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RESUMEN
En la vaca lechera las pérdidas embrionarias se han asociado con bajas
concentraciones séricas de progesterona durante el desarrollo temprano del
embrion. La induccion de la ovulacién del foliculo dominante en los dias 4 a 7 del
ciclo ocasiona la formacion de un cuerpo luteo y un aumento en los niveles de
progesterona. En este estudio se probo si la inyeccion de hCG el dia 5 después de
la inseminacién incrementa los niveles de progesterona y el porcentaje de
concepcion en vacas lecheras. Se utilizaron 989 vacas Holstein de distinta paridad
(rango 1 a 9 partos), de diferente numero de servicio (rango 1 a 4 servicios) y con
una produccion lactea promedio de 11700 kg por lactacion. Las vacas fueron
inseminadas a tiempo fijo después de la aplicacion del protocolo Ovsynch, o
posterior a la presencia de estro natural. En el dia 5 posinseminacion las vacas
fueron asignadas al azar a dos tratamientos: 1) hCG (n=482), las vacas recibieron
por via intramuscular 3500 Ul de hCG; 2) Testigo (n=507), las vacas recibieron 3.5
ml de solucion salina fisiolégica. En el dia 30 posinseminacion se diagnosticé la
gestacion mediante ecografia y se confirmé el dia 60 por palpacion rectal. En 15
vacas de cada grupo se determinaron las concentraciones plasmaticas de
progesterona en los dias 5, 11 y 15 posinseminacion. En las vacas tratadas con
hCG el porcentaje de concepcién global fue mayor (P<0.05) en el dia 30 (47.5 vs
37.5%), y 60 (41.1 vs 31.6%) en comparacién con el grupo testigo. Cuando los
datos fueron analizados por numero de servicio, la hCG mejoro la fertilidad sélo en
las vacas de primer servicio [hCG, (dia 30= 55.9% y dia 60= 45.3%) vs testigo (dia
30= 41.0% y dia 60= 33.2%)], pero no en vacas de segundo, tercero o cuarto
servicio (P>0.2). Las concentraciones de progesterona fueron mas altas en las
vacas tratadas con hCG que en las testigo (P<0.05). EI mantenimiento o ganancia
de condicién corporal posterior a la inseminaciéon influye positivamente en el
porcentaje de concepcion en ambos grupos. Asi, el tratamiento con hCG aumento
el porcentaje de concepcion solo en las vacas de primer servicio que perdieron
condicion corporal. Se concluye que la inyeccion de 3500 Ul de hCG el dia 5

posinseminacion incrementa el porcentaje de concepcion en vacas de primer
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servicio pero no en vacas de mas servicios, y este efecto fue mas evidente en las

vacas que perdieron condicion corporal.

Palabras clave: hCG, fertilidad, progesterona, vacas lecheras.



ABSTRACT

Low serum progesterone concentration after breeding is associated with
pregnancy losses. Human chorionic gonadotropin (hCG) treatment on day 5 after
estrus induces ovulation of the first-wave dominant follicle and the formation of an
accessory corpus luteum. Here, we tested whether an injection of hCG on day 5
after artificial insemination (Al) increases conception rate and plasma progesterone
concentration in lactating dairy cows. We used nine hundred eighty-nine Holstein
cows of different parity (range 1 to 9 parts) of different service number (range 1 to
4 services) and an average milk production than 11,700 kg per lactation. Cows
were inseminated at fixed timed after an Ovsynch protocol or after natural estrus.
Five days after Al, cows were randomly assigned to either a treated (hCG; n =482)
or a control (n = 507) group; animals in the treated group were given 3500 Ul of
hCG. Pregnancy diagnoses were performed on day 30 and 60 post-Al by
ultrasonography and rectal palpation respectively. Blood samples were taken on
days 5, 11 and 15 from fifteen cows in each group for progesterone quantification.
Conception rates were higher for hCG-treated cows on day 30 (47.5 vs 37.5%),
and 60 (41.1 vs 31.6%) after Al. The number of previous inseminations affected
the response to the hCG treatment. First insemination cows improved conception
rate when treated with hCG both on day 30 (55.9% > 41.0%) and 60 (45.2% >
33.1%). However, this effect was not observed in cows of two or more
inseminations (P>0.2). Progesterone concentrations were higher (P<0.05) in cows
treated with hCG than in control cows. Changes in body condition score (BCS)
from Al to day 30 were associated with changes in conception rate. In both groups,
cows that gained or maintained BCS from Al to day 30 had higher pregnancy rate
than those that lost BCS. Treatment with hCG improved conception rate in cows
losing body condition score (BCS) between Al and day 30 after Al. It is concluded
that hCG on day 5 after Al increases conception rate and plasma progesterone in
first service lactating dairy cows, and this effect was evident in cows loosing
BCS.

Key words: hCG, Fertility, progesterone, dairy cows
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1. INTRODUCCION

En los ultimos 40 afos la intensa seleccion genética del ganado lechero y el
mejoramiento de las practicas de manejo ha aumentado la eficiencia biolégica
para producir leche, pero también ha disminuido la fertilidad (Morris y Diskin,
2008). En promedio, el porcentaje de pérdidas embrionarias y fetales en la vaca
alta productora es cercano al 60% y se estima que de 70 a 80% de estas pérdidas

ocurren en los primeros 16 dias posinseminacion (Diskin y Morris, 2008).

Una de las causas de la falla en la concepcién es la disminucion de la capacidad
del embridn para sintetizar interferon-t durante el reconocimiento materno de la
gestacion. Dicha condicion puede estar determinada por un retraso en el
desarrollo, lo cual se ha asociado con una disminucion en las concentraciones
séricas de progesterona (Binelli et al., 2001; Mann y Lamming, 2001). Esta bien
establecido que la progesterona estimula la produccion de diferentes secreciones
endometriales necesarias para el desarrollo del embrion (Geisert et al., 1992). Se
han relacionado bajas concentraciones de progesterona con anormalidades del
desarrollo embrionario temprano (Mann et al., 2001) mientras que la
administracion de progesterona ha favorecido el desarrollo del embridon y la

secrecion de interferon-t (Mann et al., 2006).

En condiciones de campo hay varios enfoques para aumentar los niveles séricos
de progesterona y mejorar el porcentaje de concepcién en vacas lecheras. En
diversos estudios se ha suplementado progesterona mediante implantes o
dispositivos intravaginales, con resultados variables (Van Cleef et al., 1991; Larson
et al., 1995). También se ha logrado aumentar las concentraciones sanguineas de
progesterona mediante la induccidn de un cuerpo luteo adicional. El tratamiento
con Gonadotropina Corionica Humana (hCG) en los dias 4-7 posinseminacion
provoca la ovulacion del foliculo dominante y la formacién de un cuerpo luteo

adicional (Price y Webb, 1989), lo cual se refleja en un incremento en los niveles



de progesterona. Ademas, la luteinizacion del foliculo con la hCG en el dia 5 del
ciclo permite la emergencia temprana de la segunda oleada folicular, lo que
provoca que una alta proporcion de las vacas presenten 3 ondas foliculares. La
presencia de tres oleadas foliculares posterior a la inseminacién puede ser un
factor que regule la fertilidad; ya que la fase Iutea es mas larga lo que favorece
que los embriones tengan mas tiempo para establecer el mecanismo de

reconocimiento materno de la gestacion (Diaz et al., 1998).

Santos et al. (2001) aplicaron 3300 Ul de hCG en el dia 5 después de la
inseminacion y lograron incrementar 7.1% el porcentaje de concepcion, lo que
coincidié con un incremento en las concentraciones de progesterona sanguinea.
Sin embargo, estudios realizados en vaquillas lecheras de reemplazo (Schmitt et
al., 1996b), vacas lecheras (Walton et al., 1990; Schmitt et al. 1996b; Chagas e
Silva y Lopes da Costa, 2005; Hanlon et al., 2005; Galvao et al., 2006; Shams-
Esfandabadi et al., 2007; Fischer-Tenhagen et al., 2008) y novillas de carne
(Funston et al., 2005) no se han encontrado resultados favorables en fertilidad.
Esta falta de consistencia en los resultados indica que hay factores particulares de

los hatos estudiados que determinan el éxito de dicho tratamiento.

En este estudio se probd si la aplicaciéon de hCG el dia 5 después de la
inseminacion incrementa el porcentaje de concepcion en vacas Holstein de

diferente nUmero de servicio.



2. REVISION DE LA LITERATURA
2.1 Infertilidad en la vaca lechera en sistemas intensivos
La fertilidad de las vacas lecheras ha disminuido en los ultimos 30 afios casi un
punto porcentual por afo, lo que ha coincidido con un incremento sostenido en la
produccion de leche. En los hatos lecheros de Norteamérica (Butler, 1998; Lucy,
2007) se ve una clara reduccion del porcentaje de concepcion en los ultimos 40
afnos. Asi en los afos 60 se lograba gestar al 65% de las vacas servidas mientras

que actualmente el porcentaje de concepcion es alrededor de 30.

Aunque es evidente una relacion entre la alta produccién de leche y la fertilidad, la
produccion por si misma no disminuye la fertilidad, sino son los cambios
metabdlicos que impone la lactacion, asociados con un manejo inadecuado de la
alimentacioén y con la industrializacién de la produccién lechera caracterizada por
un aumento del numero de vacas por hato (Villa-Godoy et al., 1988; Lucy et al.,
1992, Butler, 2000).

La baja fertilidad es provocada por la falla en la fertilizacion del évulo y por la alta
incidencia de muerte embrionaria temprana; se ha observado que cerca de 80 a
90% de los ovocitos es fertilizado, sin embargo, una alta proporcion de los
embriones muere antes del dia 18 posinseminacion (Ayalon, 1978; Thatcher et al.,
1994; Zavy, 1994). De esta forma, dado que la muerte del embridén ocurre antes
del reconocimiento materno de la gestacion, las vacas regresan al estro en un
periodo equivalente a un ciclo normal. En algunos casos la muerte del embrion
sucede después del dia 18 y las vacas retornan al estro mas alla del dia 21

posinseminacion (Thatcher et al., 2006).

