uridina-5-monofosfato sintetasa, la
cual esta involucrada en la sintesis de nucleétidos de pirimidina necesarios para la
sintesis de las moléculas de DNA y RNA. Los embriones homocigéticos recesivos
para este desorden mueren antes del dia 40 de la gestacion (Shanks y Robinson,
1989). La mortalidad embrionaria en la inseminacion tardia, aunque es un
problema de manejo, tiene sus bases en la genética del ovocito, el cual envejece
rapidamente sufriendo procesos degenerativos; cabe mencionar que la vida fertil
del ovocito es de solo 8 a 10 horas. En este caso, la fertilizacion se produce pero
puede fallar el bloqueo de la poliespermia o el embrion se desarrolla

anormalmente pereciendo en los dias siguientes (Zavy, 1994).

2.1.3 Factores nutricionales

Se ha documentado que el exceso de proteina degradable y no degradable
ruminal de la dieta, produce una elevada concentracion de nitrégeno ureico
circulante y puede repercutir en una reducida tasa de concepcion (Butler, 1998).

Niveles sanguineos aumentados de nitrégeno uréico pueden provocar niveles



similares en tejidos y fluidos uterinos, los cuales podrian ser toxicos para el 6vulo,
el espermatozoide y el embrion o puede afectar a las células ciliadas provocando
un deficiente transporte del cigoto (Carrol, 1988); también puede provocar una
disminucion del pH uterino (Elrod y Butler, 1993). Se ha demostrado que cuando el
nitrégeno uréico en suero excede de 20 mg/dl, la fertilidad en el ganado lechero se
afecta severamente (Ferguson et al., 1991). Ademas, el exceso de proteina puede
alterar las concentraciones de iones (Mg, K, P, Zn) y de proteinas en el aparato
reproductor de la madre (Jordan et al., 1983) reflejandose en una mayor
mortalidad embrionaria y por consecuencia una reducida tasa de concepcion.

Otro factor importante para la viabilidad del embriéon es el balance energético de
las vacas. Es bien conocido que la tasa de concepcion es mayor en vacas que
estan ganando peso durante el periodo de empadre que aquellas que lo pierden
(Plym et al., 1991). Los cambios en las hormonas metabdlicas son dinamicos y
reflejan el estado metabdlico del animal, por lo que en vacas subalimentadas
(balance energético negativo), las bajas tasas de concepcion pueden ser resultado
de un ambiente hormonal inapropiado, especialmente en relacién con los niveles
de progesterona, ya que se ha demostrado que las vacas con balance energético

negativo, tienen niveles mas bajos de progesterona (Villa-Godoy et al., 1988).

2.1.4 Alteraciones endocrinas

Respecto a los factores endocrinos que estan involucrados con la mortalidad
embrionaria, podemos considerar a la inadecuada funcién del cuerpo luteo. Tal
insuficiencia lutea puede deberse a la presencia de un cuerpo luteo de vida corta
(7 a 12 dias) (Hernandez, 1997) o bien a un cuerpo luteo con una vida media
normal pero con una produccién disminuida de progesterona (Inskeep, 1995).
Posiblemente un nivel elevado de progesterona pudiera ser el reflejo de una sefal
luteotropica por el embrién, mientras que la depresién de la misma pudiera

representar un ambiente uterino poco adecuado (Kerbler et al., 1997).



2.1.5 Ambiente oviductal y uterino

Se sabe que el ambiente uterino y oviductal tienen gran importancia en la
viabilidad y desarrollo del embrion (Gandolfi, 1994). Los embriones de vaquillas
repetidoras presentan retraso en su desarrollo cuando se comparan con los de
vaquillas normales. Se sugiere que este retraso podria deberse a que las
condiciones del ambiente del oviducto y el Utero no son las apropiadas para el
desarrollo del embrién.

Se han identificado una gran variedad de proteinas secretadas por el oviducto, las
cuales estimulan la actividad mitética de manera similar al suero fetal bovino in
vitro (Gandolfi et al., 1989). Si bien es necesario determinar el papel fisiolégico de
tales proteinas, aparentemente la modificacién en la producciéon o secrecion de
dichas proteinas puede tener efectos adversos en el desarrollo embrionario, ya
sea acelerando su crecimiento o propiciando un desarrollo no arménico con el
estado fisiologico del oviducto y Utero, tal como lo indican las mdltiples evidencias
aportadas por los estudios sobre transferencia embrionaria (Rowson et al., 1972;
Albihn et al., 1991).

2.1.6 Agentes infecciosos

En el pasado, la mortalidad embrionaria se relacionaba estrechamente con las
infecciones uterinas. En la actualidad, debe distinguirse el papel de las infecciones
uterinas especificas o inespecificas como causa de mortalidad embrionaria. Las
infecciones inespecificas no son el principal factor de mortalidad embrionaria, sin
embargo en tales circunstancias es posible que algunos microorganismos puedan
sobrepasar los mecanismos de defensa del Gtero y causar infecciones uterinas
especificas, las cuales pueden ser lo suficientemente severas para causar la
muerte del embrion. Al respecto, existe una amplia variedad de agentes
infecciosos capaces de provocar muerte embrionaria, la cual incluye diversas
bacterias, virus, protozoarios y hongos (Zavy, 1994).



2.1.7 Condiciones del medio ambiente

Dentro de las causas medio ambientales, la alta temperatura es especialmente
dafina cuando se combina con una humedad elevada, resultando en bajos
porcentajes de concepcion y altas tasas de mortalidad embrionaria. Durante el
periodo de servicio reproductivo, el estrés calérico afecta el desarrollo del embridn
al elevarse la temperatura uterina, o indirectamente al alterarse el ambiente
uterino mediante modificaciones del estado endocrino materno (Badinga et al.,
1985).

El embrién bovino es extremadamente sensible en sus fases tempranas de
desarrollo al estrés térmico (Zavy, 1994). En general, las vaquillas sometidas a
condiciones hipertérmicas muestran una mayor incidencia de embriones

anormales con blastébmeros degenerados y no viables (Putney et al., 1988).

2.2 Hormonas usadas para inducir la lactancia y sus efectos en la
reproduccion

A continuacién se revisara la informacion disponible sobre las hormonas que se
usan en el tratamiento para inducir la lactancia. Al respecto, existen evidencias de
que las hormonas indispensables para desarrollar la glandula mamaria, iniciar la
lactacién y mantenerla de manera sostenida, son la progesterona, los estrégenos,
los corticosteroides y la somatotropina (Tucker, 2000), por lo que brevemente se
discutiran sus efectos en reproduccién y en la fisiologia de la glandula mamaria de

animales durante la lactancia natural.

2.2.1 Progesterona

La progesterona, es el primer producto biolégicamente activo en el proceso de
sintesis de hormonas esteroides y es el principal producto de secrecion del cuerpo
lateo. Los principales blancos de la progesterona son el aparato reproductivo y el
eje hipotalamo-hipofisiario. En general como su nombre lo indica, la progesterona
es una hormona progestacional, por lo que una de sus principales actividades es

la de preparar el aparato reproductivo para la iniciaciéon y mantenimiento de la
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gestacion. En la musculatura del oviducto y del utero, la progesterona reduce las
contracciones, cierra el cérvix y modifica las caracteristicas del moco cervical,
volviéndolo mas viscoso, lo que limita la entrada de agentes extranos al utero. Con
relacion a la glandula mamaria, la progesterona producida por el cuerpo luteo de
gestacién, estimula el desarrollo del sistema alveolar, anticipando la sintesis y

secrecion de leche (Niswender y Nett, 1994; Niswender, 2000; Chabber-Buffet,
2000).

2.2.1.1 Mecanismos de accién

El mecanismo de accién de la progesterona se realiza a dos niveles, el primero
correspondiente a nivel gendmico, esto es que la progesterona ejerce la mayoria
de sus efectos al regular en forma directa la transcripcidn génica mediante
receptores nucleares especificos, que actian como factores de transcripcion
inducidos por la progesterona. Una vez que dichos receptores han sido enlazados,
modulan la expresion de genes al realizar un enlace especifico de elementos de
DNA sensibles a progesterona (Chabbert-Buffet et al., 2000).

El segundo corresponde a nivel de membrana o de tipo no genémico, que
envuelve la interaccion de esta hormona con canales idnicos, receptores de
neurotransmisores o receptores de hormonas peptidicas como la oxitocina
(Grazzini et al., 1998).

La participacion de la progesterona en el ciclo reproductivo de diferentes especies
ha sido bien establecida. Por ejemplo en la fase folicular del ciclo estral, la
progesterona en la circulacién se presenta en bajas concentraciones y el tejido
endocrino predominante del ovario es el foliculo por lo que la ruta esteroidogénica
privilegia la sintesis de estradiol. En dicho escenario de altos niveles de estradiol,
este actla en el eje hipotalamo-hipofisiario para estimular un patrén de pulsatilidad
de baja-amplitud y alta-frecuencia de LH (1 pico por hora), lo cual resulta en
elevadas concentraciones circulantes de LH que llevan al desarrollo folicular hasta
el punto de la ovulacion (Chabbert-Buffet et al., 2000; Buffet y Bouchard, 2001;
Pate y Landis-Keyes, 2001).
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Posteriormente, conforme se inicia el proceso de iuteogénesis, la secrecion de
progesterona por el cuerpo liteo es controlada por sefiales hormonales de varios
organos y se ha demostrado que la LH producida por la glandula hipofisis anterior
es clave en la secrecidbn de progesterona que actua modulando funciones
luteotrépicas en vacas (Roberson et al., 1989; Peter et al., 1994), ovejas (Denamur
et al., 1973) y monos (Ellinwood et al., 1984). Cambios en los niveles circulantes
de progesterona influencian la secrecion del modo pulsatil y en forma de oleada de
LH, la cual es regulada por la secrecion hipotalamica de GnRH, el cual a su vez es
regulado por un mecanismo de retroalimentacion negativo ejercido por las
concentraciones sanguineas circulante de progesterona. Por lo que las altas
concentraciones de progesterona restringen el patrén de secrecion de LH a un
perfil de baja-frecuencia y alta amplitud (1 pulso cada 4 h, o menos), generando
una reduccién en la concentracién media de LH durante la fase litea. Este
decremento sérico de LH por parte de la progesterona es el resultado de su accion
sobre el eje hipotalamo-hipofisiario, ya que mientras en el hipotalamo bloquea la
secrecion pulsatii de GnRH, en la hipdfisis reduce el numero de receptores a
GnRH, al regular negativamente la expresion de RNAm que los codifica, ademas
de reducir la expresion de los genes que codifican el ensamble tanto de LH como
de FSH (Niswender et al., 2000).

Por otro lado se conoce que los receptores para progesterona no se expresan en
las neuronas productoras de GnRH en especies como la ovina, bovina, rata y
primates no humanos, de forma tal que la pulsatilidad de GnRH regulada por la
progesterona se realiza de manera indirecta. Es decir que la interaccion
progesterona con neuronas productoras de GnRH se realiza a través de neuronas
periféricas como el sistema opioide, colinérgico y acido gama-aminobutirico
(GABA). La regulacion de la progesterona esta intimamente relacionada con el
estradiol. Existen multiples evidencias que la expresion del receptor de la
progesterona se regula positivamente por el estradiol en diferentes eventos.

Previo a la accion de la progesterona en el aparato reproductivo, se requiere la

exposicion de éste a la accion de los estrégenos, los cuales inducen la expresion



de receptores para progesterona. Varios estudios han documentado que la
expresion del receptor de progesterona es regulado a la alta por previa exposicion
a estrogenos (Bayliss et al., 1991; Shughrue et al., 1997) y la presencia de
estrégenos ha mostrado aumentar la habilidad de la progesterona para suprimir la
secrecion de LH (Goodman et al., 1980; Skinner et al., 1998). En contraste, la
progesterona regula negativamente sus propios receptores y los receptores para
estradiol, por lo que la progesterona tiene acciones antiestrogénicas en el aparato
reproductivo, al regular en forma negativa los receptores para estrégenos,
bloqueando las acciones mitogénicas de dicha hormona (Chabbert-Buffet et al.,
2000; Niswender, 2000; Tavaniotou et al., 2002).

Durante la fase folicular del ciclo estral, mientras los estrogenos inducen la
proliferacion de las células endometriales, hacia la fase.lutea, la progesterona
inhibe la mitosis endometrial, ademas, induce la diferenciacion del estroma,
estimula la secrecién del epitelio glandular 'y cambia el patréon de secrecion de
proteinas por las células endometriales, con el objetivo de proveer un ambiente
uterino que soporte el desarrollo embrionario temprano. Con respecto al
miometrio, la progesterona inhibe los movimientos uterinos ademas de reducir el
ingreso de calcio extracelular, el cual es requerido para la contraccion de las
células miometriales, y bloquea la habilidad de los estrégenos para inducir la
expresién de receptores a-adrenérgicos cuya activacidbn causa contracciones
miometriales( Chabbert-Buffet et al., 2000).

2.2.1.2 Papel de la progesterona en control del estro

Evidencias en ratas revelaron que las hormonas esteroides actuan en el cerebro
para influenciar la conducta reproductiva (Rubin y Barfield, 1983; Pleim et al.,
1989; Barfield y Chen, 1977). Los receptores de esteroides ovaricos: receptor de
estradiol y receptor de progesterona son encontrados en varias regiones
hipotalamicas del cerebro, incluyendo el area preodptica medial, nucleo arcuato, y
nacleo ventromedial, asi como en muchas regiones extrahipotalamicas, incluyendo
el hipocampo, corteza y amigdala (Mani y O Malley, 2002; Mitra et al., 2003).



Los receptores neurales de estrégenos son esenciales para la expresion de la
conducta estral en roedores (Rissman et al, 1997). El nlcleo ventromedial
contiene una alta densidad de receptores de estradiol y parece ser el sitio mas
sensitivo para la conducta reproductiva dependiente de estrégenos (Pleim et al
1989; Pfaff y Keiner, 1973). Por lo que, la accién del estradiol en el nicleo
ventromedial es critica para la presentacién de la conducta sexual en la hembra.
La manifestacién de conducta de estro es debida primariamente a la accion de
estradiol 17-B. La expresion de estro en la vaca es dependiente de la secrecion
enddgena suficiente dé estradiol para provocar la respuesta de aceptacion de
monta.

Las concentraciones de progesterona son muy bajas durante el pro estro y el estro
en la vaca (Lemon et al.,, 1975), lo que constituye un prerrequisito para la
axpresion de la conducta de estro, debido a que la progesterona es inhibitoria de
dicha conducta (Davidge et al., 1987; Fabre-Nys et al., 1991a). La progesterona
parece tener un efecto de “todo o nada” (Allrich, 1994). Es decir, una vez que las
~ concentraciones de progesterona incrementan a nivel umbral, el estro es inhibido
aun cuando existan concentraciones de estradiol que inducen la conducta de estro
(Davidge et al., 1987; Fabre-Nys et al., 1991a). En otras palabras, la accién de la
progesterona tiene prioridad sobre la de estradiol en controlar la conducta de estro
(Allrich et al., 1994).