Las causas de la falla en la fertilizacion y de la muerte embrionaria temprana estan
asociadas con diferentes condiciones, tales como la alta produccion de leche, el
intervalo del parto a la primera ovulacion, la profundidad del balance energético

negativo, condicion corporal antes y después del parto, problemas del puerperio,



momento de la inseminacion, técnica de inseminacion, caracteristicas de la dieta,

estrés calorico y factores genéticos.

2.1.1 Produccion de leche e infertilidad

La relacion entre produccion y reproduccion ha motivado muchas investigaciones
para determinar si efectivamente la produccién de leche tiene un efecto negativo
en la fertilidad. Algunos investigadores veterinarios toman como un hecho que las
vacas mas productoras de leche son intrinsecamente menos fértiles; sin embargo,
un estudio reciente demostrd que las vacas con producciones mayores a los 50 kg
en el dia 50 posparto fueron mas fértiles que las vacas con menor produccion
(L6pez-Gatius et al., 2006). Posiblemente la relacion entre el aumento de la
produccion de leche y la disminucion de la fertilidad tiene que ver mas con la
intensificacion del manejo en los hatos lecheros que con el efecto per se de la alta
produccion. Es sabido que la lactacion ocasiona cambios metabdlicos en todas las
vacas, por ejemplo, después del parto caen en un balance energético negativo
(BEN), y se sabe que dicha condicién afecta negativamente el desarrollo folicular
(Beam y Butler, 1999), el potencial de ovocitos para desarrollar un embrién viable
(Leroy et al., 2005; Leroy et al., 2006) y la funcidén del cuerpo luteo (Villa-Godoy et

al., 1988), repercutiendo en la fertilidad al primer servicio.

Sin embargo, los efectos de la lactacion en la reproduccion se mitigan si las vacas
llegan con buena condicién corporal al parto y reciben buena alimentacion durante
el periodo de transicion. En México, en un analisis que incluyé la informacién de
72 hatos (26676 vacas) con un rango de produccion de 7503-12225 kg (365 dias),
se observé que la produccion de leche no afectd el intervalo entre partos, servicios

por concepcidn ni dias abiertos (Hernandez y Gutiérrez, 2007).

2.1.2 Namero de vacas por hato
Al mismo tiempo que ha aumentado la produccion de leche por vaca, la ganaderia

lechera también ha experimentado un crecimiento en el numero de cabezas por



hato. En México se ha observado en los ultimos afios un crecimiento de los hatos
y el establecimiento de otros nuevos con mas de 1000 vacas en ordefo. El
crecimiento de los hatos ocasiona que las practicas mas elementales de manejo
no se realicen correctamente. Un ejemplo de errores de manejo debidos al tamafno
del hato es durante la administracion de las hormonas para la sincronizacién de la
ovulacion e inseminacion a tiempo fijo. El manejo de lotes grandes conlleva a que
algunas vacas reciban una inyeccion equivocada y en otros casos que algunas
vacas reciban una prostaglandina cuando estan gestantes. El tamafo del hato
ocasiona otro tipo de problemas asociados con el manejo general. Al ser el hato
mas grande y al tener practicas de manejo mas intensivas el ganadero y los
trabajadores pierden facilmente el control de las vacas. Por otra parte, el
confinamiento en grandes grupos también puede afectar la fertilidad, ya que se
sabe, por ejemplo, que el confinamiento se asocia con la incidencia de diferentes
afecciones que repercuten negativamente la reproduccion (ejemplo: retencion de
placenta e infecciones uterinas) (Grohn y Rajala-Schultz, 2000; Chebel et al.,
2004).

El incremento en el tamafo del hato se asocia con la disminucidn de la eficiencia
reproductiva. En el analisis de la informacion de 72 hatos mexicanos (hatos de 44
a 2191 vacas) se observo que el numero de vacas por hato no afecto el intervalo
entre partos ni los dias abiertos. No obstante, fue evidente un efecto significativo
(P < 0.05) en el numero de servicios por concepcién, observandose que por cada
100 vacas que aumenta el tamafio del hato hay un incremento de 0.05 servicios

por concepcion (Hernandez y Gutiérrez, 2007).

El efecto de la carga excesiva de trabajo o la mala capacitacién del personal
involucrado en el manejo reproductivo pueden ser mas importantes que los
mencionados factores intrinsecos, como causas de infertiidad. Aunque la

disminucion de la fertilidad en el ganado lechero también obedece a factores



genéticos, sin duda, el peso especifico de los errores de manejo asociados con el

tamano del hato es mayor.

2.1.3 Inicio de la actividad ovarica posparto

El intervalo del parto a la primera ovulacién es uno de los parametros que se ha
asociado con la fertilidad. Asi, las vacas que tienen mas ciclos estrales antes de la
primera inseminacion son mas fértiles que las vacas que tienen menos ciclos
(Thatcher y Wilcox 1973; Butler y Smith, 1989; Butler, 2001; Darwash et al.,2001).
El periodo del parto a la primera ovulacién ha aumentado en los ultimos 40 afios;
asi, en 1964 era de 29 + 3 dias y actualmente es de 43 + 5 dias (Lucy, 2001). En
México, el intervalo entre el parto a la primera ovulacién en ganado lechero en
sistemas de produccion en pequeia escala (hatos de 5 a 20 vacas), es de 32.3 +
2.3 dias (Salas, 1998). En contraste, en un hato bajo condiciones de produccion
intensiva con 1150 vacas, el intervalo del parto a la primera ovulacién es de 45.8 +
2.7. Cabe sefialar que en este ultimo estudio, 23% de las vacas aun no habian
ovulado en el dia 70 posparto (Lara et al., 2002).

El intervalo del parto a la primera ovulacién es afectado principalmente por los
cambios metabdlicos que ocurren durante el periodo de transicion. Se ha
observado que la pérdida de condicién corporal de mas de 1 punto (escala 1 a 5)
durante las primeras cuatro semanas posparto alarga el periodo del parto a la

primera ovulacion (Butler, 2000).

2.1.4 Alteraciones hormonales

Durante el desarrollo embrionario temprano, el embrion bovino es dependiente del
ambiente que existe en el oviducto y utero. La progesterona al unirse a sus
receptores en el estroma o endometrio uterino desencadena una cascada de
eventos que incluyen: cambios en la expresion de genes, un aumento en la
permeabilidad a iones, aminoacidos o metabolitos del plasma y la sintesis de
factores de crecimiento (Revelli et al., 1998; Duras et al., 2005), lo que favorece un

ambiente propicio para el desarrollo del embrién.



Algunos estudios muestran que las vacas subfértiles tienen afectada la funcion del
cuerpo luteo (Lamming y Darwash, 1998; Mann y Lamming, 1999; Mann vy
Lamming, 2001; Stronge et al., 2005). Asi, bajas concentraciones en el dia 5
postinseminacion (Shelton el al., 1990; Lamming y Darwash, 1995; Larson et al.,
1997) o un retraso en el aumento de las concentraciones de progesterona entre
los dias 4 y 5 posterior al servicio (Larson et al 1997; Darwash y Lamming, 1998;
Starbuck et al.,, 1999) se han asociado con una reduccion en el porcentaje de
concepcion. Ademas, se ha observado que estas condiciones tienen como
resultado el desarrollo de embriones de menor tamano que secretan cantidades
inferiores de interferon-t, de esta forma se disminuye la habilidad del embrion para
inhibir el mecanismo luteolitico (Kerbler et al., 1997; Mann y Lamming 2001). Por
otro lado, la insercidon de un CIDR en los dias 5 a 9 incrementa 4 veces el tamano
del trofoblasto y 6 veces las concentraciones uterinas de interferon- t en vacas no
lactantes (Mann et al., 2006), y por esto, se han planteado diferentes factores que

afectan la funcion Iltea.

Una de los factores investigados, es el incremento de la produccién lactea y los
efectos metabodlicos que esto desencadena. Varios estudios en vacas lecheras
han evaluado las concentraciones circulantes de esteroides y se han encontrado
diversos resultados. Sartori et al. (2004) compararon en vacas (60 dias postparto)
y novillas, las concentraciones de progesterona y el volumen luteo, y encontraron
que las concentraciones circulantes de progesterona eran menores en las vacas,
sin embargo, el volumen luteo fue mayor en las vacas que en las novillas. De
igual forma las concentraciones circulantes de estradiol fueron menores en las
vacas, mientras que, el didmetro folicular fue mayor en las vacas. Una explicacion
a este efecto es que en las vacas en producciéon el metabolismo de las hormonas

esteroides aumenta conforme la produccion lactea se incrementa.



Por otra parte, se ha asociado el incremento de la produccién lactea con un
aumento en el consumo de materia seca. Se ha propuesto que el incremento en el
consumo de materia seca, incrementa el flujo sanguineo, el metabolismo hepatico
y por consiguiente se aumenta la excrecion de progesterona y estradiol.
Sangsritavong et al. (2002) probaron esta hipoétesis, y encontraron que previo al
momento de alimentarse, el flujo sanguineo hepatico es mayor en vacas en
lactacion (1561157 L/hr) que en vacas no lactantes (747+47 L/hr) de la misma
edad y talla. El flujo sanguineo hepatico, asi como el metabolismo de
progesterona y estrégenos se incremento inmediatamente después del consumo
de alimento en vacas en lactacion y no lactantes, también se observd que el
metabolismo de progesterona y estradiol fue 2.3 veces mayor en vacas en
lactacion. Asi, los cambios en el metabolismo de los estrégenos y la progesterona
en respuesta a la alimentacion fueron inmediatos y parecen estar relacionados con
cambios agudos en el flujo sanguineo hepatico. Estos resultados indican, que
incluso en un mismo nivel de produccién hormonal, las vacas lecheras que
consumen mayor cantidad de materia seca pueden tener una baja concentracion

de esteroides circulantes.