Existe desacuerdo en la literatura respecto a la previa exposicién a progesterona
en la facilitacion de la accién del estradiol en inducir la conducta de estro. Algunos
investigadores han encontrado aumento de las acciones del estradiol sobre la
conducta de estro cuando se usa un pretratamiento con progesterona (Melampy et
al., 1957; Carrick y Shelton, 1969; Fabre-Nys y Martin, 1991a), pero otros no han
encontrado este efecto facilitador por previa exposicién a progesterona (Davidge
et al., 1987, Vailes et al., 1992).

Carrick y Sheiton (1969) utilizaron dosis repetidas de 10 mg de estradiol en vacas
ovariectomizadas e indujeron una condicidén de refractariedad a 400 pg de

estradiol. Cuando trataron esas vacas con 10 mg de progesterona por 5 dias, esas
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vacas mostraron estro normal en respuesta a 400 ug de estradiol dados 3 dias
después. Estos investigadores sugirieron que los altos niveles de estradiol al final
de la gestacion inducen una condicidbn de refractariedad al mismo. La
progesterona, secretada por el cuerpo luteo resultante de una ovulacion
silenciosa, podria entonces remover esta condicion refractaria, resultando en
conducta de estro antes de la segunda ovulacién posparto. Asi, para vacas
intactas, la progesterona podria ser facilitadora de la conducta de estro, mientras
que las ovariectomizadas muestran efectos inhibitorios de la progesterona. Esto
pudiera ser debido a que la progesterona actua a nivel del ovario para facilitar la
conducta de estro. Al respecto, Hunter et al (1986) obtuvieron evidencias de que la
progesterona actua directamente sobre el ovario para influenciar la funcién del
siguiente cuerpo luteo en la oveja, modificando la respuesta del foliculo a las
gonadotropinas, incrementando la cantidad de estradiol folicular. Estudios en
borregas han mostrado que el pretratamiento con progesterona potencializa las
acciones del estradiol sobre la conducta de estro (Mariana et ai., 1992).

~ Christian y Casida (1948) fueron los primeros en demostrar la supresién del estro
y el control de la ovulacion en bovinos con progesterona exégena. Numerosos
experimentos durante los afios 60 permitieron observar que la regulacion del ciclo
estral puede ser obtenida a través de varios esquemas con el suministro de

progesterona, estrégenos y gonadotropinas (Hansel, 1965).

2.2.1 .3 Papel de la progesterona en el control folicular

Ha sido ampliamente demostrado, por ultrasonografia, que el desarrollo folicular
en vacas ocurre en un patrén de ondas y que dos a tres de ellas ocurren durante
el desarrollo de foliculos antrales en el ciclo estral bovino (Sirois y Fortune, 1988;
Savio et al., 1988; Driancourt et al.,, 1991). La primera onda surge después del
pico secundario de secrecion de FSH que sigue a la ovulacioén (Dobson, 1988). La
segunda y tercera onda folicular del ciclo estral también son precedidas por

incrementos en los niveles de FSH (Adams et al., 1992a).
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Después de la formacién del antro, el crecimiento folicular ocurre tanto por
expansion del antro como por mitosis de las células de la granulosa (Oktay et al.,
1995). Ireland y Roche (1987), dividen el desarrollo posantral en las siguientes
fases: reclutamiento, seleccién, dominancia y preovulatoria. Durante la fase de
reclutamiento, muchos foliculos antrales comienzan su crecimiento, como
consecuencia del incremento en los niveles de FSH en la circulacion. EI numero
de foliculos reclutados (2 a 4 mm) en el bovino es usualmente de 3 a 4 veces mas
grande que el numero de foliculos ovulados. La seleccion consiste en el
crecimiento de varios foliculos reclutados y puede durar 2 a 4 dias. La fase de
dominancia es aquella en la cual uno de los foliculos se desarrolla mientras que
los demas foliculos subordinados sufren atresia. Esta fase dura en promedio 3
dias en los bovinos. Cada onda concluye con el desarrollo de un solo foliculo
dominante, el cual suprime el crecimiento de otros foliculos mayores a 4 mm en
diametro (Savio et al.,, 1993). En la fase preovulatoria es cuando el foliculo
dominante alcanza dimensiones mayores a 8 mm, y puede ovular o volverse
atrésico (Fortune, 1994).

El primer foliculo dominante parece incapaz de suprimir el crecimiento de otros
foliculos continuamente, debido a la corta duracion de su dominancia y al dejar de
ser dominante ocurre un nuevo reclutamiento. Esta emergencia de una nueva
onda folicular puede ser detectada por ultrasonografia. La muerte o atresia del
primer foliculo dominante a la mitad del ciclo, es decir durante la fase del diestro,
es debida al efecto de retroalimentacion negativa de la progesterona sobre la
secrecion de LH (Savio et al., 1990, 1993).

Ginther et al., (1989a,b) y Adams et al., (1992b) demostraron gque concentraciones
de progesterona parecidas a las existentes durante la fase lutea limitan el
crecimiento folicular. La progesterona de origen exdgeno puede también afectar el
desarrollo folicular y el nimero de foliculos dominantes durante el ciclo (Sirois y
Fortune, 1990; Adams et al., 1992b). Como el crecimiento folicular es dependiente

de las gonadotropinas hipofisiarias, el crecimiento reducido podria estar asociado



con el efecto de retroalimentacion negativa de la progesterona sobre la secrecién
de LH (Batra y Miller, 1985).

2.2.1.4. Efecto de la progesterona en el anestro posparto

Un periodo de anestro anovulatorio es observado en vacas lecheras o en vacas de
carne que amamantan una cria después del parto. En vacas lecheras el intervalo
del parto a primera ovulacién es de 19 a 22 dias (Fonseca et al., 1983; Stevenson
and Call, 1983; Darwash et al., 1997).

Las concentraciones promedio de gonadotropinas tanto en hipéfisis, como en la
circulacion son muy bajas al final de la prefiez debido a la deplecién de las
gonadotropinas y al fuerte efecto de retroalimentacion negativa ejercido por los
estrégenos y la progesterona tanto a nivel de hipofisis como en el hipotalamo; la
progesterona bloquea los picos de GnRH en el hipotalamo; a nivel de la hip&fisis,
reduce el nimero de receptores para la GnRH en el gonadotropo, por medio de
inhibicién de la transcripcion del gen que codifica el RNAm para el receptor de la
GnRH.

Por otro lado, altos niveles de progesterona antes del parto resultan en una
disminucién en la expresion de los genes que codifican la subunidad BLH vy la
subunidad a, comun de las glicoproteinas (Gina y Nett, 1995). Los altos niveles de
estrogenos existentes al final de la prefiez potencializan el efecto de la
progesterona. Después del parto, la FSH hipofisiaria incrementa y posteriormente
ocurre un aumento en la circulacién dentro de los 5 a 10 dias en vacas lecheras y
en las de carne que amamantan una cria, mientras que las concentraciones de LH
generalmente empiezan a aumentar entre los dias 10 a 20 posparto, conforme los
pulsos de GnRH se van incrementando. Episodios pulsatiles de LH son detectados
alrededor de este tiempo en vacas lecheras, pero son retardados en vacas de
carne que amamantan a su cria (Lamming et al.,, 1981; Beam and Butler, 1997;
Crowe et al., 1998).

El crecimiento y el desarrollo de foliculos ovaricos comienza dentro de 1 6 2 dias

después del primer incremento significativo de la concentraciéon de FSH posparto
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(Beam and Butler, 1997; Crowe et al., 1998). Un solo foliculo ovarico, grande o
dominante comienza a crecer alrededor del dia 10 a 14 posparto en vacas
lecheras y en vacas de carne (Murphy et al., 1990; Savio et al 1990; McDougall et
al., 1995). Este primer foliculo dominante podria madurar totalmente y ovular, o
convertirse en atresico y ser reemplazado por uno o mas foliculos dominantes
subsecuentes, alternativamente el foliculo podria continuar creciendo y convertirse
en quiste. La ovulacion de un foliculo dominante ocurre cuando la produccion de
estradiol por el foliculo es suficiente para estimular la oleada preovulatoria de LH y
FSH.

La primera ovulacidon posparto frecuentemente es asociada con ausencia de
conducta de estro y es seguida por una fase lutea de corta duracion (Webb et al.,
1980; Murphy et al., 1990; McDougall et al., 1995). La fase lutea corta siguiente a
la primera ovulacion posparto es una consecuencia de las interacciones entre el
‘Utero, el cuerpo lateo, y posiblemente el foliculo ovulatorio. La liberacion
prematura de PGF,, por el Gtero, mas que el inadecuado desarrollo luteal, es la
principal causa de la corta vida media del primer cuerpo luteo (Copelin et al., 1987;
Zollers et al.,, 1989; Cooper et al., 1991). Las bajas concentraciones de
progesterona previas a la primera ovulacién posparto resultan en un bajo numero
de receptores de progesterona y un mayor niumero de receptores a oxitocina en
las células endometriales, permitiendo el desarrollo temprano del ciclo de
retroalimentacion positiva entre oxitocina y PGFy, (Zollers et al., 1993).

Las bajas concentraciones preovulatorias de estradiol probablemente también
estan involucradas en el incremento del niUmero de receptores endometriales de
oxitocina, permitiendo asi la unién de oxitocina y la liberacion prematura de PGFyq
(Mann and Lamming, 2000).

Un corto periodo de concentraciones elevadas de progesterona de origen
enddégeno o exégeno durante el periodo posparto, es importante para la expresion
de la conducta de estro asi también como para la subsecuente funcidén litea
normal (Henricks et al., 1972; Ramirez-Godinez et al., 1982; McDougall et al.,

1992). El mecanismo de accién no es claro, pero parece involucrar cambios en el
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numero de receptores para estradiol en el hipotalamo e incrementar la produccion
de estradiol por parte del foliculo preovulatorio. El tratamiento con progesterona de
vacas en anestro resulta en mayores concentraciones de estradiol en el fluido
folicular y en la circulacion, un incremento de la secrecion pulsatil de LH y un
numero aumentado de receptores para LH en células de la teca y de la granulosa
de los foliculos preovulatorios, comparados con animales no tratados (Garcia-
Winder et al., 1986, 1987; Inskeep et al., 1988; Rhodes et al., 2002). Se ha
hipotetizado que la exposicion a progesterona de vacas en anestro induce un
decremento transitorio en la liberacion pulsatil de LH, pero posteriormente podria
estimular el desarrollo y maduracién de un foliculo dominante aumentando la
liberacion de LH y estimulando el desarrollo de sus receptores y la secrecién de
estradiol por el foliculo dominante (Garcia-Winder et al., 1986; Nation et al., 2000;
Rhodes et al., 2002). La liberaciéon incrementada de LH es posible debido a una
reduccidn en los receptores de estradiol en el hipotalamo y una retroalimentacion
negativa disminuida sobre la liberacion de GnRH, como se demostré en vaquillas
prepuberales (Day y Anderson, 1998). Ademas, los centros de la conducta son
activados, posibilitando la expresién de estro en una gran proporcién de animales.
El uso de progestagenos con el fin de inducir la ciclicidad ovarica y sincronizar el
estro se basa en el principio de simular la presencia de un cuerpo luteo funcional
(Odde, 1990; Macmillan y Burker, 1996). Estudios realizados en novillas ciclando
muestran que la progesterona y los progestagenos sintéticos suprimen el estro,
bloqueando los receptores de estradiol en hipotalamo y la ovulacién a través de un
mecanismo de retroalimentacion negativa sobre la liberacion de LH, reduciendo la
frecuencia de la liberacién pulsatil de esta hormona ( Ireland y Roche, 1982); de
modo que al retirar o suprimir el tratamiento disminuyen las concentraciones
circulantes del progestageno y se pierde el efecto inhibitorio ejercido por este en el
hipotalamo, resultando en un incremento en la liberacion de LH que estimula la

completa maduracion folicular y la ovulacion (Britt y Roche, 1985).



2.2.1.5 Efecto de la progesterona sobre los mecanismos de defensa del Gtero

El Gtero de las vacas, ovejas y cerdas es susceptible a infecciones cuando las
concentraciones de progesterona son incrementadas, y éste es resistente a
infecciones cuando las concentraciones de progesterona son reducidas (Lander
Chacin et al., 1990; Seals et al., 2002; Wulster-Radcliffe et al., 2003). La
progesterona suprime los mecanismos de defensa inmune del utero y predispone
al utero a infecciones no especificas. Las infecciones uterinas son llamadas no
especificas, cuandd numerosas bacterias potencialmente patogénicas pueden ser
aisladas de un utero infectado; la colonizacién bacteriana es desconocida; y la
bacteria especifica que causa los signos de infeccién son desconocidos (Griffin et
al., 1974a, b; Del Vecchio et al., 1994; Lewis, 1997). Esto ocurre mas cominmente
en animales posparto, y las infecciones uterinas podrian reducir la eficiencia
reproductiva del ganado (Arthur et al., 1989; Lewis, 1997; Dhaliwal et al., 2001).
Aunque los efectos inmunosupresivos de la progesterona han sido reconocidos
por almenos los ultimos 50 afos, el mecanismo completo de accién de la

progesterona aun se desconoce (Lewis, 2004).

2.2.1.6 Efecto de la progesterona en la glandula mamaria

En nuestro modelo de vacas de lactancia inducida, la progesterona ejerce efecto
sobre la glandula mamaria en el crecimiento de sistema de ductos y formacion
lobular (Haslam, 1979), apoya a los estrégenos en el crecimiento alveolar. Sin
embargo, la progesterona puede inhibir el inicio de la lactacion cuando su
concentraciéon permanece alta, debido a que la progesterona tiene un efecto
inhibitorio sobre la lactogénesis al suprimir la sintesis de enzimas y proteinas que
inician la sintesis y secrecion de la leche, mas no afecta el mantenimiento de la
lactaciébn cuando ésta ya ha sido establecida, probablemente por que sus
receptores no se encuentran presentes en este estado de la lactacion (Herrenkohl,
1972; Pelissier, 1972; Smith, 1973).



En resumen, la progesterona es una hormona secretada después de la ovulacion
por el cuerpo luteo, bajo control de la LH. El principal sitio de accién de la
progesterona es el aparato reproductivo y el eje hipotalamo-hipdfisis. El
mecanismo de accion de la progesterona se realiza a dos niveles, el primero
corresponde a nivel gendmico y el segundo a nivel de membrana. La progesterona
es uno de los elementos que participa en la regulacion de la sintesis y secrecion
de las gonadotropinas. Este efecto de la progesterona es el resultado de una
accion tanto en hipoéfisis como en hipotalamo, es decir, la progesterona bloquea
los picos de GnRH desde el hipotalamo; a nivel de la hipdfisis, la progesterona
reduce el numero de receptores para la GnRH en el gonadotropo, por lo que se
puede establecer que la progesterona disminuye la cantidad de LH liberada en
respuesta a GnRH. Por otro lado, altos niveles de progesterona resultan en una
disminucion en la expresion de los genes que codifican la subunidad BLH vy la
subunidad a comun de las glicoproteinas. Ademas la progesterona ejerce efectos
sobre los centros de la conducta en el cerebro encargados de la conducta de
estro.