Con el objetivo de determinar el momento en el que bajas concentraciones de
progesterona afectan el desarrollo embrionario, se han realizado varias
investigaciones. Mann et al. (1998) demostraron que el retraso en el incremento
de las concentraciones de progesterona posterior a la ovulacion, resulta en un
desarrollo asincrénico del embridn, mientras que Lamming y Darwash (1995) bajo
estas mismas condiciones encontraron una marcada disminucion del porcentaje
de concepcion. El mismo grupo de investigadores demostraron que las
concentraciones de progesterona en leche incrementan mas de 3 ng/ml del dia 4 a
5 postinseminaciéon en vacas que resultaron gestantes en comparacion con las
que no gestaron (Darwash y Lamming, 1998). Por otro lado, Mann y Lamming
(2001) mostraron que el retraso de un dia (entre los dias 4 a 5) en el aumento

postovulatorio de las concentraciones de progesterona, tuvo como resultado la



recuperacion de embriones de menor tamafo y que producen menor cantidad de
interferon- t en el dia 16, mientras que la administraciéon de progesterona durante
la fase lutea temprana, favorece el desarrollo embrionario y la secrecion de
interferon- t (Mann et al., 2006).

La funcion lutea durante el diestro temprano se han relacionado con las
caracteristicas del foliculo preovulatorio, asi, se ha observado que las vacas que
tienen bajas concentraciones de progesterona entre los dias 4 a 5 del posteriores
a la ovulacién, presentan un incremento del intervalo entre la luteolisis y la
ovulacién, una disminucion del diametro del foliculo, ademas de una reduccion de
las concentraciones de estradiol durante la fase folicular previa a la ovulacién
(Mann et al., 2001; Wathes et al., 2003; Robinson et al., 2005). Asi, Robinson et al.
(2005) quienes al promover la ovulacion de foliculos <10 mm (foliculos pequefios)
y >10 mm (foliculos grandes), encontraron mayores concentraciones de
progesterona entre los dias 3 a 8 de las vacas que ovularon foliculos grandes, lo
que sugiere que las vacas con foliculos preovulatorios grandes y fases foliculares
de corta duracion, producen cuerpos luteos con mayor capacidad de producir

progesterona.

Posiblemente durante el desarrollo de dichos foliculos la frecuencia inadecuada de
pulsos de LH afectd el desarrollo folicular y la funcion lutea. Starbuck et al. (2000)
demostraron que las vacas con bajas concentraciones de progesterona posterior a
la ovulacion, tenian una frecuencia pulsatii de LH disminuida en el dia 5
postovulacién. Por otro lado se ha observado que LH estimula la sintesis del factor
de crecimiento endotelio vascular (VEGF) (Schams y Berisha, 2004) y que junto
con el factor de crecimiento de fibroblastos (FGF) participan en el proceso de
angiogénesis del cuerpo luteo (Fraser y Woulff, 2003) y es por esto que una
secrecion atenuada de LH puede afectar el proceso de angiogénesis. El
crecimiento y desarrollo del cuerpo Iuteo es extremadamente rapido y requiere de

un proceso de angiogénesis de la misma magnitud, para cubrir las demandas de



oxigeno y nutrientes de esta glandula. En primates se ha observado que la
inhibicion del VEGF y del factor de crecimiento angiogénico, puede suprimir el
crecimiento y ovulacién del foliculo preovulatorio (Fraser et al., 2000; Hazzard et
al., 2002). Ademas, en la vaca se ha suprimido el desarrollo del cuerpo luteo en
estadios tempranos, por medio de la aplicacion de anticuerpos contra VEGF
(Kamada et al., 2004).

También se ha evaluado la participacion del sistema IGF en el desarrollo y funcién
del cuerpo luteo. Se ha reportado que la adicion de IGF-I a cultivos de células
luteas bovinas, incrementa la sintesis de ADN y la secrecion de progesterona
(Schams et al., 1988; Niswender et al., 2000). Por otro lado, Green et al. (2007)
demostraron que IGF-Il también estimula la sintesis de progesterona en cultivos
de células luteas bovinas en el dia 5 del ciclo. Esto coincide con los resultados de
Yung et al. (1996) quienes encontraron un aumento en la expresion de RNAm de
IGF-I entre los dias 5 al 15 del ciclo estral en bovinos, en tanto que el IGF-Il tuvo
un comportamiento inverso, ademas sugieren que el sistema IGF potencia la
capacidad de unién de LH a sus receptores lo que favorece el efecto luteotrépico

de esta hormona.

Durante el balance energético negativo (BEN) se presentan alteraciones
metabdlicas que afectan la funcién lutea. De esta forma, se encuentran
disminuidas las concentraciones plasmaticas de leptina (Kadokawa et al., 2000;
Liefers et al., 2003), simultdneamente existe una disminucion de insulina e IGF-1 y
un incremento en las concentraciones circulantes de hormona del crecimiento
(Block et al., 2003), y este ambiente metabdlico y endocrino influyen en la

secrecion pulsatil de LH (Butler 2003).
Se ha observado que la secrecién pulsatil de LH se encuentra alterada durante el

BEN y esto se ha asociado, con una disminucion en las concentraciones de IGF-I.

Ya que IGF-I incrementa la respuesta celular a las gonadotropinas en células de la
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granulosa (Gong et al., 1994; Beam y Butler, 1998; Scaramuzzi et al., 1999).
Ademas, se ha reportado que la adicién de IGF-I a cultivos de células luteas de
bovino incrementa la sintesis de ADN y la secrecion de progesterona, mientras
que in vivo, en novillas con BEN se observé un decremento en el desarrollo del
cuerpo luteo y disminucién tanto de las concentraciones circulantes de IGF-I como
del contenido de progesterona en el cuerpo luteo (Rivera y Fortune, 2001). Este
desequilibrio endocrino y metabdlico puede afectar el desarrollo del foliculo
preovulatorio y la formacion del cuerpo luteo, lo que se refleja en una disminucion

en la capacidad de sintetizar progesterona durante el desarrollo embrionario.

2.1.5 Nutricién

Independientemente del efecto de los cambios metabdlicos provocados por el
balance energético negativo, las dietas ofrecidas a las vacas altas productoras
también pueden afectar la fertilidad. Las dietas con contenidos de proteina cruda
de 17 a 19 % llegan a afectar negativamente la fertilidad (Butler et al., 1996); se ha
demostrado que las vacas alimentadas de esta forma tienen altas concentraciones
de urea en sangre y en los fluidos uterinos, lo cual afecta la viabilidad de los
espermatozoides, 6vulo y embrion (Elrod y Butler, 1993; Butler, 1998; Sinclair et
al., 2000; Melendez et al., 2003).

Proveer todos los nutrimentos a las vacas con niveles altos de produccion obliga a
ofrecer dietas altas en energia, basadas en granos. Asi, con frecuencia se
presentan alteraciones subclinicas en el pH ruminal, lo cual se ha asociado con la
baja fertilidad. Un factor de riesgo en la pérdida de gestaciones tempranas es la

acidosis ruminal (Ortiz, 1997).

La semilla de algodon se utiliza en las dietas de las vacas bajo sistemas intensivos
de produccion. Esta semilla, ademas de ser una excelente fuente de energia,

proteina y fibra, contiene altas concentraciones de gosipol. Esta sustancia es
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altamente toxica en especies monogastricas, sin embargo, el rumiante es
relativamente resistente al gosipol debido a que este pigmento se inactiva en el
rumen. Las dietas comunes ofrecidas a las vacas lecheras (10% de la MS)
provocan concentraciones de gosipol en plasma dentro del margen de seguridad
(<5 pg/ml de gosipol). Sin embargo, el uso de mayores cantidades de semilla de
algodon y/o la utilizacion de variedades con mayor contenido de este pigmento
(Pima), generan concentraciones plasmaticas de gosipol mayores (>5 pg/ml), las
cuales afectan la fertilidad. Observaciones de Santos et al. (2003), en vacas
lecheras con dietas que contenian semilla de algodén con mayor contenido de

gosipol, mostraron una disminucion significativa de la fertilidad.

2.1.6 Estrés calodrico

El ganado lechero es altamente susceptible a las altas temperaturas, prueba de
ello esta en la reduccion de la fertilidad cuando este ganado se encuentra en
climas calidos o durante la época del afo con mayor temperatura. De esta
manera, el porcentaje de concepcion llega a ser menor a 40%, obtenido en los
meses templados o frios, hasta 15% durante el verano (Aréchiga y Hernandez,
2007).

Los efectos del estrés caldrico en la reproduccion del ganado lechero se han
incrementado en los ultimos afos, lo que ha coincidido con el incremento en la
produccion de leche (Wolfenson et al., 2000). Se ha observado que el aumento en
la produccion de leche se refleja en un incremento de la generacion de calor
metabdlico. Esta generacion de calor se ha asociado con el incremento del peso
vivo de las vacas lecheras. De esta forma, vacas mas grandes tienen un aparato
digestivo con mayor capacidad, lo que les permite consumir y digerir mas
alimento. Durante el metabolismo de los nutrimentos se genera calor, el cual
contribuye al mantenimiento de la temperatura corporal, condicién favorable en
climas frios. Sin embargo, en climas calidos el calor se debe eliminar para

mantener la temperatura corporal dentro de los rangos normales. La capacidad de
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termorregulacion de la vaca lechera es insuficiente, lo cual ocasiona un
incremento de la temperatura rectal. En vacas en estrés caldrico es comun que la

temperatura corporal alcance valores entre 39.5 a 41 °C (Hansen et al., 2001).

El aumento de la temperatura corporal tiene efectos negativos en la reproduccion.
En México hay regiones en donde es evidente el efecto negativo del estrés
caldrico en la fertilidad, asi, en las cuencas lecheras de Aguascalientes, Torreon,
Chihuahua y Mexicali, se observa una reduccion del porcentaje de concepcién en
los meses calidos (Lozano, 2004). En otras regiones del centro del pais como
Querétaro, San Luis Potosi o Guanajuato, todavia no se observa una reduccion de
la fertilidad; sin embargo, dado que las vacas llevan una tendencia ascendente en
la produccién de leche y, en consecuencia, en la generacién de calor, es posible
que en los préximos afios comience a ser evidente este fendmeno. Una reducciéon
de la fertilidad durante el verano ya se observa en regiones de EU y Canada, en

donde hasta hace pocos afios no era evidente dicho efecto (Kadzere et al., 2002).