En cuanto a los efectos en las vacas a las que se les induce lactancia por medios
hormonales, ademas de los efectos sobre el desarrollo de la glandula mamaria la
progesterona de origen exoégeno puede ejercer efectos inhibitorios sobre la
sintesis y secrecion de gonadotropinas hipofisiarias, asi como también puede
afectar el desarrollo folicular y el nimero de foliculos dominantes durante el ciclo.
Debido a que el crecimiento folicular es dependiente de las gonadotropinas
hipofisiarias, el crecimiento reducido de los foliculos podria estar asociado con el
efecto de retroalimentacion negativa de la progesterona sobre la sintesis y
secrecion de LH, efecto que puede ser potencializado por los altos niveles de
estradiol utilizados en el tratamiento de induccién de la lactancia y de esta manera
afectar negativamente la eficiencia reproductiva durante el tratamiento de
induccion de la lactacién; aunque los efectos de la progesterona son transitorios y
ésta es eliminada rapidamente de la circulacion, por lo que probablemente de

alguna manera los altos niveles de esteroides pudieran regular a largo plazo,
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puesto que mas del 40 % de animales estan quedando gestantes después de ser

sometidas a un tratamiento de induccién de la lactancia.
2.2.2 Estradiol

2.2.2.1 Efecto del estradiol en el eje Hipotalamo-hip&fisis

Se sabe que el estradiol es un importante regulador del eje hipotalamo-hipofisis en
los animales de granja. En la mayoria de las especies, cantidades crecientes de
estradiol que resultan del desarrollo de los foliculos ovaricos durante la fase
folicular del ciclo estral, induce la oleada preovulatoria de gonadotropinas vy, por lo
tanto, la ovulacion en ausencia de progesterona. Se sabe que el estradiol es el
principal factor responsable para la induccion de la oleada preovulatoria de
gonadotropinas. Este evento involucra dos parametros en la induccién de esta
oleada. El primero, corresponde a un incremento en la sintesis e insercion de
receptores de GnRH en la membrana de los gonadotropos (Gregg et al., 1990;
Nett et al.,, 1984). En el segundo, el estradiol parece estimular una secrecion
sostenida de GnRH del hipotalamo que es iniciada entre 12 y 15 horas después de
la elevacion de las concentraciones de estradiol de origen endogeno o exdgeno,
varias horas después del incremento de los receptores de GnRH en los
gonadotropos (Moenter et al., 1991). Asi, al inducir una oleada preovulatoria de
gonadotropinas, el estradiol primero incrementa la sensibilidad de la hipofisis a
GnRH y una vez que los gonadotropos son sensibilizados al maximo, entonces
causa un incremento pulsatil en la cantidad de GnRH por el hipotalamo, siendo
liberado dentro de la circulacién portal-hipofisiaria para estimular la liberacion
masiva de LH necesaria para inducir la ovulacion.

Por otro lado existen condiciones fisiolégicas en las que el estradiol también puede
ejercer un efecto de retroalimentacion negativa sobre el eje hipotalamo-hipé&fisis
como en la etapa prepuberal. En vaquillas prepuberales, el hipotalamo es
extremadamente sensible al estradiol, ejerciendo este un efecto de

retroalimentacion negativa sobre el hipotalamo, inhibiendo asi los pulsos de GnRH
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y por ende los de LH (Day et al., 1984). Conforme la pubertad se acerca, el
numero de receptores a estradiol en el hipotdlamo medio basal disminuyen,
resultando en una posible disminucion en la retroalimentacion negativa del
estradiol sobre la liberacion de pulsos de LH (Day et al., 1987).

Otras condiciones o estados fisiolégicos en las que se puede presentar un estado
similar al prepuberal en el cual el estradiol es inhibitorio a la secrecién
hipotalamica de GnRH, es el anestro posparto, nutricional y estacional, asi como
el amamantamiento, todo esto podria crear una situacion en la cual el crecimiento
del foliculo dominante después de la desviacidén podria producir un incremento en
las cantidades de estradiol. Las cantidades incrementadas de estradiol circulante

podria inhibir los pulsos hipotalamicos de GnRH y los subsecuentes pulsos de LH
(Wiltbank et al., 2002).

2.2.2.2 Papel de los estrégenos en el desarrolio folicular

El estradiol por otro lado regula la tasa de desarrollo de los foliculos ovaricos; esto
es debido a que el foliculo dominante incrementa su capacidad para producir
estradiol e inhibina, asi como también la secrecién intraovarica de factores con
capacidad de inhibir directamente el desarrollo de los foliculos subordinados. El
estradiol y la inhibina provocan que las concentraciones de FSH declinen durante
la onda de desarrollo folicular, promoviendo que los foliculos subordinados
dependientes de FSH detengan su crecimiento y su destino final sea la atresia
(Armstrong y Webb, 1997; Albertini et al., 2001).

El descubrimiento del papel luteolitico de los estrogenos cuando se administraron
durante etapas tempranas del ciclo estral (Wiltbank y' Kasson, 1968; Wiltbank et
al., 1971) condujo a la incorporacion de los estrébgenos como parte de los
tratamientos de sincronizaciéon del estro. Afios después se reconocioé al estradiol
por su capacidad para inducir atresia en los foliculos ovaricos (Rajamahendran y
Manikkam, 1994; Bo et al., 1995) por lo que ha sido usado ampliamente al inicio o

al final de tratamientos basados en progesterona, para acortar la vida del cuerpo
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luteo y terminar con la onda folicular existente, induciendo asi la emergencia de un
nuevo foliculo.

Burke (2003) examind los cambios histologicos y funcionales asociados con la
atresia en el foliculo dominante y la regulacién de una nueva onda de desarrollo
folicular inducida por el benzoato de estradiol, encontrando una reduccion en el
numero de células de la granulosa, ademas de pérdida en la capacidad del foliculo
dominante para producir estradiol (probablemente por disminucion de la actividad
de la aromatasa); lo anterior asociado con concentraciones circulantes reducidas
de LH o FSH. La sincronia de la emergencia folicular y la elevacién en FSH que
precede dicha emergencia fueron mas o menos retardadas de acuerdo a la dosis
de benzoato de estradiol usada. La disminucion de las concentraciones. de
estradiol de la circulacion sanguinea que permitieran un incremento en FSH fue un
factor clave en determinar la sincronia del nuevo desarrollo folicular.

La induccion de la atresia del foliculo dominante es alcanzada rapidamente a nivel
celular y molecular. Sin embargo, la variaciéon en la sincronia del nuevo desarrollo

folicular depende de la tasa de eliminacién del estradiol de la circulacion (Burke,
2003).

2.2.2.3 Papel del estradiol en la conducta estral

Durante el proestro, un foliculo preovulatorio se desarrolla en uno de los ovarios.
Bajo la influencia de las gonadotropinas hipofisiarias, este foliculo secreta grandes
cantidades de estrogenos, estradiol principalmente, lo cual hace que el estradiol
circulante alcance niveles pico (Schams et al., 1977; Dobson, 1978; Ireland et al.,
1984). El inicio de la conducta de estro es inducido por la accién del estradiol
sobre el hipotalamo en ausencia de progesterona (Clegg et al., 1958; Blache et al.,
1991). La induccién del estro por estradiol ha sido demostrada en vacas
ovariectomizadas (Katz et al., 1980; Lefebvre et al., 1992) y ovejas (Fabre-Nys et
al., 1991b; 1993). Los efectos de estradiol en la induccién del estro parecen ser de
“todo o nada” (Allrich, 1994). Es decir, una vez que la concentracion de estradiol

en el plasma es suficiente para inducir el estro, cantidades adicionales de estradiol



no tienen una fuerte influencia estimulatoria sobre la expresién de la conducta de
estro. Estos efectos han sido demostrados en vacas intactas y ovariectomizadas
(Glencross et al .1981', Cook et al., 1986; Coe y Allrich 1989).

Sin embargo, durante el estro, ademas del estradiol necesario para inducir la
conducta estral, cantidades adicionales de estradiol tal vez son requeridas para la
funcion del aparato reproductivo, tal como la secrecién de proteinas especificas

para nutrir el embrién en etapas tempranas (Allrich, 1994).

2.2.2.4 Efectos del estradiol sobre los mecanismos de defensa uterino

La resistencia del utero varia de acuerdo con la influencia hormonal proporcionada
basicamente por progesterona y estradiol. Por lo que durante la fase estrogénica
el utero aumenta su resistencia a las infecciones, dadc;que el estradiol estimula la
actividad de los leucocitos, estimula la contractibilidad miometrial e incrementa la
sensibilidad miometrial a otros agentes uterotonicos tal como la oxitocina
(Ptaszynska, 2003). Los estrégenos han sido utilizados por décadas en la terapia
de infecciones uterinas no especificas en ganado (Ptaszynska, 2003). Sin
embargo, un efecto directo del estradiol sobre la resistencia o susceptibilidad del
utero a infecciones no ha sido claramente establecido para vacas, ovejas, o
cerdas. De hecho, en dos estudios recientes, el estradiol no afect6 la involucion
uterina en vacas y ovejas posparto, y los autores especularon que el tratamiento
con estradiol podria no mejorar la salud uterina (Sheldon et al., 2003a, b).

El estradiol estimula la proliferacion epitelial uterina y es obligatorio para la
morfogénesis epitelial, citodiferenciacién y actividad secretoria uterina. Todos

estos efectos son ejercidos a través de receptores de estrégenos (Cook et al.,
1997).

2.2.2.5 Efecto de los estrogenos sobre la glandula mamaria
En la vaca, los estrogenos aumentan lentamente durante la mayor parte de la
prefiez, con un incremento importante entre los 5 y 2 dias previos al parto. Los

estrogenos interactiian con los factores de crecimiento que circulan en la sangre,
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provenientes principalmente del higado y juntos estimulan al estroma de las
células epiteliales mamarias. Aunque no de manera concluyente, existen
evidencias que indican que en las vacas, las células de la glandula mamaria
secretan el factor de crecimiento similar a la insulina tipo | (IGF-I), el cual es el
principal promotor de crecimiento durante la mamogénesis (Baumrucker., et al
1989). Con el incremento de estrogenos en la segunda mitad de la gestacion y las
concentraciones de progesterona existentes, se establecen las condiciones
necesarias para que se de un mayor crecimiento l6bulo-alveolar.

Los estrégenos no estan directamente involucrados en el inicio de la lactogénesis,
pero indirectamente pueden tener efecto. El incremento de la concentracién
sanguinea de estrogenos es el primer cambio de los perfiles hormonales,
detectado en los dias previos al parto (Edgerton et al., 1973).

Los estrogenos actuan indirectamente en al menos dos vias para iniciar la
lactacion: 1) En varias especies causa la liberacién de prolactina en la sangre por
la glandula hipéfisis anterior. 2). Incrementando el numero de receptores de
prolactina en las células mamarias, el cual es un evento lactogénico que propicia

la diferenciacion funcional de las células secretoras (Nagasawa., et al 1969).

2.2.2.6 Efecto del estradiol sobre la reproduccion de las vacas con lactacion
inducida

Las altas cantidades de estrégenos utilizadas en el tratamiento inductor de la
lactancia podrian afectar la reproduccion de las vacas y vaquillas que van a ser
sometidas a dicho tratamiento. Este efecto puede ser negativo al ejercer
retroalimentacion negativa sobre el eje hipotalamo-hipdfisis y por lo tanto la
sintesis y liberaciéon de gonadotropinas se vera afectada. Por lo que los eventos en
los que las gonadotropinas se ven involucradas por ende resultaran afectados,
reflejandose en reducciéon del crecimiento folicular, deficiencias ovulatorias, mayor

nimero de dias a primera ovulaciéon y un intervalo de dias abiertos mas

prolongado.



Por otro lado, los estrégenos pudieran favorecer la reproduccion, dado que el
estradiol estimula la actividad de los leucocitos, estimula la contractibilidad
miometrial e incrementa la sensibilidad miometrial a otros agentes uterotonicos tal
como la oxitocina (Ptaszynska, 2003). Los estrégenos de esta manera podrian
ayudar a resolver infecciones uterinas subclinicas que no fueron detectadas en
estas vacas en la lactancia en la cual no pudieron concebir; sin embargo su efecto

en nuestro modelo experimental no ha sido evaluado.

2.2.3 Corticosteroides

Se han realizado pocos estudios in vivo sobre los efectos de los glucocorticoides
exogenos en la funcion reproductiva de vacas lecheras y se ha encontrado un
amplio rango de efectos con el uso de glucorticoides exégenos sobre la funcion

reproductiva que a continuacién se discuten.

2.2.3.1 Efecto de los corticosteroides a nivel hipotalamo-hipofisis

Se sabe que el aumento en los glucorticoides inhibe la actividad neuroendocrina
reproductiva en una variedad de especies desde roedores a primates y animales
domésticos (Tilbrook et al., 2000; 2002). La manera por la cual tales elevaciones
en los glucorticoides alteran la pulsatilidad de LH es aun desconocida. Por un lado
en estudios efectuados en varias especies se sugiere que los glucorticoides
pueden actuar a nivel de la hipéfisis, suprimiendo la responsividad a GnRH (Li and
Wagner, 1983; Padmanabhan et al., 1983; Pearce et al., 1988; Suter et al., 1988).
Por el otro lado, observaciones en monos y cerdos gonadectomizados proveen
evidencia de que cuando el cortisol es elevado cronicamente, actia a nivel
hipotalamico para inhibir la liberacién pulsati de GnRH. Esto podria suceder
inhibiendo la secrecion de GnRH a nivel de neuronas secretoras. Dicha inhibicion
puede ser efectuada a través de una variedad de hormonas o neurotransmisores,
incluyendo el factor liberador de corticotropina, péptidos de propiomelanocortina, y

aminas biogénicas (Rivier y Rivest, 1991). Aunque, en los ultimos estudios, el
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meétodo de apreciacién fue indirecto debido a que la supresion de GnRH fue
inferida por la reduccion de la responsividad de la pituitaria a GnRH (Dubey y
Plant, 1985; Estienne et al., 1991).

En un estudio reciente Breen y Karsch (2003) evaluaron el impacto de elevaciones
definidas de cortisol a nivel de hipotalamo e hipoéfisis y demostraron que en ovejas
ovariectomizadas, el cortisol inhibe la liberacién pulsatil de LH por supresién de la
responsividad de la pituitaria a GnRH, mas que por la inhibicion hipotalamica de la

liberacion de GnRH; aunque el mecanismo exacto para que se lleve a cabo este

efecto aun no es claro.

2.2.3.2 Efecto de los corticosteroides en el desarrollo folicular

Ha sido de'mostrado qUé la FSH juega un papel critico en los procesos de
diferenciacion que ocurren durante el desarrollo de un foliculo preantral a un
foliculo preovulatorio (Dorrington y Armstrong, 1979; Richards, 1980). Bajo la
influencia de la FSH ocurren varios eventos que son unicos para la formacién del
foliculo preovulatorio: Las células de la granulosa adquieren la habilidad para
aromatizar andréogenos a estrogenos, adquieren receptores para LH y la
capacidad para secretar progesterona. La falla de las células de la granulosa en
alcanzar este estado de diferenciacién impide la ovulacién en respuesta a una
oleada preovulatoria de LH y podria, por lo tanto, explicar ciertas condiciones de
anovulaciéon. En este contexto, la inhibicion de la funcién ovarica normal ha sido
observada en primates (Hagino, 1972; Cunningham et al., 1975; Sakura et al,,
1975), roedores (Hagino et al., 1969; Baldwin y Sawyer, 1974) y vacas
(Schoonmaker y Erickson, 1983; Spicer y Chamberlain, 1998; Broussard et al.,
1997) durante periodos de hiperactividad adrenal o después de la administracion
de glucorticoides.

La pregunta al respecto es: ;Cémo el incremento en los glucorticoides bloquea la
formacion del foliculo preovulatorio en el ovario? Una posibilidad es que los
glucorticoides alteran la funcién reproductiva normal actuando a nivel de
hipotalamo o hipdfisis para suprimir la secrecion de gonadotropinas (Baidwin,

AN



1979; Padmanabhan et al., 1983; River y Rivest, 1991). Alternativamente, la
respuesta inhibitoria podria resultar de acciones directas de los glucorticoides a
nivel ovarico (Hsueh y Erickson, 1978; Adashi et al., 1981).

Shoonmaker y Erickson (1983) demostraron que los glucorticoides ejercen un
efecto inhibitorio directo sobre las células de la granulosa, suprimiendo
selectivamente los efectos de la FSH en la induccion de receptores de LH e
inhibiendo la activad aromatasa, mientras que estimula la produccion de
progesterona. Estos hallazgos elevan la posibilidad de que los glucorticoides
podrian actuar directamente sobre el ovario para modular el desarrollo folicular
estimulado por FSH.

También se ha demostrado en vacas a través de procedimientos in vitro, que el
cortisol redujo el m]mér‘o de sitios de union de IGF-| en células de la teca, pero no
tuvo efecto sobre el nimero de sitios de unidn de IGF-I de las células de ia
granulosa (Spicer y Chamberlain, 1998). Aunque esos estudios indican un efecto
de los glucorticoides a nivel celular dentro del ovario, pocos trabajos se han hecho
para entender el mecanismo sistémico por el cual actuan los glucorticoides para
alterar la funcion reproductiva. Maciel et al (2000) determinaron la influencia de la
dexametasona sobre las hormonas plasmaticas: Glucosa, Insulina, IGFs, Leptina,
LH, FSH vy la funcion ovarica de vacas lecheras utilizando una dosis de 44ug/(kg
d) aplicados los 10 a 12 primeros dias del ciclo estral. Se encontré que hubo un
incremento sistematico de las concentraciones de glucosa e insulina, acompanado
de una disminucién en las concentraciones plasmaticas de IGF-l y Il, sin afectar
los niveles de proteinas ligadoras de IGF, sin embargo a diferencia de estudios
anteriores, la tasa de crecimiento de los foliculos dominantes no se afecto, se
disminuyé la concentracion de progesterona sin afectar los niveles de
gonadotropinas y no hubo efecto sobre las concentraciones de leptina. Por lo
tanto, la dexametasona tuvo efectos significativos sobre el metabolismo sin un
mayor impacto en el crecimiento del foliculo dominante de la primera onda de
desarrollo folicular. Sin embargo si indujo una supresién de la funcién lutea, lo cual

se asocid a la disminucién en las concentraciones plasmaticas de IGF-l y il



La discusién previa muestra que existen discrepancias en cuanto al efecto de los
glucorticoides sobre el desarrollo folicular. Las bases fisiologicas para esta
discrepancia no son claras, sin embargo, diferencias en el tipo de glucorticoide,
dosis, via de administracion, duracién del tratamiento y momento del ciclo estral

en el que se aplique, podrian ser la causa de esas observaciones divergentes.

2.2.3.3 Efecto de los corticosteroides sobre la conducta de estro

El estudio de los efectos de corticosteroides tomé importancia cuando los
investigadores se interesaron en el papel que juega el estrés en la infertilidad del
ganado. Un método para estudiar este problema ha sido simular la respuesta
hipofisis-adrenal a situaciones de estrés por la administracion de
adrenocorticotropina o corticosteroides.

E! cortisol en dosis por arriba de 200 mg, cuando es aplicado junto con cantidades
de estradiol capaces de inducir estro, fue incapaz de alterar alguna caracteristica
conductual del estro (Cook et al., 1987). En el mismo estudio, sin embargo, 4 mg
de dexametasona redujeron el porcentaje de vaquillas en estro. Este efecto fue
confirmado en un estudio subsecuente (Alirich et al., 1989). La dexametasona
también inhibi6é la conducta de estro en ovejas (Ehner y Moberg, 1991) y cerdas
(Ford y Christenson, 1981). La infusion de cortisol por 90 horas a vaquillas en
proestro bloque6é la oleada de LH y la conducta de estro sin alterar las
concentraciones plasmaticas de estradiol (Ashimine et al., 1991). La induccién de
la elevacion de la concentracion de corticosteroides por situaciones repetidas de
estrés durante la fase folicular del ciclo estral en vaquillas, impidi6 la oleada
preovulatoria de LH en algunas de ellas, pero no interfiri6 con la expresion del
estro (Stoebel y Mober, 1982a).

La administracion de ACTH durante el proestro retardé la oleada preovulatoria de
LH, el inicio del estro y alteré algunas caracteristicas del estro (Stobel y Moberg,
1982b; Hein y Allrich 1992); en estos estudios la concentraciéon de estradiol
plasmatico fue disminuida o no se alter6 en comparacion con los testigos. Sin

embargo la concentracion de progesterona y corticosteroides fue cuatro veces



mas alta, por lo que probablemente esta sea la causa del efecto inhibitorio de la

conducta estral, ocurriendo este efecto a nivel hipotalamico.

2.2.3.4 Efecto de los corticosteroides sobre la glandula mamaria

El cortisol es el glucorticoide enddégeno predominante en vacas cuya funcion
principal en la glandula mamaria es causar la diferenciacion del sistema lébulo-
alveolar. El reticulo endoplasmico rugoso y el aparato de Golgi son el blanco del
cortisol (Mills et al., 1970). Esta diferenciacion inducida por los glucorticoides es

esencial para permitir que posteriormente la prolactina pueda inducir la sintesis de
proteinas de la leche.

En resumen, en las vacas de lactancia inducida los corticosteroides, ademas de
los efectos sobre la diferenciacién l6bulo-alveolar de la glandula mamaria, podrian
afectar negativamente la reproduccion, ya que alteran la pulsatilidad de la LH y por
lo tanto los eventos en los que ella participa. Sin embargo el efecto es transitorio
debido a que tanto la dosis como el tiempo de aplicacién son bajos y de corta
duracion, por lo que una vez que se retiran los corticosteroides, el efecto supresivo

ejercido por ellos, también es eliminado.
2.2.4 Somatotropina en eventos reproductivos

La somatotropina, también llamada hormona del crecimiento, es una de las siete
hormonas producidas por la adenohipofisis, cuya funcion principal como su
nombre lo indica es la estimulacion del crecimiento (McClary et al., 1990). La
produccion de la somatotropina bovina (bST) data de los afos 80, destinandose su
uso comercial a las vacas lecheras en lactacion, por lo cual se ha convertido en
uno de los productos biotecnolégicos de mayor impacto a nivel mundial (Bauman,
1992).

La somatotropina bovina es conocida por su alta eficiencia en el incremento de la

produccioén lactea en vacas lecheras. Con la apiicacion de bST se incrementa la



produccion lactea entre 10 y 20% (Peel y Bauman, 1987) sin que se comprometa
la salud y los parametros reproductivos de los hatos (Eppard et al., 1987; Cole et
al,, 1991; Waterman et al 1993; Chalupa et al., 1996). Muchos de los efectos
metabdlicos y somatogénicos de la somatotropina se llevan acabo de manera
directa, pero otros los realiza de manera indirecta a través de los IGF, los cuales
son producidos principalmente en el higado por la estimulacién de la
somatotropina (Wallis, 1988). La somatotropina bovina ejerce su accién en varios
tejidos del cuerpo, esos tejidos incluyen al ovario (foliculos y cuerpo luteo) y el
utero de la vaca (Cole y Lucy ,1997). Existen varios mecanismos a través de los
cuales la somatotropina actua sobre los tejidos reproductivos. La somatotropina
puede actuar directamente sobre el ovario o el Utero influenciando la actividad de
celulas dentro de esos tejidos, a través de receptores de superficie. La mayor
cantidad de receptores para somatotropina es encontrada en el cuerpo ltiteo (Lucy
et al., 1993). Menor cantidad de receptores son encontrados en el foliculo y el
utero. La presencia de esos receptores sugiere que la somatotropina puede actuar
sobre esos tejidos causando cambios en su funcidon. Los cambios pueden conducir
a una mejor eficiencia reproductiva mediante la reduccién de dias a primer estro,
mayor tasa de concepcion y tasa de prefiez, como la encontrada cuando bajas
dosis de somatotropina fueron administradas diariamente después de los 70 dias
posparto y hasta el secado (Morbeck et al., 1991; Stanisiewski et al., 1992;
Esteban et al.,, 1994;) o una pobre eficiencia reproductiva medida en un mayor
numero de dias abiertos, menor tasa de concepciéon y una reducida tasa de
prefiez, como las encontradas cuando altas dosis de somatotropina son
administradas antes del pico de lactacién (Cole et al., 1992; Waterman et al.,
1993; Hansen et al., 1994). Junto con los efectos directos de somatotropina sobre
la reproduccion hay también efectos indirectos, mediados por IGF-I. El IGF-| es
liberado principalmente por el higado en respuesta a la somatotropina, pero otros
tejidos como el ovario y el utero también liberan IGF-1 y |l después de la

administracion de somatotropina. Receptores para el IGF-| son encontrados en los
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foliculos ovaricos, el cuerpo luteo, el oviducto y el Gtero (Giudice et al 1992). El

embrién bovino también tiene receptores de IGF-| (Watson et al., 1992).

2.2.4 1 Efecto de bST sobre la conducta de estro

Algunos autores (Eppard et al., 1987) han sugerido que la eficiencia reproductiva
de vacas tratadas con'bST es comparable con la de aquellas vacas no tratadas
que tienen producciones de leche similares. Sin embargo, algunas de las
alteraciones endocrinas causadas por la administracién de bST no son tipicas del
medio hormonal de una vaca alta productora, no tratada con bST. Por ejemplo, la
administracién de bST eleva las concentraciones de progesterona durante la fase
luteal de los primeros dos ciclos estrales (Gallo y Block, 1991), posiblemente a
través de la estimulacién en la produccion de IGF-I (Adashi et al.,, 1984). Se ha
hipotetizado que esta concentracién plasmatica de progesterona elevada podria
deprimir la expresion de la conducta de estro (Davidge et al., 1987) en vacas que
estan recibiendo bST, haciendo mas dificil su deteccién, resultando en estros
perdidos y causando intervalos entre partos mas largos. Algunos estudios han
documentado bajas tasas de deteccion de estros en vacas a las que se les
administré bST durante la lactacién, en comparacion con sus comparferas no
tratadas del mismo hato (Morbeck et al., 1991; Waterman et al., 1991). Lefebvre y
Block (1992), evaluaron el efecto de la administracion de bST y cipionato de
estradiol sobre la intensidad de la conducta de estro en vaquillas
ovariectomizadas; dichos autores encontraron que las vaquillas tratadas con bST
presentaron pocos eventos de monta en comparacion con las qlue recibieron
cipionato de estradiol y placebo. En este experimento la bST redujo la intensidad
de la conducta de estro sin la influencia de los ovarios. Por lo que probablemente
un efecto directo de bST o a través de algunos mediadores altera el control

neuroendocrino de la conducta de estro.
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2.2.4.2 Influencia de bST sobre la funcion ovarica

2.2.4.2.1 Efecto de la bST sobre el desarrollo folicular

Los foliculos presentan receptores para hormona del crecimiento (GH) tanto en
células de la teca como de la granulosa (Spicer y Echternkamp, 1995; Izadyar et
al., 1997). A través de ellos, la bST actua incrementando el nimero de foliculos
que entran a la fase de reclutamiento de la oleada folicular (DeLaSota et al.,
1993). Esta respuesta es observada tanto en la primera como en la segunda
oleada folicular y es asociada con el incremento, local y sistémico, de los niveles
sanguineos de IGF-I. El IGF-I actua sinérgicamente con las gonadotropinas (LH y
FSH) para estimular el desarrollo folicular en bovinos (Hammond et al., 1991),
potencializando dicho efecto en vacas tratadas con bST, lo que conduce a un
mayor reclutamiento folicular. El efecto de la bST ocurre rapidamente después de
la administracion inicial (dentro de una semana) y persiste mientras la bST
permanece en la circulacion. Ademas, la poblacion folicular continta siendo
estimulada por al menos seis semanas después de la inyeccion de bST (Kirby et
al., 1997). Sin embargo el incremento en el numero de foliculos reclutados no
conduce a un mayor numero y crecimiento de foliculos seleccionados (DelLaSota
et al., 1993; Kirby et al., 1997).

Algunos estudios (Giudice, 1992; Zhou et al., 1997) han proporcionado
informacion que sugiere que la dltima etapa del foliculo, es decir, crecimiento o
atresia, depende de la capacidad del IGF-l para unirse con su receptor en el
foliculo. A su vez, algunos datos generados in vitro, sugieren que la bST
desempefia un papel directo o indirecto a través de IGF, en la etapa temprana del
crecimiento folicular independiente a gonadotropinas, y podria tener una accion

inhibitoria directa en |la apoptosis del foliculo (Chun y Hsueh, 1998).