En condiciones in vivo, el estrés calérico durante los dias 1 al 7 después del estro
afecta el desarrollo embrionario en vacas superovuladas. In vitro, la exposicion de
los embriones a temperaturas equivalentes a la temperatura rectal de las vacas
bajo estrés caldrico (41 °C), disminuye la proporcién de embriones que llegan a la
etapa de blastocisto (Hansen et al., 2001). La susceptibilidad de los embriones al
estrés caldrico disminuye conforme estos avanzan en su desarrollo (Edwards y
Hansen, 1997). Asi, los embriones de dos células son mas susceptibles que los
embriones en la etapa de moérula. Independientemente de la etapa del desarrollo
en que los embriones son susceptibles al estrés térmico, el resultado final es un
aumento de la muerte embrionaria. Por otro lado, el estrés caldrico puede afectar
el mecanismo de reconocimiento materno de la gestacion. Las altas temperaturas
comprometen la capacidad de los embriones para producir cantidades

suficientes de interferon-t (Putney et al., 1988).

13



Por otra parte, el efecto del estrés caldrico no solo se observa durante los meses
mas calurosos, sino que también es evidente un efecto a largo plazo (efecto
residual) ya que las vacas sometidas a estrés caldrico mantienen afectada su
funcién reproductiva aun después que terminé dicho estrés. Este efecto se puede
explicar por el efecto negativo de las altas temperaturas en los ovocitos durante

las diferentes etapas del desarrollo folicular (Roth et al., 2001).

2.1.7 Estrés oxidativo

Las vacas lecheras altas productoras tienen un metabolismo intenso; bajo estas
condiciones, aproximadamente 1-2% del oxigeno metabolizado se convierte en
especies reactivas de oxigeno, las cuales danan el ADN vy las proteinas (Nockels,
1996). Las especies reactivas de oxigeno son removidas por sistemas bioquimicos
presentes en las células y en los fluidos extracelulares, estos mecanismos se
conocen como sistemas antioxidantes. Estos sistemas incluyen moléculas como el
B-caroteno y la vitamina E, las cuales actuan a nivel de la membrana celular
hidrolizando peréxidos para mantener la integridad de los fosfolipidos. En este
mecanismo también participan enzimas como la glutatidon peroxidasa, la cual es

dependiente del selenio (Aréchiga et al., 1998).

Un incremento en la generacion de radicales libres puede superar a los
mecanismos antioxidantes y comprometer la funciéon celular; este problema es
mas drastico cuando existe una deficiencia en el consumo de sustancias
antioxidantes. La produccion excesiva de radicales libres puede afectar la fertilidad
debido a que los tejidos esteroidogénicos del ovario, los espermatozoides y los
embriones en etapas tempranas de desarrollo, son muy sensibles al dafio causado

por ellos (Aréchiga, 1999).

La suplementacion con antioxidantes es una forma de enfrentar el problema de la

baja fertilidad y en varios estudios, en los cuales se han administrado -caroteno o

14



vitamina E y selenio, se ha mejorado la fertilidad (Aréchiga et al., 1998; Ruiz et al.,
2009).

2.1.8 Deteccidn de estros y momento de la inseminacion artificial

La baja eficiencia en la deteccion de estros es la causa mas importante de
ineficiencia reproductiva en el ganado lechero. Este problema lo padecen todos los
hatos lecheros en todo el mundo. En México se detecta, en el mejor de los casos,
el 60% de las vacas en estro del total esperado y hay casos extremos en los

cuales escasamente observan el 30% (Hernandez et al., 1994).

La mala deteccién de estros no solo afecta la fertilidad a través de disminucion del
numero de vacas inseminadas, sino que también lo hace mediante la alteracion de
la relacién temporal entre el momento de la inseminacion y el momento de la
ovulacion. Desde hace mas de 50 afios se ha aplicado el programa de
inseminacion am-pm y pm-am, lo que significa que las vacas que presentan el
estro en la manana son inseminadas en la tarde y las de la tarde se inseminan en
la manana siguiente (Trimberger, 1948). Este programa proporciona buenos
resultados en fertilidad, siempre y cuando se cuente con una eficiente y precisa
deteccion de estros. En condiciones deficientes en la deteccion de estros, no se
sabe si la vaca observada en estro se encuentra en las primeras o en las ultimas
horas del periodo de aceptacion. De tal forma que si se programa la inseminacion
12 h después, es probable que se insemine cuando ya ocurrid la ovulacion
(inseminacion tardia). Esta situacion aumenta la probabilidad de encontrar 6vulos
viejos, ya que la viabilidad de estos es de 10 h; de esta forma, si un 6vulo viejo es
fertilizado, da origen a un embrion que muere en los siguientes dias (Hunter,
1985). Otro error consiste en inseminar a las vacas cuando no estan en estro; este
problema es bastante frecuente y contribuye en forma significativa con la baja

fertilidad en los hatos lecheros.
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2.1.9 Condicioén corporal y fertilidad

Los sistemas de calificacion de la condicion corporal en el ganado lechero
permiten hacer una apreciacion del estado nutricional del animal, lo cual se logra
mediante la estimacion visual del porcentaje de grasa corporal. Los cambios en la
condicion corporal estan correlacionados positivamente con las concentraciones
séricas de insulina, el factor de crecimiento similar a la insulina tipo | (IGF-I) y
leptina; asi, a mayor calificacion de la condicion corporal es mayor la
concentracion sérica de dichas hormonas, las cuales actuan principalmente como
sefales que llegan al hipotalamo e hipdfisis y modifican la frecuencia de secrecion
de la GnRH y LH (Butler, 2000). También se sabe que estas hormonas actuan a

nivel ovarico y embrionario.

La leptina es una hormona que se produce en las células del tejido graso y se ha
propuesto como la sefal mas importante de los cambios de la condicién corporal
(Reist et al., 2003). La transicién del anestro a la ciclicidad coincide con un
mejoramiento de la condicion corporal y un incremento de las concentraciones de
insulina, IGF-1 y leptina. La insulina y el IGF-I estimulan el desarrollo folicular, la
maduracion del ovocito y el desarrollo embrionario (Gutiérrez et al.,, 1997ab;
Armstrong et al., 2002; Moreira et al., 2002b; Sirisathien et al., 2003). Ademas de
los mensajes dados por las hormonas mencionadas, otras sustancias presentes
en la sangre aportan informacion del estado corporal; por ejemplo, los acidos
grasos no esterificados y el B-hidroxibutirato son indicadores de la movilizacién y
uso de la grasa corporal; asi, el aumento de estas sustancias proporciona un

mensaje negativo para la reproduccion (Reist et al., 2000).

La condicidon corporal no sélo afecta el inicio de la actividad ovarica posparto sino
también el porcentaje de concepcion. En algunos estudios (Santos et al 2001,
Riest et al., 2003; Santos et al., 2009) se ha encontrado que las vacas que ganan
condicién corporal en el periodo de espera voluntario, o bien, posterior al primer

servicio, son mas fértiles que las vacas que pierden condicion corporal. El
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mecanismo por el cual las vacas que ganaron condicion corporal fueron mas
fértiles que las que perdieron, puede estar determinado por los efectos que tienen
la insulina y el IGF-I en el desarrollo embrionario. EI embrién bovino tiene
receptores para la insulina e IGF-I (Izadyar et al., 2000) y en condiciones in vitro la
adicion de IGF-I al medio, incrementa la proporciéon de embriones que llegan a la
etapa de blastocisto (Moreira et al., 2002b). La insulina en condiciones in vitro
previene la apoptosis, favorece el desarrollo embrionario (Butler, 2000), y estimula
la proliferacion y funcion esteroidogénica en las células de la granulosa y de la
teca (Ayalon, 1978). En estudios in vivo la administraciéon de insulina mejora la
funcién lutea (Simpson et al., 1994) y el porcentaje de concepcion en vacas

repetidoras (Selvaraju et al., 2002).

En un estudio (Ortega et al., 2006) se encontr6 que un incremento en las
concentraciones de insulina provocado por la administracion oral de una sustancia
glucogénica (glicerol) durante los primeros dias siguientes al servicio aumento el
porcentaje de concepcién en vacas Holstein [Glicerol (47.4%) vs Testigo (31.6)
(P<0.05)].

2.1.10 Quistes ovaricos

Los quistes foliculares (QF) son la patologia ovarica mas frecuente en el ganado
bovino lechero y provocan pérdidas econdmicas debido al retraso del periodo del
parto al primer servicio, por el costo de los tratamientos y por el riesgo de que las
vacas sean desechadas. La incidencia de los QF ha aumentado conforme se ha
intensificado la produccion de leche. Asi, entre 5y 30% de las vacas desarrollan
esta patologia en los primeros 60 dias posparto; sin embargo, cerca de 60% de
ellas se recupera espontdneamente (Lopez-Gatius et al., 2002). Los signos
clinicos de las vacas con QF descritos en la literatura son: ninfomania, ciclos
cortos, masculinizacion y relajamiento de los ligamentos pélvicos. Actualmente

una alta proporcién de las vacas con QF muestran anestro.
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Durante muchos afios se definio un quiste folicular como un foliculo de un
diametro de 2.5 mm, que esta presente en uno o en ambos ovarios durante un
minimo de 10 dias, en ausencia de un cuerpo luteo (Garverik, 1997). Los
conocimientos actuales han modificado el concepto clasico; asi, no todos los QF
tienen un diametro de 2.5 mm; ademas, algunos pueden persistir mas de 10 dias,
pero otros son estructuras dinamicas los cuales sufren regresion y pueden ser
sustituidos por nuevos QF. Por tal motivo, la definicibn mas acertada de un QF es:
un foliculo de un diametro de al menos 20 mm, que esta presente en uno o en
ambos ovarios en la ausencia de tejido luteo y que interfiere con el ciclo estral
normal.

La patogénesis de los QF no se conoce. Se propone que las vacas que
desarrollan QF tienen una anomalia en los mecanismos de retroalimentacion entre
el hipotalamo y la hipdfisis en conjuncion con una disfunciéon a nivel folicular
(Isobe, 2006).