2.2.4.2.2 Efecto de la bST sobre el cuerpo luteo
El cuerpo ltteo contiene receptores para GH y para IGF-i (Sauerwein et al., 1992;

Lucy et al., 1993). Por lo que, potencialmente la bST puede ejercer efectos



directos e indirectos sobre el cuerpo luteo. In vitro, tanto la bST, como el IGF-I,
estimulan la funcion del cuerpo luteo e incrementan la produccion de progesterona
(Sauerwein et al., 1992, Liebermann y Schams, 1994). El IGF-I y el IGF-I| estan
implicados en la proliferacion, mitogénesis celular, asi como en Ila angiogénesis de
los tejidos. Los IGF protegen diversos tipos de células contra la apoptosis,
incluyendo las células ovaricas (Chun et al., 1994). En el tejido lGteo los IGF tienen
efecto estimulante en la secrecién de progesterona en ovejas (Khan-Dawood,
1994) y en bovinos (McArdle y Holtorf, 1989; Sauerwein et al.,, 1992).
Histologicamente el cuerpo luteo ciclico en la etapa que a adquirido su plenitud en
la capacidad esteroidogénica, esta conformado por varios tipos de células: 52.3%
de células endoteliales y pericitos, 26.7% de células lateas pequenas, 10%
fibrocitos, 3.5% células luteas grandes y 7.5% de otras células. células
plasmaticas, linfocitos, leucocitos y otras células no identificadas (O'Shea et al.,
1989). El IGF-I se encuentra casi exclusivamente en las células luteas grandes, en
las células luteas pequefias y en un numero limitado de células endoteliales.
Mientras que IGF-Il no se puede identificar en estas células, pero si en los
fibroblastos perivasculares de los vasos sanguineos grandes y en los pericitos de
los capilares, asi como también en los fibroblastos (Amselgruber et al., 1994). La
expresion de RNAm de receptores para GH, IGF-I e IGF-II fue demostrada durante
el ciclo estral y gestacion en el ovario del bovino (Schams et al., 1999; Schams et
al., 2002).

En vacas tratadas con bST, algunos investigadores han encontrado
concentraciones incrementadas de progesterona en la sangre y cuerpos |uteos
con mayor peso (Gallo y Block, 1991; Lucy et al., 1995). En otros estudios no se
han encontrado efectos positivos 0 se observaron concentraciones reducidas de
progesterona (Cole et al., 1992; Kirby et al., 1997). Esto sugiere que el cuerpo
luteo dentro de diferentes hatos responde de manera diferente a bST. Esa
respuesta podria depender de la dieta (Gombe y Hansel, 1973), el balance

energético y la condicion corporal (Villa-Godoy et al., 1988) de las vacas tratadas
con bST.



En el modelo de vacas inducidas a la lactacion, el tratamiento con bST se aplica
21 dias antes del inicio de la lactancia y se contintia cada 14 dias después del
inicio de ésta, por lo que el estimulo de la bST e IGF-| sobre el cuerpo luteo se
proporcionara desde antes de iniciada la lactancia y se mantendra durante el
tiempo que la vaca permanezca en ordefo, a diferencia de las vacas cuya
lactancia es natural, el tratamiento con bST se inicia posteriormente al pico de
lactacién. De esta manera el cuerpo liteo de las vacas con lactaciéon inducida
podria verse favorecido por el aporte temprano tanto de bST, asi como de IGF-I,
sin embargo, la respuesta del cuerpo luteo a la bST puede ser inconsistente
debido a que otros factores fisiolégicos pueden influir en el efecto estimulatorio de
la somatotropina exdgena, asi como por el efecto combinado de los demas
componentes del tratamiento inductor.

2.2.4 3 Efecto sobre el desarrollo embrionario

E! efecto de la bST en el desarrollo embrionario es ejercido en forma directa o a
través de IGF-l. La administracion subcutanea de bST propicia un incremento en
las concentraciones sanguineas de IGF-I (Gong et al., 1993). Las concentraciones
sanguineas altas de IGF-I podrian promover un incremento de su concentracion
en el oviducto y el Utero, ya que este factor esta presente en estos 6rganos
(Makarevich y Sirotkin, 1997). Es posible que el aumento de las concentraciones
de IGF-l en las secreciones oviductales y uterinas, estimule a los embriones que
intentan desarrollarse en un ambiente desfavorable. Se sabe que el IGF-I actua
como un factor de supervivencia evitando la apoptosis durante el desarrollo
embrionario temprano (Byrne et al., 2002; Augustin et al., 2003). Ademas, en el
endometrio estan presentes receptores para GH y el IGF-I, por lo cual en los
animales tratados con bST se podria estimular la actividad secretora de las
glandulas endometriales mejorando el ambiente uterino para el desarrollo del
embrion (Heap et al 1996; Robinson et al., 2000). Es probable que el principal
efecto de la bST en la fertilidad ocurra durante los primeros dias posteriores al

servicio reproductivo, periodo en el cual el embrién es mas susceptible a cualquier



deficiencia en el ambiente oviductal y uterino (Linares, 1982; Gustafsson, 1985:
Thatcher et al., 1994). Aunque el mecanismo por el cual la bST mejora ia
supervivencia del embrién no esta totalmente establecido, debe estar relacionado
con los efectos que tiene esta hormona en el aparato reproductor asi como

también en el mismo embrion.

2.2.4.4 Efecto de la bST sobre la glandula mamaria.

La bST regula la utilizacion y absorcién de nutrientes, fomentando su uso para
incrementar la produccion lactea, mediante la coordinacion de diversos procesos
fisiologicos en diferentes tejidos. La modificacion del metabolismo, de todas las
clases de nutrientes, se logra por los efectos directos de la bST sobre los
receptores para la GH endogena situados en los hepatocitos y el tejido graso. La
activacion de estos receptores restringe la utilizaciéon sistémica de nutrientes,
favoreciendo su incorporacion a la glandula mamaria (Manalu et al., 1991).

Otros efectos estan mediados por IGF-I e IGF-Il, que aumentan la sintesis lactea
mediante el incremento de la asimilacion de glucosa a través del receptor GLUT1,
el cual predomina en la glandula mamaria, y es capaz de ingresar glucosa a las
células sin la intervencién de la insulina (Bauman, 1993).

Cuando se inicia el tratamiento con bST se incrementa la produccion de glucosa y
decrece el proceso de oxidacion de la misma. De acuerdo con esto, la produccién
de glucosa hepatica se incrementa y se reduce su asimilacién por otros tejidos
(Bauman et al., 1988; Bitman et al., 1984).

Por ejemplo, la glucosa requerida para la produccién de leche se deriva
predominantemente del proceso de gluconeogénesis hepatica. La glucosa
producida por una vaca es de cerca de 3 kg diarios, de los cuales del 65 al 80 %
es utilizado en la sintesis de la lactosa, cuyo nivel de produccion esta
estrechamente relacionado con la produccién lactea (Bauman, 1993).

Estas adaptaciones a! metabolismo de la glucosa se dan antes de que se
incremente el consumo voluntario de alimento, el cual se ve reducido durante las

fases tardias de la gestacién y las primeras dos semanas posparto. Se ha



propuesto que los ajustes al consumo durante la lactacidon son cuantitativamente
similares a la cantidad extra de glucosa requerida de manera creciente para
iIncrementar la sintesis lactea (Bauman et al., 1988).

Los cambios en el metabolismo lipidico varian de acuerdo al balance energético
del animal. Por ejemplo. Cuando una vaca se encuentra en un balance de energia
negativo (lactacion temprana o media), las vacas permanecen en un estado
hipoinsulinémico y consecuentemente la produccion lactea se desploma, por lo
que la bST incrementa la movilizacion de las reservas de grasa corporal, lo cual se
manifiesta por la elevacion sanguinea crénica de acidos grasos no esterificados,
disminuyendo la cantidad de grasa corporal e incrementando el contenido de
grasa en leche (Bitman et al.,, 1984). En contraste, en los animales que se
encuentran en balance energético positivo (lactacibn media o tardia) en el
momento en que se inicia el tratamiento con bST, el principal efecto de ésta es
inhibir la sintesis lipidica, con cambios pequefios o nulos sobre la lipélisis y el
porcentaje de grasa en leche (Bauman et al., 1988). En esta fase, la utilizacién de
nutrientes, a partir de los depésitos corporales, se redirige hacia otros tejidos
(glandula mamaria, musculo, higado, riién), a fin de apoyar el incremento de la
sintesis lactea, e incluso incrementar el consumo voluntario. Con un consumo de
energia adecuado, la vaca alcanza un balance positivo que permite el

reestablecimiento de las reservas corporales (Bauman, 1993).

En resumen la somatotropina bovina es conocida por su alta eficiencia en el
incremento de la produccion lactea. Muchos de los efectos metabdlicos y
somatogénicos de la somatotropina se llevan a cabo de manera directa; pero otros
los realiza de manera indirecta a través de los IGF, los cuales son producidos
principalmente en el higado por la estimulacién de la somatotropina, aunque otros
tejidos como el ovario y el Gtero también liberan IGF después de la administracion
de somatotropina. Las somatomedinas o IGF, son proteinas de bajo peso
molecular, los cuales pueden servir como hormonas circulantes y/o factores

paracrinos o autocrinos que actuan localmente en diferentes tejidos. También



regulan muchas de las acciones de la somatotropina en varios tejidos del cuerpo
donde existen receptores tanto para somatotropina, como para IGF, entre ellos el
ovario (foliculos y cuerpo luteo), oviducto y el Utero de la vaca. Por lo que se le
han atribuido efectos de la somatotropina en la gametogénesis, esteroidogénesis

gonadal y la ovulacién, ademas se les ha atribuido un papel protagonico en la
gestacion y lactacion.

2.2.5 Resumen de la revisién de literatura.

Por lo que se ha podido apreciar en la informacién revisada, las hormonas
aplicadas en el tratamiento inductor de la lactancia utilizado en este trabajo,
pueden afectar positivamente o negativamente la reproduccién de las vacas y
vaquillas inducidas a la lactacion por este método. Aunque el efecto combinado de
varias de las hormonas: estradicl, progesterona y corticosteroides pudieran afectar
negativamente la reproduccion, al suprimir la sintesis y secrecién de
gonadotropinas, dicho efecto parece poco probable debido al largo periodo entre
la suspension de los tratamientos y la meta establecida para el primer servicio (60
dias en leche).

Por otro lado, el estradiol puede ayudar en la resolucion de problemas infecciosos
no detectados durante la lactancia previa a la inducida, en la cual la vaca no pudo
concebir. Altos niveles de estradiol estimulan el flujo sanguineo al utero, con esto
pone en mayor disposicion los sistemas de defensa celulares y humorales,
ayudando de esta manera a resolver infecciones uterinas subclinicas no
detectadas en la lactancia anterior o durante el programa reproductivo en el caso
de las vaquillas.

Otro aspecto del tratamiento se refiere a los efectos metabdlicos de la bST en
vacas que por no haber gestado ni experimentado el parto, pudieran tener un
mayor consumo de alimento que vacas de lactancia natural. La movilizacion de
reservas corporales debido a la bST para apoyar la lactacion, pudiera ser menor o
su reposicion mas rapida en las vacas de lactancia inducida, con ello, el balance

energético pudiera ser menor y su desempeno reproductivo verse mejorado.



Este breve analisis de la literatura disponible nos condujo a establecer las

hipotesis y los objetivos derivados de ellas.
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5. EXPERIMENTO 1

Evaluacion del desempeiio reproductivo de vacas y vaquillas Holstein
infértiles durante una lactancia inducida hormonalmente.

Resumen

El objetivo del presente trabajo fue evaluar el desemperfio reproductivo de vacas y
vaquillas Holstein candidatas a desecho por problemas reproductivos e inducidas
hormonalmente a la lactancia. Se emplearon los registros de 334 animales, 65 de
lactancia inducida (LI) y 269 de lactancia natural (LN) contemporaneas a las de LI
(x 5 dias del dia de inicio de lactancia), de un hato lechero tecnificado. El
tratamiento para inducir la lactancia consistié en: a) Dias 1 a 7; aplicacién de
progesterona (375 mg/d) y cipionato de estradiol (30 mg/d) mediante inyecciones
i.m diarias; b) Dias 8 a 14, una inyeccion de cipionato de estradiol (15 mg/d); c)
Dias 15 a 17, sin tratar; d) Dias 18 a 20, una inyeccion diaria de 2.5 mg de
flumetasona; e) Dias 1, 8, 14 y 21, recibieron somatotropina bovina-zinc (500 mg)
via subcutanea; f) el dia 21 se inicidé la ordefia. Se obtuvieron y analizaron los
datos de desempeno reproductivo durante toda la lactancia. Las variables de
respuesta fueron: dias vacios (DV), porcentaje de concepcion total (PC), tasa de
concepcion (TC), tasa de gestacion (TG) y servicios por concepcion (SC). Los
datos fueron analizados mediante ANDEVA (variables continuas) o por Ji2
(variables discretas). En todas las variables de respuesta las vacas con LN
superaron (P< 0.05) a las de LI. En los animales LN se registré DV: 191.3 dias,
TG: 81%, PC: 23.7%, TC: 83% y 4.2 SC. Mientras que en LI fueron DV: 214.7
dias, TG: 47.6%, PC: 16.4%, TC: 50% y 6.0 SC. Debido a que el 47.6% de
aquellos animales que se hubieran ido al rastro quedaron gestantes, se concluye
que el tratamiento empleado para inducir la lactancia afecta positivamente el

desempeiio reproductivo mediante mecanismos aun no conocidos.
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Introduccion

En el ganado lechero, la principal causa de desecho no voluntario de vacas es la
infertilidad. En los hatos lecheros de Estados Unidos, se estima que afio con afio
son descartadas entre el 20 y el 25% de las vacas, y del 10 al 12% de las vaquillas
de reemplazo por causas reproductivas (Vaughn., et al 1998). En México, existen
evidencias de que el nimero de vacas y vaquillas de desecho por infertilidad, es
similar al de los hatos de Estados Unidos, o quiza mas alto en los establos de
varias cuencas lecheras del pais, donde se han detectado tasas de desecho por
problemas reproductivos de 37.5% (Sanchez ,1988) a 45.9 % (Talavera et al,,
1973).

El origen de la gran presion que la infertiidad en los hatos ejerce sobre los
ganaderos y sus asesores técnicos, es el elevado indice de desecho de vacas
altas productoras, el cual no puede disminuirse a pesar de la aplicacién de las
tecnologias mas avanzadas de manejo, alimentacion y salud. En cuanto a las
vaquillas eliminadas por infertilidad, el ingreso derivado de su venta, no cubre los
gastos ocasionados durante el desarrollo.

Por lo anterior, es conveniente generar herramientas alternas que, si bien no
resuelven el problema de origen, puedan permitir la reduccion de pérdidas
derivadas de las fallas reproductivas de las vacas y vaquillas. Una posibilidad es la
induccion hormonal de la lactancia, en vacas que permanecen sin gestar al llegar
el momento del secado, y en vaquillas que no resulten prefiadas después de
haber recibido los servicios que como meta, se hayan fijjado en cada establo. El
propésito de inducir lactancias en las vacas con problemas reproductivos, es
hacerlas producir una lactancia mas u obtener por lo menos una lactancia en el
caso de las vaquillas, antes de que dichos animales sean eliminados del hato y
vendidas para carne a muy bajo precio. El objetivo del presente trabajo fue evaluar
el desempenio reproductivo de vacas y vaquillas Holstein candidatas a desecho

por problemas reproductivos e inducidas hormonaimente a la lactancia.
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Material y métodos

El trabajo se llevd a cabo en una explotacion lechera ubicada en la localidad de
San Rafael, municipio de Villa del Marqués, Querétaro, a 20° 45' latitud norte y
100° 20’ longitud oeste y a una altura sobre el nivel del mar de 2290 m
(SAGARPA, 2003). En el establo se mantienen aproximadamente 500 vacas en
linea con una producciéon promedio de 36.5 kg de leche al dia en dos ordefas. Los
animales reciben una dieta integral de acuerdo con las demandas productivas del
promedio del grupo; dicha explotacion ostenta los primeros lugares en las listas de
produccién de la Holstein de México (México Holstein, 2001). Se emplearon los
registros (Cuadro 4-1) de 334 lactancias, 65 de lactancia inducida (LI) y 269 de
lactancia natural (LN) contemporanea a las de LI (+ 5 dias del dia de inicio de
lactancia), de los afios de 1998 a 2002. Se revisd la informacién almacenada en
un programa de computo para registro y analisis de datos de establos (Dairy-Flex)
donde existen dos archivos: los actuales, donde se mantienen los datos de los
animales que actualmente se encuentran en el hato y los llamados archivos
‘muertos”, donde se conservan los datos de aquellas vacas que han sido
eliminadas del hato. Los animales de LI tuvieron las siguientes caracteristicas: las
vacas con mas de 45 dias de secado y las vaquillas de reemplazo mayores a 18
meses de edad, que habian superado la meta voluntaria de numero de servicios y
permanecian vacias. Tanto vacas como vaquillas permanecieron clinicamente
sanas durante el estudio. A vacas y vaquillas se les aplicd el siguiente tratamiento
inductor de la lactancia: a) Los dias 1 a 7, progesterona® (375 mg/d) y cipiohato de
estradiol® (30 mg/d) mediante inyecciones diarias por via intramuscular; b) Dias 8
a 14, una inyeccion diaria por via intramuscular de cipionato de estradiol® (15
mg/d); c) Dias 15 a 17, sin tratar; d) Dias 18 a 20, una inyeccion diaria por via i.m
de 2.5 mg de flumetasona® ; e) Dias 1, 8, 15 y 21, recibieron somatotropina
bovina-zinc® (500 mg por via subcutanea en el pliegue anocaudal); f) El dia 21 se
inici6 la ordefa, y los animales fueron transferidas al hato de linea donde
recibieron somatotropina bovina-zinc® (500 mg por via subcutanea en el pliegue

anocaudal) cada 14 dias, a partir del dia 1 de la lactancia. Se registraron y
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analizaron los datos de desempefo reproductivo durante toda la lactancia. Las
variables de respuesta para desempefio reproductivo fueron: dias vacios (DV; dias
transcurridos del parto o lactancia inducida a la concepcion); porcentaje de
conc_epcién total (PC; total de animales gestantes/ total de servicios a animales
gestante y vacios); tasa de concepcion (TC; total de animales gestantes/ total de
animales servidos); tasa de gestacion (TG; animales gestantes/total de animales
por grupo, se hayan servido o no) y servicios por concepcién (SC; numero de
. servicios de inseminacion artificial o monta natural para que un animal quede
gestante). Los datos de DV fueron analizados mediante un analisis de varianza
ANDEVA para variables continuas o por Ji para las variables discretas (PC, TC,
TG, SC). El criterio para considerar diferencia significativa entre medias fue de P<
0.05. Para el ANDEVA se empled el procedimiento GLM (SAS, 2001) y la Ji¢ se

calculé de acuerdo a Steel y Torrie (1988).

2 Progesterona, Fort Dodge; ®: ECP, Pharmacia Upjohn; ©: Fluvet, Fort Dodge;

4 Lactotropina, Elanco.
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Resultados

El analisis de 334 lactaciones (Cuadro 5-1), indicdé que la TG, PC, TC fueron
inferiores en las vacas de LI con respecto a las de LN (Cuadro 5-2). Asi mismo las
vacas de LI presentaron un numero de SC mayor que las de LN (Cuadro 5-2).

En la figura 5-1, se observa que el periodo de DV fue mas largo en las vacas LI
gue en las LN.

Discusion

Con el tratamiento hormonal aqui utilizado para inducir la lactancia, hasta la fecha
no se habia documentado el desempefo reproductivo de vacas lecheras, con
excepcion de un estudio preliminar efectuado en un grupo de vacas cuyos datos
indicaban 100 % de gestaciones (Isidro et al., 2001). En el presente estudio, se
reviso la informaciéon almacenada en un programa de computo para registro y
analisis de datos de establos (Dairy-Flex) donde existen dos archivos: los
actuales, donde se mantienen los datos de los animales que actualmente se
encuentran en el hato y los llamados archivos “muertos”, donde se conservan los
datos de aquellas vacas que han sido eliminadas del hato. Consecuentemente,
ésta es la primera vez en que se examinan integralmente y en forma detallada los
datos reproductivos de las vacas con LI y se comparan con todas las vacas de LN
contemporaneas.

En la literatura existe informacién sobre el desempefio reproductivo de vacas que
recibieron tratamientos para inducir la lactacion que incluian solo 7 dias
progesterona + estradiol y sin uso de somatotropina en el protocolo. En dichos
trabajos la TG fue menor o similar a la del presente estudio y varié del 30 al 45.4
% (Collier et al., 1976; Erb et al., 1976; Smith y Schanbacher, 1973). Existe otro
experimento en el que se aplicé al tratamiento antes descrito, reserpina vy
dexametasona durante 4 dias y ademas se incorporo6 la somatotropina al inicio de
la lactacion (Jewell, 2002). En dicho trabajo, la TG fue de 66 % y los servicios por
concepcion fueron de 1.25, pero el calculo de los servicios por concepcion solo

consideré los aplicados a los animales que resultaron gestantes, mientras en el
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presente trabajo se contabilizaron todos los servicios dados a animales sin
importar si resultaron gestantes o vacios. Ademas, en el estudio de Jewell (2002)
el periodo de espera voluntario al 1% servicio fue de < 45 dias, mientras que en el
presente fue de 60 dias, por lo tanto la aparentemente mas elevada TG obtenida
en el trabajo de Jewell (2002), pudiera ser similar o inferior a la aqui reportada.

Por lo antes discutido, es evidente que independientemente del tratamiento
inductor de la lactancia utilizado, se logra rescatar entre el 30 y el 66 % de las
vacas que hubieran abandonado el hato por no resuitar gestantes.

Aun se desconocen los mecanismos que median los efectos del tratamiento
inductor de la lactancia sobre el mejoramiento del desempefo reproductivo de
vacas y vaquillas habian sido consideradas problema por no haber concebido. No
obstante, al menos dos mecanismos pueden ser postulados. El suministro de
elevadas cantidades de esteroides, pudieron haber resuelto infecciones
subclinicas del aparato reproductor que interferian con la reproduccién. Esto es
factible, por que altos niveles de estradiol estimulan el flujo sanguineo al atero. Al
aumentar el flujo sanguineo, los sistemas de defensa celulares y humorales
aumentan en el ambiente uterino, facilitando la resolucion de infecciones uterinas
subclinicas presentes en la lactancia anterior o en su inicio de servicios
reproductivos. Si lo anterior fuera cierto, en la lactancia inducida mejor6é el
desempefio reproductivo de estos animales (Vandeplassche, 1976; Jiménez vy
Hernandez, 1995; Upham, 1997). En apoyo de esta hipdtesis, se ha determinado
que es poco frecuente el establecimiento de una infeccion uterina cuando los
estrogenos dominan el Gtero (Seals et al., 2003).También pudiera ser que por la
influencia esteroidal se redujera la secrecion de proteinas uterinas asociadas con
el retraso del desarrollo embrionario (Gandolfi et al., 1989) y con ello aumentara la
tasa de concepcion.

Alternativamente, las vacas de LI pudieron haber experimentado menor pérdida de
condicion corporal que las de LN, o que ellas mismas durante la lactancia previa.
Lo anterior es posible, dado que se ha documentado que las vacas Holstein

presentan un consumo voluntario reducido antes del parto (French, 2002) y
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durante los primeros 2 a 3 meses de la lactacion (Bauman y Currie, 1980; Villa-
Godoy et al., 1988).

Por ello, dichas vacas pasan por un periodo de balance energético negativo
durante la lactancia (Bauman y Currie, 1980; Villa-Godoy et al., 1988) que ha sido
asociado con una ovulacién tardia (Butler et al., 1981), funcion lutea reducida
(Villa-Godoy et al., 1990a, b) y pérdida de condicion corporal (Villa-Godoy et al.,
1990a, b; 1991). Concomitantemente, la pérdida de condicion corporal conduce a
un desempefio reproductivo pobre (Butler y Smith, 1989; Villa-Godoy et al., 1991).
Puesto que tanto vacas como vaquillas inducidas a lactar hormonalmente no
experimentan la gestacion y el parto, es posible que presenten un consumo de
alimento mayor que en las de LN. De ser asi, perderian menos condicién corporal,
y por no tener el apetito disminuido competirian con mayor éxito por el alimento
que en la lactancia previa. Se ha documentado que en vacas altas productoras
con consumo energético adecuado bajo tratamiento con somatotropina bovina
(bST), el desemperfio reproductivo es aceptable, mientras que en vacas cuyo
consumo es deficitario y reciben bST, se presenta un desempeno reproductivo
disminuido (Bauman y McGuire, 1994). Dentro de esta linea de pensamiento
también es factibie que el supuesto incremento del consumo de alimentos en los
animales inducidos a lactar, sea potenciado por la aplicacion de la somatotropina,
como parte del tratamiento inductor y posteriormente cada 14 dias durante la
lactacién, procedimiento este ultimo, que difiere del manejo proporcionado a las
vacas de LN, las cuales empiezan a ser inyectadas con bST, a partir del dia 60
posparto. Al respecto se sabe que bajo condiciones de baja pérdida de condicion
corporal en fases tempranas de la lactaciéon, con un tratamiento de bST se
incrementan los niveles circulantes de IGF-I (Bauman, 1992), los cuales podrian
ser los principales mediadores de los cambios a nivel del aparato reproductor
(Wathes et al., 1998a, b). Algunos de los efectos de la somatotropina se llevan a
cabo de manera directa; pero la mayoria de ellos se efectiian de manera indirecta,
a través de los factores de crecimiento parecidos a la insulina (IGF), los cuales son

producidos principalmente en el higado por ia estimulaciéon de la somatotropina
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(Wallis, 1988). El IGF-I actlia sinérgicamente con las gonadotropinas (LH y FSH)
para estimular el desarrollo folicular en bovinos (Hammond et al., 1991). Por otro
lado el papel de las disfunciones del cuerpo luteo también se ha propuesto como
una causa de infertilidad. El cuerpo luteo contiene receptores para hormona del
crecimiento y para IGF-lI (Sauerwein et al., 1992; Lucy et al., 1993), y se ha
observado que la bST y el IGF-I estimulan su funcion. En el tejido luteo los IGF
tienen efectos estimulantes en la secrecién de progesterona en ovejas (Khan-
Dawood, 1994) y en bovinos (McArdle y Holtorf, 1989; Sauerwein et al., 1992).
Debido a que la causa mas frecuente de infertilidad en el ganado lechero es la
mortalidad embrionaria temprana y que ésta se debe a un retraso en el desarrollo
embrionario durante los primeros dias de su division celular, es probable que el
tratamiento con bST en las vacas de LI ejerza una estimulacidén mediante el IGF-I
en el desarrollo del embrién, o a través de la precduccion de sustancias oviductales
y uterinas que mejoren el ambiente uterino en el que el embrion se desarrolla
(Bazer et al., 1986; Wathes et al., 1998b; Brigstock et al., 1989).

Se concluye que el desempefio reproductivo de las vacas con LI es inferior al de
las vacas con LN; no obstante con relacion al desempefio de la lactancia o
programa reproductivo previos, se puede especular qué el tratamiento inductor de
la lactacion mejora la fertilidad. Las elevadas producciones de leche obtenidas
(Yanez et al., 2004) y la recuperacién del 47.6% de los animales para el hato
reproductivo, permiten recomendar la induccién de la lactancia en establos
lecheros con nivel tecnolégico alto, para atenuar los efectos de una elevada tasa

de desechos por causas reproductivas.
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Cuadro 5-1. Namero de observaciones por tipo de lactacion (natural e inducida) y

numero (1 a 4) de lactaciones.

LACTACION NATURAL INDUCIDA TOTAL
1 135 31 166
2 67 14 81
3 41 13 54
4 26 7 33
TOTAL 269 65 334
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Figura 5-1. Intervalo de dias vacios (media + e.e) en vacas de lactacion inducida y

natural. *® indican diferencia entre medias (P<0.001).
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Cuadro 5- 2 Porcentaje de concepcion total, tasa de concepcion, tasa de gestacién

y servicios por concepcion en vacas y vaquillas de lactacion natural o inducida.

TIPO DE LACTACION/ LACTACION LACTACION
INDICADOR NATURAL INDUCIDA
Tasa de gestacion/ % 81° 47.6°
(218/269)* (31/65)*
Porcentaje de concepcion 23.7° 16.4°
total/ % (218/919)** (31/189)**
Tasa de concepcion/% 83? 50°
| (218/261)* (31/162)***
Servicios por concepcion/ 422 6.0°
namero (919/218)**** (189/31)****

&b | iterales distintas dentro de renglén indican diferencia (P<0.01).

* En paréntesis animales gestantes/total de animales por grupo, se hayan servido

o no x 100.

** En paréntesis animales gestantes/servicios totales a gestantes y vacias x 100.

***En paréntesis animales gestantes/animales servidos gestantes y vacios x 100.

****En paréntesis total de servicios a gestantes y vacias/ entre animales gestantes.
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6. EXPERIMENTO 2

Evaluacion reproductiva de vacas y vaquillas Holstein infértiles tratadas con
progesterona al inicio de una lactancia inducida.