Durante el proestro de un ciclo estral normal, el foliculo dominante se desarrolla
hasta alcanzar su estado preovulatorio, lo cual es apoyado por un incremento en
la frecuencia de los pulsos de secrecién de LH. En esta fase, el foliculo secreta
concentraciones altas de estrogenos, los cuales retroalimentan positivamente al
hipotalamo para que ocurra la secrecion preovulatoria de la hormona liberadora de
gonadotropinas (GnRH) y en consecuencia de LH. Después del pico preovularotio
de LH ocurre la ruptura y salida del ovocito (ovulacion) y la subsiguiente formacién
del cuerpo luteo (luteinizacion). Se propone que en las vacas con QF, el pico
preovulatorio de LH no ocurre o es de menor amplitud, o no tiene una relacion
sincrénica con la maduracion del foliculo, lo cual ocasiona la falla ovulatoria. La
alteracion en la secrecion de LH puede obedecer a falta de sensibilidad del

hipotalamo a la retroalimentacion positiva de los estrégenos.

También se sefala que algunas anormalidades a nivel folicular tales como

alteraciones en la sintesis de hormonas esteroides y una menor sensibilidad a la
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LH, pueden contribuir con la patogenia. Una vez que se ha establecido el QF, se
ha propuesto que un incremento en la frecuencia de secrecion pulsatil de LH

contribuye con la persistencia de ésta patologia (Isobe, 2006).

Existen factores que estan asociados con el desarrollo de los QF, los cuales, de
acuerdo con la patogenia propuesta, pueden influir a nivel del eje hipotalamo-
hipofisiario y ovarico. Los QF ocurren principalmente durante la transicion del
anestro posparto a la ciclicidad. En este periodo las vacas se encuentran en
balance energético negativo (BEN). Se ha observado una asociacion entre la
profundidad del BEN y el tiempo posparto en que ocurre el nadir del BEN, con la
incidencia de QF. Asi, las vacas que padecen un BEN mas grave tienden a
presentar una incidencia mayor de QF. Por otra parte, hay una correlacién positiva
entre la produccion de leche y la incidencia de QF, lo que indica que las vacas que
producen mas leche tienen mayor riesgo de padecer QF (Lopez-Gatius et al.,
2002). También existen otros factores asociados con la incidencia de QF tales
como, estrés, genéticos, infecciones uterinas, estrés caldérico y presencia de

fitoestrégenos en la dieta.

La presentacion de quistes ovaricos disminuye en forma significativa la proporcion
de vacas gestantes en el dia 90 posparto (Tixi et al., 2009a). En éste estudio es
evidente la reduccion del porcentaje de vacas gestantes en el dia 90 posparto
[Quistes (11.4%) vs Sin Quistes (38.6) (P<0.007)].

2.1.11 Intervalos entre servicios

La evaluacion de los intervalos entre servicios permite identificar problemas
relacionados con la eficiencia y precision en la deteccion de estros. Después de la
inseminacion artificial se espera que las vacas no gestantes regresen en estro en
un periodo equivalente a la duracion de un ciclo estral normal; sin embargo,
algunas lo hacen en periodos diferentes. Los intervalos se clasifican en: normales
(18—24 dias; deseable >60%), cortos (<17 dias; deseable <10%), largos (25-35

19



dias; deseable <10%), dobles (36-48 dias; deseable <10%) y de mas de 48 dias
(deseable 0%) (Ortiz y Hernandez, 2007). En un estudio reciente (Tixi et al.,
2009b) se determind la proporcion de vacas con diferentes intervalos entre
servicios y se comparé el porcentaje de concepcidon obtenido en las
inseminaciones realizadas con diferentes intervalos. Se utilizaron registros
reproductivos de 1412 vacas (3154 lactaciones). El porcentaje de concepcion fue
menor en las vacas con intervalos entre servicios cortos (30%), largos (29.9%) y
dobles (32.5%) en comparacion con las vacas con intervalos normales (37.3%) y
mayores de 48 dias (34%). La elevada proporcion de vacas con intervalos entre

servicios anormales (66.5%) indica graves deficiencias en la deteccion de estros.

2.1.12 Mastitis y fertilidad

La mastitis en la vaca no solo ocasiona pérdidas economicas por el costo de los
tratamientos, eliminacion de la leche, disminucién de la produccion y calidad de la
leche, aumento de la tasa de desechos, sino también por su efecto que tiene en la
fertilidad. Existen diferentes estudios que han demostrado una correlacion
negativa entre mastitis y fertilidad. Asi, las vacas que tuvieron mastitis clinica
antes del primer servicio, y entre el primer servicio y el diagndstico de gestacion
fueron menos fértiles que las vacas sanas (Barker et al., 1998; Schrick et al., 2001;
Santos et al., 2004). Asimismo, las vacas que padecieron mastitis clinica, entre la
inseminacion y el diagndstico de gestacion, tuvieron mayor riesgo de perder la
gestacion entre los dias 31 a 45 (Chebel et al., 2004). El mecanismo por el cual la
mastitis clinica afecta la fertilidad se desconoce, sin embargo, se proponen
diferentes posibilidades, todas ellas fundamentadas en investigaciones realizadas
en condiciones in vivo e in vitro: el incremento de la temperatura secundario a la
mastitis puede afectar la maduracion de los ovocitos y el desarrollo embrionario,
tal y como ocurre en vacas expuestas a estrés calérico (Edwards y Hansen, 1997,
Krininger et al., 2002); las sustancias producidas por las células durante el proceso

inflamatorio (citocinas y prostaglandina F2a) afectan la maduracién de los ovocitos
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y disminuyen la proporcion de embriones que llegan a la etapa de blastocisto
(Hockett et al.,, 2000; Soto et al., 2003; Waller et al., 2003); las citocinas
promueven la liberacion de cortisol, el cual afecta la secrecion de la LH (Li et al.,
1983; Padmanabhan et al.,1983); la prostaglandina F2a (liberada durante el
proceso infeccioso) puede ocasionar luteolisis, lo que podria explicar la mayor
incidencia de abortos en vacas con mastitis. La disminucion de la fertilidad no sélo
se observa en las vacas que padecen mastitis en forma clinica sino también en
aquellas que la presentan de manera subclinica. Las vacas que padecieron
mastitis subclinica antes de la inseminacion tuvieron mayor riesgo de perder la
gestacion entre los dias 28 a 45 (McDougall et al., 2005). La mastitis subclinica
afecta la sintesis de estradiol en los foliculos y el intervalo del estro a la ovulacién
(Wolfenson et al., 2009), lo cual podria ocasionar una asincronia entre la

inseminacion y el momento de la ovulacién.

2.2 Tratamientos enfocados en disminuir la mortalidad embrionaria

2.2.1 Tratamiento con GnRH posinseminaciéon

Existen diversos tratamientos a nivel de campo para mejorar la fertilidad, estos
tienen como objetivo disminuir la mortalidad embrionaria, sin embargo, debido a
que la etiologia de la falla en la concepcién es diversa, los resultados en estos

tratamientos son inconsistentes.

La eficiencia del tratamiento con GnRH (o analogos sintéticos) sobre el
mejoramiento de la fertilidad de vacas repetidoras ha sido extensamente estudiado
en los ultimos afos. La eficiencia del tratamiento con GnRH al momento de la
inseminacion puede estar relacionada con el momento de la ovulacion, la
luteinizacién y la capacidad de secretar progesterona por el cuerpo luteo (Kharche
y Srivastava, 2007). Gustafsson et al. (1986) encontraron que las novillas
repetidoras presentaban un atraso en el momento de la liberacion del pico
preovulatorio de LH y una menor cantidad de LH secretada, y como consecuencia
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se incrementaba el intervalo entre la presentacion del estro y la ovulacion, y esta
condicion reduce la fertilidad. McDougall et al. (1995) también confirmaron que un
incremento en las concentraciones de LH puede ser inducido por el tratamiento

con GnRH y de esta forma corregir los problemas de ovulacion retardada.

Otro manejo de rutina en los hatos lecheros es la aplicacion de GnRH en la mitad
del ciclo (entre los dias 11 a 14) posterior a la inseminacién. La administracion de
GnRH durante el ciclo estral tiene como resultado un incremento en la liberacion
de LH (McDougall et al.,, 1995) esto causa la ovulacién y/o luteinizacion de los
foliculos dominantes presentes en el ovario, de esta forma se sincroniza el
reclutamiento de una nueva oleada folicular, y es posible que se alargue la fase
lutea, o bien que durante los dias que se lleva a cabo el reconocimiento materno
de la gestacién, no exista un foliculo con la capacidad de sintetizar estrégenos que
contribuyan al mecanismo de luteolisis (Diaz et al., 1998). Ademas, no se ha
demostrado que exista una respuesta negativa de la aplicacién de GnRH sobre la
sintesis de prostaglandinas que afecten el cuerpo luteo espontaneo o inducido
(Twagiramungu et al., 1995). Numerosos estudios han evaluado el efecto de la
aplicacién de GnRH en los dias 11 a 14 posinseminacion sobre la fertilidad. Esto
llevo a Peters et al. (2000) a realizar un meta-analisis de los trabajos publicados, y
concluyeron que de acuerdo con el riesgo relativo, la probabilidad de que una vaca
quedara gestante incrementaba por un factor de 1.33 (P<0.01) en vacas tratadas

con GnRH entre los dias 11 a 14 posinseminacion.

La aplicacion de GnRH también se puede realizar en el dia 5 posinseminacion, lo
que provoca la ovulacién y/o luteinizacidon del foliculo dominante de la primera
oleada folicular y la formaciéon de un cuerpo luteo accesorio, de esta forma se
incrementa las concentraciones sanguineas de progesterona, se alarga la fase
lutea y mejora la fertilidad. Sin embargo, la cantidad de estudios realizados es
limitada y los resultados son inconsistentes (Howard et al., 2006). Peters (2005)

encontré en varios estudios un aumento global del 18% en el porcentaje de

22



concepcion en vacas repetidoras que eran tratadas con GnRH. No obstante, los
resultados de estos estudios son inconsistentes y esto puede ser debido a

condiciones particulares de manejo de cada hato.