Resumen

Las vacas inducidas a la lactacion por medios hormonales han mostrado signos de
celo por periodos muy prolongados pero aun no cuantificados. A juicio de los
ganaderos esto causa problemas de manejo y de salud. El objetivo dei presente
trabajo fue evaluar los efectos de la aplicacion de progesterona (P4) durante los
primeros 7 dias de una lactancia inducida, sobre la conducta de estro, el
desempeno reproductivo y la funcion ovarica de vacas y vaquillas Holstein. Se
utilizaron 20 hembras candidatas a desecho por problemas reproductivos e
inducidas hormonalmente a la lactancia (LI). Adicionalmente se usaron 27
hembras de lactancia natural (LN) contemporaneas a las LI (+ 5 dias del dia de
inicio de lactancia inducida), del mismo hato. El tratamiento para inducir la
lactancia consistio en inyecciones diarias i.m ; a) Los dias 1 a 7, progesterona
(375 mg/d) y cipionato de estradiol (30 mg/d); b) Dias 8 a 14, cipionato de estradiol
(15 mg/d); c) Dias 15 a 17, sin tratar; d) Dias 18 a 20, 2.5 mg de flumetasona ; e)
Dias 1, 8, 14 y 21, recibieron somatotropina bovina-zinc (500 mg por via
subcutanea); f) El dia 21 se inicio la ordefa, los animales fueron transferidos al
hato de linea donde recibieron somatotropina (500 mg por via subcutanea) cada
14 d desde el dia 1 de lactancia. A 10 animales de LI se les aplicé una inyeccién
diaria de 25 mg de P4 im los dias 1 a 7 de la lactancia inducida (LICP). Las
restantes 10, recibieron placebo (LISP). Todos los animales se estudiaron hasta
los 200 d en leche para obtener las siguientes variables; dias vacios (DV),
porcentaje de concepcion total (PC), tasa de concepcion (TC), tasa de gestacion
(TG), servicios por concepcion (SC) y conducta estral. En los animales de LI (5 de
LICP y 5 LISP) se tomaron imagenes de los ovarios por ultrasonografia, cada
tercer dia, del 1 hasta el 29 de la lactancia; se registré el numero de foliculos y

diametro del foliculo mayor. Los datos fueron analizados mediante ANDEVA
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(variables continuas) o por Ji? (variables discretas). Todos los animales en LI
mostraron celo intermitente durante al menos 23 dias de la lactancia. En todas las
variables de respuesta estudiadas, las vacas con LN superaron (P< 0.05) a las de
Ll y éstas se comportaron de manera similar independientemente de si recibieron
o no la P4 durante la lactaciéon. Los niveles de P4 no difirieron entre las vacas de
LICP y las de LISP en los primeros 29 dias de la lactaciéon. Se concluye que todos
los animales muestran celo intermitente por al menos 23 dias de la lactacién
inducida. La P4 en la dosis utilizada no fue eficaz para impedir el celo y por lo

tanto no afecta la conducta estral, el desarrollo folicular, ni el desempefio

reproductivo.

Introduccion

Si bien en estudios preliminares se ha determinado que entre el 70 y el 100% de
las hembras inducidas a lactar resultan gestantes (Isidro et al., 2001; Villa-Godoy,
2003), conviene resaltar el efecto del estradiol sobre la presentaciéon del celo en
las hembras inducidas a lactar, ya que los ganaderos informan que las vacas y
vaquillas permanecen en celo por periodos que llegan a exceder los 20 dias
posteriores al inicio de la lactancia inducida. Lo anterior no ha sido documentado
de manera precisa y detallada, consecuentemente se ignora si dicho efecto del
estradiol incrementa o inhibe el desempefo reproductivo. Pero ademas tanto
vacas como vaquillas presentan ovarios estaticos a la palpacioén coincidentes con
la intensa y prolongada actividad estral mencionada (Ruiz D.R. Comunicacion
personal). Los productores lecheros claman que dicha conducta altera el
comportamiento del hato, reduce su desempefo productivo y provoca cojeras,
particularmente en los animales jovenes. Para evitar los supuestos efectos que la
induccién de la lactancia ejerce en la conducta estral de las vacas, en algunos
establos se aplica progesterona por periodos de 2 7 dias a partir del inicio de la
lactacion inducida. Al respecto se sabe que la progesterona inhibe la conducta de
estro aun cuando existan concentraciones de estradiol que inducen conducta

estral (Davidge et al., 1987; Fabre-Nys y Martin 1991; Rajamahendran et al., 1979;
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Vailes et al., 1992), aparentemente causando una disminucion en los receptores
de estrégenos en el cerebro, inhibiendo asi los efectos del estradiol (Kato, 1977).

Puesto que tampoco se ha estudiado el efecto de la progesterona aplicada a
vacas lecheras cuya lactancia ha sido estimulada por medios hormonales, el
objetivo fue examinar la influencia de dicha hormona aplicada durante los primeros
7 dias de una lactacion inducida a partir del primer dia de la lactancia (primer dia

de ordefia), en el desempefio reproductivo.

Material y métodos

Este trabajo se realizé en un establo lechero localizado en la localidad de San
Idelfonso, municipio de Colén, Querétaro. A 20° y 21’ latitud norte y 100° 19’
longitud oeste, a una altura sobre el nivel del mar a 1850 m, clima seco templado
con una temperatura media anual de 18°C y una precipitacion pluvial de 700 mm
(SAGARPA, 2003). En el establo se mantienen aproximadamente 450 vacas en
linea de ordena con un promedio de 27 Kg de leche al dia en dos ordefas. Los
animales son agrupados y alimentados de acuerdo a su nivel de produccion.
Durante el periodo de tratamiento de induccion de la lactancia, los animales se
mantuvieron separados del hato de ordefa donde consumieron una racion que
contenia 154 % de proteina, 2.69 Mcallkg de materia seca de energia
metabolizable y con 41% de forraje total en la racién, agua a libre acceso. Cuando
las vacas entraron a la linea de ordefia consumieron una racién con 18.1 % de
proteina cruda, 2.83 Mcal/lkg de materia seca de energia metabolizéble y 42 % de
forraje total, agua a libre acceso. El experimento se llevo acabo durante los meses
de julio de 2003 a marzo de 2004. Los animales a los cuales se les indujo la
lactancia tuvieron las siguientes caracteristicas: las vacas con mas 45 dias de
secado y las vaquillas de reemplazo con mas de 18 meses de edad, que habian
superado la meta voluntaria de nimero de servicios y permanecian vacias, todas
clinicamente sanas. Se utilizaron 20 animales (15 vacas multiparas y 5 vaquillas) a
las que se les aplico el siguiente tratamiento inductor de la lactancia: a) Los dias 1

a 7, progesterona® (375 mg/d) y cipionato de estradiol® (30 mg/d) mediante
g
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inyecciones diarias por via intramuscular; b) Dias 8 a 14, una inyeccién diaria de
cipionato de estradiol® (15 mg/d) por via intramuscular; ¢) Dias 15 a 17, sin tratar;
d) Dias 18 a 20, una inyeccién diaria de 2.5 mg de flumetasona® por via
intramuscular; e) Dias 1, 8, 14 y 21, recibieron somatotropina bovina-zinc? (500
mg por via subcutanea); f) El dia 21 se inicié la ordefia, las vacas fueron
transferidas al hato de linea donde recibieron somatotropina bovina-zinc® (500 mg,
via subcutanea en pliegue anocaudal) cada 14 dias a partir del dia 1 de la
lactancia.

20 animales (15 vacas y 5 vaquillas) con lactancia inducida se distribuyeron
aleatoriamente en dos grupos al iniciar la lactancia: un grupo de 10 animales, el
cual recibi6é una inyeccion diaria de 25 mg de progesterona® i.m, los dias 1 a 7 de
la lactancia inducida (LICP). El otro grupo de 10 animales recibieron aceite de
maiz como placebo (LISP). Los animales se mantuvieron bajo observacién hasta
el dia 200 de la lactancia, para obtener las siguientes variables de respuesta: a)
Dias vacios (DV: numero de dias a la primera concepcién; de no ocurrir ésta, se
contabilizaron 200 dias); b) Porcentaje de concepcién total (PC: animales
gestantes/total de servicios a animales gestantes y vacios); ¢) Tasa de concepcion
(TC : animales gestantes /total de animales servidos); d) Tasa de gestacién (TG:
animales gestantes/total de animales por grupo, se hubieran servido o no); e)
Servicios por concepcion (SC: nimero de servicios de inseminacion artificial o
monta natural, proporcionados tanto a los animales que resultaron gestantes
como a los vacios/ numero de gestantes); y f) Conducta estral de los animales de
lactancia inducida (montas dadas y montas recibidas du'rante 2 periodos diarios de
observacion, a.m. y p.m. de una hora de duraciéon cada uno a partir del dia 7 la
lactancia). Adicionalmente a 5 animales de LICP y 5 de LISP seleccionados
aleatoriamente, se les tomaron imagenes de ambos ovarios por ultrasonografia
(Medison, 7.5 MHz), cada tercer dia, del dia 1 al 29 de la lactancia. Se registro el
namero de los foliculos visibles (NF) y el diametro del foliculo mayor (DFM).

Se obtuvieron muestras sanguineas de cada animal cada 7 dias durante el tiempo

que duré el tratamiento inductor de la lactancia, dichas muestras fueron tomadas




antes de la aplicacion de las hormonas correspondientes los dias 1, 8, 15y 21.
Posteriormente cada tercer dia desde el primero hasta el 29 de la lactancia
inducida. Las muestras se obtuvieron en tubos al vacio sin anticoagulante
mediante puncidon de la vena o arteria coccigea. El suero se separd por
centrifugacion y se mantuvo congelado a -20°C hasta la cuantificacién de
progesterona por medio del método de radioinmunoensayo en fase sélida (RIA),
con estuches comerciales (Coat- A - count. Diagnostic Products Corporation, Los
Angeles, CA). La sensibilidad del método fue 0.03 ng/ml, con un coeficiente de
variacion intraensayo de 4.8% e interensayo de 8.2%. Lo anterior se efectu6 para
poder determinar si ocurrié la ovulacién, definida como 3 periodos consecutivos de
muestreo con concentraciones de progesterona por arriba de 1 ng/ml de suero, en
los primeros 29 dias de lactancia en todos los animales de LI.

Ademas de las vacas mencionadas, en el trabajo se incluyeron 27 animales de
lactancia natural {LN) cuyo parto fue contemporaneo al inicio de las lactancias
inducidas (+ 5 dias) que sirvieron como testigos. En estos animales se obtuvieron
datos que permitieron obtener las mismas variables de respuesta que en las vacas
y vaquillas de LI, con excepcién de las mediciones foliculares, la conducta estral y
el intervalo a la primera ovulacion.

Todas las variables fueron sometidas a un analisis de Kolmogorov-Smirnov del
programa Univariate (SAS, 2001) para probar la hipoétesis de su distribucion
normal. El analisis de Kolmogorov-Smirnov indicd que las variables analizadas se
distribuyeron de manera normal, excepto la actividad estral y el diametro del
foliculo mayor. Para la actividad estral se hizo una transformacion a logaritmo
natural y se analizdé por medio de un ANDEVA, mientras que para el diametro del
foliculo mayor se le realizé un andlisis de Kruskal-Wallis.

Los datos fueron analizados mediante un andlisis de varianza (ANDEVA: DV,
Actividad estral, DFM, NF) o por Ji? (TG, PC, TC, SC). El criterio para considerar
diferencia significativa entre medias fue de P< 0.05. Para el ANDEVA se empled

el procedimiento GLM (SAS, 2001) y la Ji? se calculé de acuerdo a Steel y Torrie,
1988.



®: Progesterona, Fort Dodge; ®: ECP, Pharmacia Upjohn; ©: Fluvet, Fort Dodge;

4. Lactotropina, Elanco.
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Resultados

Los resultados fueron similares en vacas y vaquillas en las variables de respuesta
aqui estudiadas, por lo que los datos se combinaron y asi se presentan.

Las vacas y vaquillas de LI se comportaron de manera similar en todas las
variables de respuesta, independientemente de si recibieron o no la P4. El
diametro promedio por muestreo del foliculo mayor y el numero promedio por
muestreo de foliculos no fue diferente para el tratamiento con progesterona
(figuras 6-1 y 6-2). En ambas variables no se detectaron diferencias adjudicables
al tratamiento, al dia de muestreo ni a su interaccién. En lo que respecta a la
conducta estral, las vacas de LI montaron y se dejaron montar de manera
persistente e intermitente durante al menos los primeros 23 dias de la lactacion.
Los grupos LICP y LISP tuvieron un comportamiento similar, sin que la
administracion de progesterona redujera ni la intensidad (eventos/dia; Figura 6-3 y
6-4), ni la duracién del comportamiento estral.

La concentracidén media de progesterona en muestras colectadas en suero los
dias 1 a 29 de la lactacion fue de 0.07 + 0.02 ng/ml de P4 en los animales de
LISP, mientras que para el grupo LICP fue de 0.24 + 0.02 ng/ml de P4. No se
encontré diferencia entre ambos grupos, el pequefio incremento que se observa
durante el muestreo 4 a 8 (dias 1 a 7 de la lactancia) es por efecto del tratamiento
con progesterona al inicio de lactancia en los animales LICP, como se observa en
la (figura 6-6 a y b). Las concentraciones de P4 indicaron que la ovulacion no
ocurrié en ninguna de la vacas de LI, durante los primeros 29 dias de lactancia.

En cuanto al desempefio reproductivo, no se detectaron diferencias entre los dos
grupos de LI; no obstante, dichos animales fueron inferiores a los de LN en TG

PC, TC, SC y DV como se observa en el Cuadro 6-1y Figura 6-5.
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Discusion

Con el tratamiento inductor de la lactacion utilizado en este estudio, todas las
vacas presentaron signos de estro de manera intermitente durante al menos 23
dias despues del inicio de la ordena.

Smith y Schanbacher, (1973) reportaron que vacas inducidas a lactar con el
protocolo de -progesterona y estradiol por 7 dias presentaron actividad estral
variable, llegando algunas a ser muy activas por periodos de 2 6 3 semanas.
Chakriyarat et al (1978) informaron que vacas inducidas a lactar con el protocolo
de 7 dias de progesterona y estradiol, mas dexametasona los dias 18 a 20,
presentaron actividad de tipo estral hasta por 2 a 3 semanas después del inicio de
la lactancia. Lo cual se asemeja a los resultados obtenidos en el presente estudio.
En este trabajo, la progesterona en dosis de 25 mg por via intramuscular, no
inhibid la conducta de estro en las vacas tratadas, ya que estas se comportaron de
manera similar a las vacas que no fueron tratadas con progesterona al inicio de la
lactacion inducida. La similitud en el comportamiento estral se explica al observar
que todas las muestras de sangre contuvieron menos de 1 ng/ml de P4 en el
suero; por lo que la cantidad de P4 aplicada por los ganaderos es insuficiente para
amortiguar los efectos del ECP sobre la conducta estral de las vacas, ya que
aunque hubo un ligero aumento en las concentraciones de progesterona en el
muestreo 4 a 8 durante el periodo de inyeccion de la P4 al inicio de la lactancia en
los animales de LICP, este aumento aln asi fue insuficiente para inhibir la
conducta de estro. Debido a ello tampoco se registraron diferencias entre las
vacas LICP y LISP en las demas variables de respuesta.

Por lo discutido en el parrafo anterior, en lo sucesivo se discutiran los hallazgos de
caracter reproductivo para las vacas LI, sin importar si recibieron o no P4 durante
los primeros 7 dias de la lactancia inducida.

Otros autores (Erb et al., 1976; Chakriyarat, 1978; Tervit et al., 1980; Byatt, 1997,
Jewell, 2002) encontraron concentraciones de P4 inferiores a los 0.5 ng/ml de
suero desde 3 dias posteriores, hasta los 24 de la ultima aplicacién de P4+E,. Lo

que indica que la progesterona ya se habia eliminado del organismo desde antes
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del inicio del ordefio. Esto comprobado en este trabajo, ya que desde el inicio de la
ordena las concentraciones de P4 estaban por debajo de 1 ng/mi de suero.