2.2.2 Administracion de progesterona

La progesterona tiene un papel clave durante el desarrollo embrionario, ya que
estimula la produccion de secreciones endometriales necesarias para el
crecimiento del embrion (Geisert et al., 1992), asi, bajas concentraciones de dicha
hormona se han relacionado con pérdidas embrionarias durante los primeros 16
dias posinseminacién, pobre desarrollo embrionario, y bajas concentraciones de
interferon-t (Mann y Lamming, 2001), mientras que la suplementacion con
progesterona mejora el desarrollo del embrién; sin embargo, los resultados en

fertilidad son inconsistentes.

En diferentes estudios se ha suplementado progesterona con resultados variables.
En un meta-analisis realizado por Mann y Lamming (1999), de diferentes estudios
en los cuales se suplementd progesterona en diferentes dias posinseminacion,
encontraron que cuando el tratamiento con progesterona comienza seis dias
posterior al servicio, no existe un efecto en el porcentaje de concepcion, sin
embargo cuando el tratamiento inicia antes del dia seis se observa un aumento de
10% en el porcentaje de concepcion. Ademas, si la tasa de concepcion inicial es
baja (<50%), el tratamiento con progesterona incrementa hasta un 19% el
porcentaje de concepcion; sin embargo, cuando el porcentaje de concepcion es
alto (>50%) no se observa ningun efecto. Los autores concluyen que la
suplementacién temprana con progesterona en vacas con baja fertilidad mejora
significativamente la tasa de concepcion, una posible explicacion a esto es que las
vacas con baja fertilidad tienen un incremento posovulatorio de progesterona
insuficiente lo que compromete el desarrollo del embridn, el cual es incapaz de
secretar interferon-t en cantidades adecuadas y no se establece el mecanismo de

reconocimiento materno de la gestacion.
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2.2.3 Papel de la Gonadotropina Coriénica Humana en la reproduccién

La gonadotropina coriénica humana (hCG) es una hormona que quimicamente
pertenece a la familia de las glicoproteinas (Pierce y Parsons, 1981). Estas
hormonas son heterodimeros compuestos por una subunidad alfa y una beta; la
alfa es comun entre las glicoproteinas, y es producida por un mismo gen, mientras
que la subunidad beta de hCG es codificada por genes diferentes y es la que le da
la especificidad (Policastro et al., 1983; Fiddes y Talmadge, 1984; Bo y Boime,
1992). La hCG tiene una actividad similar a la LH y comparten mas del 80% de la
misma secuencia de aminoacidos. La subunidad beta de hCG y LH tienen 145y
121 aminoacidos de longitud respectivamente, ademas los oligosacaridos
terminales de la subunidad beta de hCG contienen acido sialico, mientras que los
oligosacaridos de LH contienen sulfato. La presencia de sulfato disminuye
dramaticamente la vida media de LH en comparacion con hCG, asi el acido sialico

es el factor que aumenta la vida media de hCG (Muyan y Boimea, 1997).

La hCG tiene una actividad similar a la LH y ocupa los receptores para LH en la
membrana de las células del cuerpo luteo, activa segundos mensajeros y aumenta
la sintesis de progesterona (Santos et al., 2001), y en el ganado bovino ha sido
utilizado para mejorar la fertilidad ya que puede incrementar la sintesis de
progesterona en el cuerpo luteo (Nishigai et al., 2001), formar un cuerpo luteo
accesorio que incrementa las concentraciones circulantes de dicha hormona
(Sianangama y Rajamahendran, 1996; Diaz, et al., 1998; Nishigai et al., 2001) y
también promueve el recambio folicular (Sianangama y Rajamahendran, 1996;

Diaz et al., 1998; Nishigai et al., 2001), que alarga la duracién de la fase lutea.

2.2.3.1. Formacion de cuerpo luteo accesorio
El tratamiento con hCG en los dias 4 a 7 del ciclo induce la ovulacion de la primera
oleada folicular y la formacion de un cuerpo Iuteo accesorio. Nishigai et al. (2001)

demostraron que después de aplicar hGC en el dia 5, las concentraciones
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circulantes de progesterona, se incrementaban a las 6, 24 y 48 horas posteriores a
la aplicacion, y esto se atribuye a que la hCG puede tener efecto sobre el cuerpo
luteo existente. En vacas a las cuales se han tratado con hCG durante la primera
oleada folicular, se ha observado un aumento en el volumen luteo total tres dias
después del tratamiento (Sianangama y Rajamahendran, 1996; Diaz et al., 1998;
Nishigai et al., 2001) lo que sugiere que la formacién del cuerpo luteo accesorio se
da en este periodo, y esto también coincide con un incremento en las

concentraciones circulantes de progesterona.

Diaz et al. (1998) al tratar vacas con hCG en el dia 5 del ciclo, encontraron un
aumento en las concentraciones plasmaticas de progesterona de los dias 8 a 17,y
las maximas concentraciones se presentan en el dia 15. El diametro del cuerpo
luteo inducido fue menor en comparacion con el espontaneo y el inicio en la
regresion de los cuerpos luteos es simultaneo. El tratamiento con hCG no modificd
el diametro del cuerpo luteo espontaneo, sin embargo, si aceleré su patrén de

crecimiento (Diaz et al., 1998).

La aplicacién de GnRH en el dia 5 del ciclo, también promueve la formacion de un
cuerpo luteo accesorio, sin embargo, Schmitt et al. (1996b) aplicaron GnRH o hCG
en novillas y encontraron diferencias en las caracteristicas de los cuerpos luteos
formados por ambos tratamientos. En el grupo tratado con hCG los cuerpos luteos
accesorios fueron mas pesados que los inducidos por GnRH, ademas el cuerpo
luteo original no difirid entre grupos. Las concentraciones circulantes de
progesterona fueron mayores del dia 6 al 13 en el grupo tratado con hCG en
comparacién con las vacas tratadas con GnRH. En este mismo estudio se
incubaron los cuerpos luteos accesorios y fueron analizados, asi, se encontré que
las células luteas de las novillas tratadas con hCG producian mayor cantidad de
progesterona que las tratadas con GnRH, y esto fue atribuido a que en las novillas
tratadas con hCG, los cuerpos luteos tuvieron en promedio mas células chicas en

el dia 13. Ademas, al realizar microscopia electronica de las células luteas
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encontraron que la aplicacion de hCG o GnRH retrasa la involucion de las células
esteroidogénicas. Estos resultados indican que el aumento de las concentraciones
de progesterona es debido en mayor parte a la formacion del cuerpo luteo

inducido.

2.2.3.2 Cambio en la dinamica folicular

En la mayoria de los ciclos estrales en el bovino (> 95%) se presentan dos o tres
oleadas foliculares (Savio et al., 1988; Sirois y Fortune, 1988; et al., 2008). En
ambos patrones de ciclos (dos o tres oleadas), la emergencia de la primera oleada
folicular ocurre en el dia de la ovulacion. La emergencia de la segunda oleada
ocurre en el dia 9 o 10 en los ciclos de dos oleadas, o en los dias 8 0 9 en los
ciclos de tres oleadas; mientras que la emergencia de la tercera oleada se
presenta en los dias 15 o 16 del ciclo. En el diestro, los foliculos dominantes
sufren atresia, debido al efecto de retroalimentacién negativa de la progesterona
sobre la liberacion de GnRH y LH. El inicio de la luteolisis se presenta
aproximadamente en el dia 16 o en el dia 19 en los ciclos de dos o tres oleadas
respectivamente; esto cambia la duracion del ciclo resultando en ciclos de 19-20 y
22-23 dias (Adams et al., 2008).

La induccion de la ovulacion del foliculo dominante de la primera oleada folicular,
promueve el incremento en las concentraciones de FSH, esto permite el
reclutamiento de foliculos antrales (Badinga et al., 1992) y la emergencia
temprana de la segunda oleada. En diferentes estudios, se ha observado que en
la segunda oleada folicular de las vacas tratadas con hCG presentan un foliculo
dominante de menor tamafo y que ejerce menor tiempo dominancia (Sianangama
y Rajamahendran, 1996; Diaz et al., 1998; Nishigai et al., 2001), lo que se atribuye
al aumento en las concentraciones plasmaticas de progesterona presentes en el
grupo tratado con hCG, lo que provoca la reduccion en la secrecion de LH, y como
resultado una disminucion en el crecimiento del foliculo dominante (Diaz et al.,

1998). En diferentes trabajos se ha observado que el periodo de seleccion del
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foliculo dominante es similar en el grupo tratado con hCG y el testigo. Sin
embargo, la duracién de la segunda oleada es mas corta en el grupo hCG y
también el tiempo que ejerce dominancia el foliculo dominante de la segunda
oleada (Sianangama y Rajamahendran, 1996; Diaz et al., 1998; Nishigai et al.,
2001). Diaz et al.(1998) observaron una emergencia temprana de la tercera
oleada folicular en las vacas tratadas con hCG en comparacién con el grupo
testigo (dia 14.7 vs 18.2) y la duraciéon del periodo de seleccion del foliculo

dominante fue similar en ambos grupos (3.7 dias).

La presencia de dos o tres oleadas foliculares posterior a la inseminaciéon puede
ser un factor que regule la fertilidad; ya que los dias en los que se presenta un
foliculo preovulatorio difiere en vacas con dos o tres oleadas foliculares (13.5 vs
17.7 d respectivamente). Debido a que el mecanismo de reconocimiento materno
de la gestacion ocurre entre los dias 15 a 17, las vacas inseminadas con tres
oleadas foliculares tienen mayores probabilidades de rescatar el cuerpo luteo
(Diaz et al., 1998). Ademas, en diferentes estudios las vacas tratadas con hCG
tienen un aumento en promedio de un dia en la duracién del ciclo (Sianangama y
Rajamahendran, 1996; Diaz et al., 1998; Nishigai et al., 2001), aunque este
aumento no ha sido estadisticamente significativo. Sin embargo, el alargamiento
de la fase lutea puede influir en la fertilidad, permitiendo asi que los embriones

establezcan el mecanismo de reconocimiento materno de la gestacion.

2.2.3.3 Uso de hCG en el tratamiento de la infertilidad

En diferentes estudios se ha evaluado el efecto de hCG en la fertilidad y funcion
lutea. Santos et al. (2001) aplicaron 3300 Ul de hCG en vacas lecheras 5 dias
después de la inseminacion; en este estudio se observé que una mayor proporcion
de vacas tratadas con hCG presentdé mas de un cuerpo luteo comparado con el
grupo testigo. Las concentraciones plasmaticas de progesterona aumentaron en
las vacas tratadas con hCG y el porcentaje de concepcion en los dias 28, 42, y 90

fueron mejorados por el tratamiento con hCG.
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En ganado de carne también se ha evaluado dicho tratamiento. Nishigai et al.
(2002) aplicaron 1500 Ul de hCG en el dia 6 del ciclo a vacas receptoras de
transferencia embrionaria; en este estudio se observdé un porcentaje de
concepcion mayor (67.5%, P<0.05), en las vacas tratadas con hCG, en
comparacion con el grupo testigo (42.5%); pero no se encontrd diferencia

significativa en las concentraciones plasmaticas de progesterona.

La vida media de la hCG es mayor que la de GnRH, y puede persistir por mayor
tiempo en la circulacién. Stevenson et al. (2007) compararon los tratamientos
entre GnRH, hCG y CIDR y evaluaron las concentraciones plasmaticas de
progesterona, la formacion de cuerpos luteos accesorios, volumen total de los
cuerpos luteos, y el porcentaje de concepcion en vacas Holstein en lactacion. Los
tratamientos se aplicaron entre los dias 4 a 9 posinseminacion, y el CIDR se retird
7 dias después de su insercidon intravaginal. En este estudio se observé que el
tratamiento entre los dias 4 a 9 posinseminacion con GnRH o hCG induce la
ovulacion e incrementa el numero de cuerpos luteos, sin embargo el volumen total
del cuerpo luteo sélo incrementa con el tratamiento con hCG, no asi con la
aplicacién de GnRH. Solo se encontrd un incremento en las concentraciones de
progesterona en las vacas tratadas con hCG. Los porcentajes de concepcion
tienden a incrementarse en el grupo tratado con CIDR, mientras que el tratamiento
con hCG incrementa el porcentaje de concepcion, pero solo en algunos establos
donde se llevo a cabo el experimento. Ademas, de estos estudios también se han
realizado trabajos en vaquillas lecheras de reemplazo (Schmitt et al. 1996b), vacas
lecheras (Walton et al., 1990; Schmitt et al. 1996b; Chagas e Silva y Lopes da
Costa , 2005; Hanlon et al., 2005; Galvao et al., 2006; Shams-Esfandabadi et al.,
2007; Fischer-Tenhagen et al., 2008) y novillas de carne (Funston et al., 2005) y
no se han encontrado resultados favorables en fertilidad. Esta falta de repetibilidad
(Cuadro 1) indica que hay factores particulares de los hatos estudiados que
determinan el éxito de dicho tratamiento.
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Cuadro 1. Porcentaje de concepcion de diferentes estudios donde se aplicé

hCG en distintos dias posterior a la |A.

Dia de inicio Porcentaje de Porcentaje de Diferencia Referencia
del Concepcion Concepcion porcentual
Tratamiento Testigo hCG
-4,4 55 (n=12) 92 (n=12) 37% Breuel etal.,
1989
4 59 (n=51) 55 (n=60) -4.0% Breuel etal.,
1990
5 57 (n=22) 57 (n=22) 0.0% Walton etal.,
1990
7 37.5 (n=8) 77 (n=9) 39.0% Rajamahendran y
Sianangama,
1992
7 40 (n=19) 62 (n=20) 22.0% Sianangama y
Rajamahendran,
1992
5 62.9 (n=112) 64.8 (n=131) 1.9% Schmitt et al.,
1996b
5 38.7 (n=234) 45.8 (n=245) 7.1% Santos et al.,
2001
7 35 (n=57) 39 (n=64) 4.0% Chagas e Silvay
Lopes da Costa,
2005
5 43.6 (n=220) 46.3 (n=222) 2.7% Hanlon et al.,
2005
6 59 (n=90) 62 (n=90) 3.0% Funston et al,.
2005
5 31.8 (n=66) 34.8 (n=69) 3.0% Galvao et al.,
2006
5 35.2 (n=88) 27.5 (n=70) -1.7% Shams-
Esfandabadi et
al.,
2007
4 Ovsynch Ovsynch-hCG 35.4 0.4% Fischer-Tenhagen
35.0 (n=123) (n=127) eta.,
2008
PG PG-hCG -1.0%
38.0 (n=308) 37.0 (n=300)
5 Ovsynch Ovsynch-hCG 7.4% Shabankareh et
32.8 (n=116) 40.2 (n=112) al.,
2009
Heatsynch Heatsynch-hCG 16.7%
24.8 (n=129) 41.5 (n=123)
Control Control-hCG 14.5%
34.4 (n=93) 48.9 (n=94)
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3. MATERIAL Y METODOS

3.1 Manejo de los animales

El presente estudio se realizé en un hato lechero ubicado en el municipio de
Francisco |. Madero, estado de Coahuila, a 103° 16" latitud norte y 24° 46~
longitud oeste, a 1100 msnm (Garcia, 1988). El estudio se realiz6 en un
periodo de 5 meses (de Febrero a Julio del 2008). El hato esta compuesto por
6000 vacas Holstein-Friesian en produccion, las cuales se ordefian dos veces
al dia y tienen una produccién lactea promedio de 11 700 kg por lactacién. Las
vacas fueron alimentadas tres veces al dia con una dieta integral compuesta
por ensilado de maiz, maiz rolado, heno de alfalfa, pasta de soya, semilla de
algododn, cascara de soya, remolacha, harina de sangre, premezcla mineral,
grasa de sobrepaso y levadura; los porcentajes de inclusion de los ingredientes
variaban de acuerdo al nivel de produccion y la racion se elabor6 de acuerdo a

las recomendaciones del National Research Council (2001).

En el dia 25 posparto todas las vacas iniciaron un tratamiento de tres
inyecciones de 625 pg de Cloprostenol sdédico (Celosil, Intervet Schering-
Plough Animal Health, Inc) con un intervalo de doce dias entre cada inyeccion.
Las vacas que no manifestaban signos de estro en el dia 60 posparto iniciaban
el protocolo Ovsynch para inseminacion a tiempo fijo. Las vacas seleccionadas
para ser inseminadas fueron aquellas que presentaron aumento en la actividad
locomotora medida por medio de poddmetro o aquellas que eran sometidas al
protocolo de Ovsynch. Se siguié el esquema de inseminacion am-pm/pm-am.

En todos los casos se evaluo la presencia de tono uterino y moco cervical.

3.2 Tratamientos

Se utilizaron 989 vacas de diferente paridad, y diferente numero de servicios.
En el dia 5 posinseminacion las vacas fueron asignadas al azar a dos
tratamientos: 1) hCG (n= 482), las vacas recibieron por via intramuscular 3500
Ul de hCG (Chorulon, Intervet Schering-Plough Animal Health, Inc); 2) Testigo

(n=507), las vacas recibieron 3.5 ml de solucion salina fisiologica. En el dia 30
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posinseminacion se determind el numero de cuerpos luteos y se realizé el
diagnostico de gestacion mediante ecografia (Agroscan AL equipado con un
transductor de 5.0 MHz; Noveko International Inc, Francia); se considerd a una
vaca como gestante cuando se observo la vesicula amnidtica y el embridn
viable (presencia de latido cardiaco embrionario). En el dia 60 se realizd un
segundo diagnostico de gestacion por palpacion rectal. Se registro la condicidon
corporal (escala 1-5) en el dia de la |IA (dia 0) y en el dia 30 en ambos grupos.
Los cambios registrados fueron divididos en tres categorias: las vacas que
ganaron condicién corporal (=1 punto), las que mantuvieron (las vacas que
ganaron o perdieron 0.5 punto o menos) y las que perdieron condicion corporal

(= 1 punto).

En los dias 5, 11 y 15 posinseminacion, en 15 vacas de cada grupo se
obtuvieron muestras sanguineas en tubos al vacio con EDTA sdédico (Becton
Dickinson Vacutainer Systems Franklin Lakes, NJ, USA) para la determinacion
de progesterona plasmatica. Las muestras fueron colocadas inmediatamente
en refrigeracion, y posteriormente se centrifugaron a 2000 xg por 20 minutos
para la separaciéon del plasma, el cual se conservé en congelacién (-20 °C)

hasta el dia de su analisis.

3.3 Radioinmunoensayo

La determinacién de progesterona plasmatica se realizé por medio de un
estuche comercial para radioinmunoensayo (Coat-a-Count, Diagnostic Products
Corporation, Los Angeles, CA, USA). El coeficiente de variacion intraensayo
fue 8.32% y la sensibilidad del ensayo fue de 0.1 ng mL™.

3.4 Analisis estadistico

Se determind la contribucion relativa de cada factor en la probabilidad de
gestacion por métodos de regresion logistica. Con el paquete estadistico JMP7
(JMP, Release 7. 2007 SAS Institute Inc. Cary, NC, USA) se realizd una
regresion logistica por pasos hacia atras de acuerdo a lo descrito por Hosmer y

Lemeshow (1989). Las variables fueron continuamente removidas del modelo
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tomando como criterio el estadistico de Wald, si la significancia era mayor a
0.20. El modelo inicial incluyd: efecto del tratamiento (hCG/testigo), numero de
servicios (1, 2, 3, =24), dias en leche (variable continua), puerperio
(normal/anormal), produccion lactea promedio (variable continua), paridad
(primipara/multipara), cambio en condicidon corporal (gana/mantiene/pierde),
tipo de estro (natural/ovsynch/PGF2a), y las interacciones de las variables

explicativas con el efecto del tratamiento.

El modelo final incluy6é las variables: cambios en condicion corporal y la
interacciéon de hCG por numero de servicio. Se realizé la regresion logistica
nominal y se obtuvo el riesgo relativo y el intervalo de confianza al 95% de
Wald (Hosmer y Lemeshow,1989).