Cabe destacar que en el presente estudio, las vacas de LI no ovularon durante los
primeros 29 dias de lactancia, a diferencia de lo que se ha reportado para vacas
lecheras con lactancia natural donde el intervalo del parto a primera ovulacién es
de 19 a 22 dias (Fonseca et al., 1983; Stevenson and Call, 1983; Darwash et al.,
1997). Consecuentemente, el tratamiento de induccién a la lactacion empleado en
este trabajo prolonga el intervalo a primera ovulacion.

En trabajos anteriores (Smith y Schanbacher, 1973; Colier et al., 1975; Chakriyarat
et al., 1978) mediante palpacién transrectal de los ovarios reportaron que
unicamente habia ovarios estaticos o con quistes foliculares. En los mismos
estudios no se detectaron estructuras luteales al dia 21 de iniciado el tratamiento
de induccion de la lactancia. Con el uso del ultrasonido durante los primeros 29
dias de la lactancia inducida, en el presente trabajo se encontraron solo
estructuras foliculares cuyo niimero y diametro promedio por dia del foliculo mayor
indican que ocurri6 el reclutamiento y la seleccion, pero no la ovulacién, sin que se
mostrara evidencia de la formacion de quistes foliculares, definidos estos como
estructuras foliculares que no ovulan, miden mas de 25 mm de diametro y estan
presentes en el ovario por periodos prolongados, pudiendo ser de 10 dias 0 mas.
Se puede especular que en nuestro trabajo no se encontraron quistes por el hecho
de haber utilizado bST en el protocolo para inducir la lactaciéon. La bST pudo haber
favorecido el desarrollo de estructuras foliculares que al no recibir el estimulo de la
LH se volvieron atrésicas y no quisticas. Esta documentada la presencia de
receptores a hormona del crecimiento, asi como para IGF, tanto en células de la
teca como de la granulosa (Spicer y Echternkamp, 1995; |zadyar et al., 1997); a
través de ellos la bST puede actuar directamente o hacerlo de manera indirecta a
través de los IGF, durante las etapas tempranas del crecimiento folicular, de

manera independiente a las gonadotropinas lo que se ha se demostrado en
estudios in vitro (Chun y Hsueh, 1998).
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Aunque en este estudio no se determiné la concentracion de estradiol en el suero,
probablemente ésta se encuentre elevada durante varios dias después de la
ultima aplicacion de ECP, ya que Jewell (2002) reporté concentraciones
sanguineas promedio de estradiol similares a las de una vaca en estro (31 pg/mi),
17 dias después del ultimo tratamiento con estradiol en vacas inducidas a la
lactacion con el protocolo de 7 dias de progesterona y cipionato de estradiol. En
otro estudio Vynckier et al., (1990) encontraron que una sola dosis de 10 mg de
cipionato de estradiol (ECP), se mantuvo en concentraciones circulantes que
inducen el estro por un periodo de 170 + 17 hrs.

Lo anterior sugiere que los estrogenos se mantuvieron elevados en el presente
experimento al menos durante los dias en que las vacas mantuvieron signos de
estro. De ser asi, las elevadas concentraciones de estradiol pudieron ejercer un
efecto de retroalimentacion negativa tanto a nivel del hipotalamo, inhibiende la
sintesis y liberacion de GnRH, como a nivel de la hipdfisis, inhibiendo la formacién
de receptores para GnRH y la liberacién de LH (Wiltbank et al., 2002). Se ha
documentado que el tratamiento con ECP en vacas lecheras posparto, puede
inhibir el desarrollo folicular y retardar el tiempo a primera ovulacion (Haughian et
al., 2002).

Con relacion al desempefio reproductivo, los valores registrados por las vacas de
LICP y LISP fueron similares, sin embargo difirieron de los obtenidos en las vacas
con lactancia natural. Las vacas con LI fueron sometidas al mismo periodo de
espera voluntario que las vacas LN y ambos grupos se empezaron a servir en el
primer estro observado a partir de los 60 dias en leche. La TG para las vacas LI,
en el presente estudio son similares a los promedios documentado por Collier et al
(1976), Erb et al (1976), Smith y Schanbacher (1973) que oscilaron entre el 30 y el

45.4 %.

El promedio de servicios por concepcién, encontrado en este trabajo es muy
superior tanto en vacas de LI como de LN que los observados en trabajos
anteriores (Collier et al., 1976; Erb et al., 1976; Jewell, 2002). Probablemente la

diferencia en dicha variable se deba a la manera de definirla, ya que los demas
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autores al estimar la variable, no consideraron los servicios reproductivos que se
les dieron a las vacas que no concibieron.

El intervalo de dias a la concepciéon alcanzado en el presente estudio tanto en
vacas LI como en vacas LN, fue mayor que el promedio reportado por Jewell
(2002), quien obtuvo un promedio de 76 y 101 dias a la concepcidon para vacas
inducidas y de lactancia natural, respectivamente. Esta diferencia en el promedio
de dias a la concepcion observada en ambos grupos de vacas pudo deberse
principalmente al periodo voluntario de espera al que fueron sometidas las vacas
en el estudio de Jewell (2002), que fue de 45 dias para las vacas de lactancia
natural y al primer estro observado para las vacas inducidas. Ademas el periodo
de tratamiento con esteroides del protocolo de induccidén de la lactancia en el
trabajo de Jewell (2002), fue de solo 7 dias, teniendo mas tiempo para poder
eliminar las hormonas esteroides antes de iniciar los servicios reproductivos.

Los resultados del presente trabajo muestran que el tratamiento inductor de la
lactancia aqui utilizado aunque no resuelve el problema de origen, puede reducir
las pérdidas y la presion que la infertilidad ocasiona a productores y veterinarios,
ya que se esta recuperando el 43.7 % de las hembras, que de otra manera, se
hubiesen desechado por no haber concebido en la lactancia anterior, o en su
primer programa reproductivo en el caso de las vaquillas. Los mecanismos a
través de los cuales se mejora el desempefio reproductivo de estos animales que
eran considerados de desecho por permanecer sin gestar en el programa
reproductivo anterior, se desconocen.

No obstante, al menos dos de ellos son posibles. ElI suministro de elevadas
cantidades de esteroides, pudieron haber resuelto infecciones subclinicas del
aparato reproductor que interferian con la reproduccién. Esto es factible por que,
altos niveles de estradiol estimulan el flujo sanguineo al utero. Con esto se pone
en mayor disposicion de los tejidos uterinos los elementos de defensa celular y
humoral, ayudando de esta manera a resolver infecciones subclinicas, no
detectadas previamente (Vandeplassche, 1976; Jiménez y Hernandez, 1995;

Upham, 1997). Lo anterior es factible, ya que al menos en ovejas estrogenizadas
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es dificil que se establezcan las infecciones uterinas (Seals et al., 2003). También
pudiera ser que por la influencia esteroidal se redujera la secrecion de proteinas
uterinas asociadas con el retraso del desarrollo embrionario (Gandolfi et al., 1989)
_y con ello aumentara la tasa de concepcion.

Alternativamente, las vacas de LI pudieran haber experimentado menor pérdida de
condicion corporal que las de LN. Lo anterior es posible dado que se ha
documentado que las vacas Holstein presentan un consumo voluntario reducido
antes del parto (French, 2002) y durante los primeros 2 a 3 meses de la lactaciéon
(Bauman y Currie, 1980; Villa-Godoy et al., 1988). Por ello, dichas vacas pasan
por un periodo de balance energético negativo durante la lactancia (Bauman y
Currie, 1980; Villa-Godoy et al., 1988) que ha sido asociado con una ovulacion
tardia (Butler et al., 1981), funcién latea reducida (Villa-Godoy et al., 1990a, b) y
pérdida de condicion corporal (Villa-Godoy et al, 1990a, b; 1991).
Concomitantemente, la pérdida de condiciéon corporal conduce a un desempefio
reproductivo pobre (Butler y Smith, 1989; Villa-Godoy et al., 1991).

Puesto que tanto vacas como vaquillas inducidas a lactar hormonalmente no
experimentan la gestacidon y el parto, es posible que presenten un consumo de
alimento mayor que en las de LN. De ser asi, perderian menos condicion corporal,
y por no tener el apetito disminuido, competirian con mayor éxito que en la
lactancia previa, por el alimento. Se ha documentado que en vacas altas
productoras con consumo energético adecuado bajo tratamiento con bST, el
desempefio reproductivo es aceptable, mientras que en vacas cuyo consumo es
deficitario y reciben bST, se presenta un desempefio reproductivo disminuido
(Bauman y McGuire, 1994).

Bajo condiciones de baja pérdida de condicion corporal en fases tempranas de la
lactacion, se sabe que después de un tratamiento con bST se incrementan los
niveles circulantes de IGF-I (Bauman, 1992), los cuales podrian ser los principales
mediadores de los cambios a nivel del aparato reproductor (Wathes et al., 1998a,
b). Es posible que algunos de los efectos de la somatotropina se lleven a cabo de

manera directa; pero otros los realiza de manera indirecta a través de los factores
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de crecimiento parecidos a la insulina (IGF), los cuales son producidos
principalmente en el higado por la estimulacion de la somatotropina (Wallis, 1988)
El IGF-I actua sinérgicamente con las gonadotropinas (LH y FSH) para estimular el
desarrollo folicular en bovinos (Hammond et al., 1991), potencializando dicho
efecto en vacas tratadas con bST.

Por otro lado el papel de las disfunciones del cuerpo luteo también se ha
propuesto como una causa de infertilidad. El cuerpo luteo contiene receptores
para hormona del crecimiento (GH) y para IGF-I (Sauerwein et al., 1992; Lucy et
al.,, 1993), y se ha observado que la bST vy el |GF-| estimulan su funcion. En el
tejido luteo los IGF tienen efectos estimulantes eh la secrecidén de progesterona en
ovejas (Khan-Dawood, 1994) y en bovinos (McArdle y Holtorf, 1989; Sauerwein et
al., 1992).

Si bien, la causa de baja fertilidad en el ganado lechero podria ser la mortalidad
embrionaria temprana y que esta se debe a un retraso en el desarrollo embrionario
durante los primeros dias de su division celular, es probable que el tratamiento con
bST ejerza una estimulacién mediante el IGF-lI en el desarrollo del embridn.
Alternativamente, la bST puede actuar a través de la produccion de sustancias
oviductales y uterinas que mejoren el ambiente uterino en el que el embrion se
desarrolla (Bazer et al., 1986; Wathes et al., 1998b; Brigstock et al., 1989).

Asi se tiene que el IGF-I participa en el desarrollo folicular (Spicer y Echterkamp,
1995; De La Sota et al., 1996) en la funcién del cuerpo luteo (Spicer et al., 1993) y
en el desarrollo embrionario (Matsui et al., 1997; Wathes et al., 1998a, b).

Los resultados obtenidos en el presente estudio nos permiten proponer como
primera conclusion, que todas las vacas y vaquillas presentan signos de estro
durante al menos 23 dias de una lactancia inducida. Una segunda conclusion, es
que la P4 se aplico en una dosis insuficiente para afectar los signos de conducta
estral provocados por la induccion de la lactaciéon. Una tercera conclusion, es que
el tratamiento inductor de la iactancia no afecta negativamente el desempeno
reproductivo de las vacas inducidas a la lactacion, ya que se esta recuperando el

43.7 % de animales que eran candidatos al desecho por problemas reproductivos.
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Figura 6-1. Efecto del tratamiento de progesterona administrada los dias 1 a 7
después de iniciada la ordefa, sobre el diametro del foliculo mayor (promedio) por
dia de muestreo durante los primeros 29 dias de la lactacidon en vacas de lactancia
inducida. No se detectaron diferencias adjudicables al tratamiento, al dia de
muestreo, ni a su interaccion (P>0.05). LISP, vacas sin progesterona (n = 5); LICP,

vacas con progesterona (n = 5).
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Figura 6-2. Efecto del tratamiento de progesterona administrada los dias 1 a 7

después de iniciada la ordefia, sobre el nimero de foliculos visibles (promedio) por

dia durante los primeros 29 dias de la lactacién en vacas con lactancia inducida.

No se detectaron diferencias adjudicables al tratamiento, al dia de muestreo, ni a

su interaccion (P>0.05). LISP, vacas sin progesterona (n = 5); LICP, vacas con

progesterona (n = 5).
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Figura 6-3. Promedio de montas recibidas en las vacas de lactacion inducida
durante un periodo de observacion del dia 7 al 23 de la lactancia. Las vacas que
no recibieron progesterona (LISP; n = 10) y las que si recibieron progesterona
(LICP; n =10) se comportaron de manera similar recibiendo montas de manera

intermitente. No se detectaron diferencias entre medias (P>0.05).
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Figura 6-4. Promedio de montas dadas en las vacas de lactacion inducida durante
un periodo de observacion del dia 7 al 23 de la lactancia. Las vacas que no
recibieron progesterona (LISP; n = 10) y las que si recibieron progesterona (LICP;
n =10) se comportaron de manera similar dando montas de manera intermitente.

No se detectaron diferencias entre medias (P>0.05).
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Cuadro 6-1 Porcentaje de de concepcién total, tasa de gestacion y numero de

servicios por concepcion hasta los 200 dias en leche, de vacas y vaquillas de
lactacion natural o inducida.

TIPO DE LACTACION/ LACTACION LACTACION
INDICADOR NATURAL INDUCIDA
Tasa de gestacion/ % 62.9° 43.7°
(17127)* (7/16)*
Porcentaje de concepciodn total/ % 20.2° 13.7°
(17/84)** (7/51)**
Tasa de concepcion/ % 65° 5Q°
(17/126)** (7114)***
Servicios por concepciéon/Numero 4.9° 7.2°
(84/17)**** (51/7)****

a0 | jterales distintas dentro de renglén indican diferencia (P<0.01)

* En paréntesis animales gestantes/total de animales del grupo x 100.

** En paréntesis animales gestantes/servicios totales a gestantes y vacias x 100.
***En paréntesis animales gestantes/ total de animales servidos x 100.

“***En paréntesis total de servicios a gestantes y vacias/ entre animales gestantes.
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Figura 6-5. Efecto de la progesterona aplicada los primeros 7 dias de iniciada la
lactacién, sobre la duracién del periodo de dias vacios (media + E.E) en vacas con
lactacion inducida sin progesterona (LISP; n =10), con progesterona (LICP; n =10)

y naturat (LN; n = 27). ®® literales indican diferencia (P<0.05).
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Figura 6-6 A, B: A) Concentracién de progesterona durante el tratamiento inductor
de la lactaciéon (muestras 1 a 3) y del dia 1 a 29 de la lactancia (muestras 4 a 18)
en vacas inducidas a lactar, sin aplicacién de progesterona los primeros 7 dias de
lactancia (LISP; n =10). B) Concentracion de progesterona durante el tratamiento
inductor de la lactacion (muestras 1 a 3) y del dia 1 a 29 de la lactancia (muestras
4 a 18) en vacas inducidas a lactar y que se les administré6 progesterona los
primeros 7 dias de la lactancia (LICP; n = 10). Ninguna de las vacas de LISP nide
LICP ovuld durante los primeros 29 dias de lactancia. Los perfiles de progesterona
no difirieron entre grupos (P>0.05).
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