Posteriormente se analizé con pruebas de Ji-cuadrada (Wayne, 2002) el
porcentaje de concepcidén por numero de servicio (1, 2, 3, 24) y por cambio de

condicion corporal (gana/mantiene/pierde) por numero de servicio (1, 22).
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4. RESULTADOS

Las 989 vacas utilizadas en el estudio promediaron (media + error estandar) 91
+ 37.5 dias en leche, 42.2 £ 9.2 kg de produccion lactea y 2.3 £ 1.3 partos. El
porcentaje de concepciéon fue mayor en el dia 30 posinseminacion (47.5% vs
37.5%; P<0.0014), y 60 (41.1% vs 31.6%; P<0.0018) en el grupo tratado con
hCG. Sin embargo, el numero de servicios afectd la respuesta al tratamiento
con hCG (Cuadro 2); las vacas de primer servicio tratadas con hCG tuvieron un
aumento en el porcentaje de concepcion en el dia 30 (55.9% vs 41.0%; P
<0.015) y 60 (45.2% vs 33.1%, P <0.015), sin embargo este efecto no se

observo en las vacas con dos o mas servicios (P>0.2).

Cuadro 2. Porcentaje de concepcion a 30 y 60 dias en vacas tratadas con

hCG al dia 5 posinseminacion agrupadas por niumero de servicio.

Dias . Primer Segundo Tercer Cuarto
Tratamiento
Post IA Servicio Servicio Servicio Servicio
55.9%*2 43.4%°2 42.6%° 40.4%°
Dia 30 hCG
(100/179) (66/152) (40/94) (23/57)
41.0%" 38.2%:2 36.0%° 29.9%°
Control
(73/178) (58/152) (36/100) (23/77)
45.3%* 39.5%°2 38.3%°? 36.8%°2
Dia 60 hCG
(81/179) (60/152) (36/94) (21/57)
33.2%" 33.6%° 27.0%2 29.9%2
Control

(59/178) (51/152) (27/100) (23/77)

2P Diferente literal en la misma columna indica diferencia estadistica (P<0.05).

En el analisis de regresion logistica no se encontré efecto del promedio de
produccion lactea, dias en leche, paridad, puerperio y tipo de estro. Los
cuadros 3 y 4 muestran el porcentaje de concepcion y el riesgo relativo de las
variables incluidas en el modelo final. Se encontré una interaccion entre el

efecto del tratamiento y el numero de servicio sobre la fertilidad. Basado en el
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riesgo relativo la probabilidad de gestacién en el dia 30 aumenta en un 80%
cuando el tratamiento con hCG se aplica en el primer servicio (P<0.0018), y
este efecto no se observa en los servicios 2, 3, 24. Los resultados del
diagnostico de gestacion en el dia 60 indican que la probabilidad de gestacion
aumenta en un 70% cuando el tratamiento con hCG se aplica en el primer
servicio (P<0.0016).

Basado en el riesgo relativo, la probabilidad de que una vaca esté gestante en
el dia 30 aumenta 80 y 40% (P<0.0001 y P<0.014) cuando esta gana o
mantiene condicién corporal, en comparacion cuando pierde condicion corporal
en los 30 dias siguientes a la IA (Cuadro 3). La probabilidad de que una vaca
esté gestante en el dia 60 aumenta 80 y 30% (P<0.0001 y P<0.014) cuando la

vaca gana o mantiene condicion corporal en el mismo periodo (Cuadro 4).

Cuadro 3. Riesgo relativo de gestacion en vacas tratadas con hCG de
acuerdo al cambio en condicion corporal y numero de servicio que

influyen en el porcentaje de concepcion al dia 30.

Variables Clasificacion n % Riesgo IC Significancia
Independientes Concepcion Relativo  95%'
Cambio en Gana 294 63.6 1.8 1.5-2.3 <0.0001
Condicion
Corporal Mantiene 112 60.7 1.4 1.1-1.9 0.014
Pierde 583 28.1 Ref.*
Interaccion 1 179 55.9 2.0 1.3-31 0.0018
hCG*Numero de
Servicio 2 152 43.4 1.1 0.9-14 0.40
3 94 42.6 0.8 0.6-1.1 0.18
4 57 40.4 Ref.*

*Valor de referencia

Intervalo de Confianza al 95%
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Cuadro 4. Riesgo relativo de gestacion en vacas tratadas con hCG de
acuerdo al cambio en condicion corporal y numero de servicio que

influyen en el porcentaje de concepcion al dia 60.

Variables Clasificacion n Porcentaje = Riesgo IC Significancia
Independientes Concepcion  Relativo 95%
Cambio en Gana 294 56.5 1.8 1.2-2.3 <0.0001
Condicion
Corporal Mantiene 112 49.1 1.3 0.7-1.7 0.014
Pierde 583 23.5 Ref.
Interaccion 1 179 45.3 1.7 1.1-2.7 0.016
hCG*Numero
de Servicio 2 152 39.5 1.1 0.9-1.3 0.45
3 94 38.3 0.9 0.7-1.3 0.78
4 57 36.8 Ref.

*Valor de referencia

Intervalo de Confianza al 95%

Al reagrupar las vacas por tratamiento, numero de servicio y condicion corporal
(Cuadro 5), se observo diferencia significativa en los porcentajes de concepcion
solo en las vacas tratadas con hCG de primer servicio que pierden condicién
corporal en comparacion con el grupo testigo [nCG (43.3%) vs. testigo (24.1%)
(P<0.003)].

35



Cuadro 5. Porcentaje de concepcién a 30 dias en vacas tratadas con hCG

que ganan, mantienen o pierden condicién corporal, del momento de la IA

al diagnostico de gestacion.

Tratamiento Numero de Servicio Gana Mantiene Pierde

hCG 1 71.7%:2 69.4%2 43.3%?

(33/46) (25/36) (42/97)

Testigo 1 73.2%"° 64.0%° 24.1%"
(30/41) (16/25) (27/112)

hCG >2 64.1%? 50.0%2 26.5%°
(75/117) (10/20) (44/166)

Testigo >2 54 .4%"° 54.8%"° 24 5%"

(49/90) (17/ 31) 51/208

2. Diferente literal en la misma columna indica diferencia estadistica (P<0.05).

En el grupo hCG se encontré que 83.4% (191/229) de las vacas tuvieron dos
cuerpos luteos, mientras que en el grupo testigo solo 9.4% (18/190). Las
concentraciones promedio de progesterona fueron mayores en los dias 11
[hCG (7.0 £ 2.7 ng/ml) vs. testigo (5.1 £ 2.2 ng/ml)] y 15 [hCG (9.36 £ 2.9 ng/ml)
vs. testigo (5.9 + 2.3 ng/ml)] (P<0.05) en las vacas tratadas con hCG (Figura1).
En las vacas que retornaron al estro, la duracion promedio del ciclo difiere entre
grupos [hCG (22.8 £ 1.3 dias) vs. testigo (21.5 + 1.4 dias)] (P<0.0001).
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Figura 1. Concentraciones plasmaticas de progesterona en los dias 5, 11

y 15 del ciclo en los grupos hCG (—Hl—) y testigo (— A —) .

37



5. DISCUSION
Los resultados de este estudio indican que el tratamiento con hCG en el dia 5
posinseminacion incrementa el porcentaje de concepcion en las vacas de
primer servicio, y este efecto es mas evidente en las vacas que perdieron

condicion corporal en los 30 dias siguientes a la inseminacion.

El incremento en la fertilidad pudo ser mediado por el aumento de los niveles
séricos de progesterona (Rajamahendran y Sianangama, 1992; Santos et al.,
2001). El éxito del establecimiento de la gestacion depende del mantenimiento
de niveles adecuados de progesterona principalmente durante los primeros 18
dias del desarrollo embrionario (Morris y Diskin, 2008). En contraste, en las
vacas lecheras el fracaso de la concepcion se ha relacionado con bajas
concentraciones de progesterona (Larson et al.,, 1997; Starbuck et al., 1999;
Darwash y Lamming, 1998). En el presente trabajo las vacas que recibieron la
inyeccion de hCG tuvieron concentraciones séricas de progesterona mayores
que las vacas del grupo testigo, lo que pudo influir en el establecimiento de la
gestacion. En las vacas tratadas con hCG o GnRH en el dia 5 del ciclo, el
aumento de los niveles séricos de progesterona se debe a la induccién de la
ovulacion y/o luteinizacion del foliculo dominante de la primera oleada folicular
y la subsiguiente formacion de un segundo cuerpo luteo (Price y Webb, 1989;
Diaz et al., 1998; Nishigai et al., 2001; Peters, 2005). Aunque el cuerpo luteo
espontaneo (original) responde al estimulo luteotrépico de la hCG, los
resultados de diversos estudios con vacas tratadas con hCG muestran que el
incremento de los niveles de progesterona se debe a la formacion de un cuerpo
luteo accesorio (Schmitt et al., 1996a; Diaz et al., 1998; Santos et al., 2001); en
el presente trabajo, la proporcion de las vacas que desarrollaron un cuerpo
luteo accesorio fue mayor en el grupo tratado con hCG que en el testigo (83.4%
vs 9.4%).

El incremento en las concentraciones séricas de progesterona pudo favorecer
la fertiidad dado que ésta hormona regula la produccién de diferentes
secreciones endometriales necesarias para el desarrollo del embrion (Geisert

et al., 1992). En los bovinos se ha asociado un retraso en el desarrollo
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embrionario con la disminucion de las concentraciones séricas de progesterona
(Binelli et al., 2001; Mann y Lamming, 2001). En contraste, la administracién de
dicha hormona ha favorecido el desarrollo del embrion (Mann et al., 2006). El
retraso en el desarrollo embrionario es una causa de falla en el establecimiento
de la gestacion debido a que los embriones retrasados producen menores
cantidades de interferon-t, lo cual provoca el fracaso del reconocimiento
materno de la gestacion (Mann et al.,, 2006). Mann y Lamming (2001)
mostraron que el retraso de un dia (entre los dias 4 a 5) en el aumento
posovulatorio de las concentraciones de progesterona, generé embriones de
menor tamafio que produjeron menores cantidades de interferon-t en el dia 16;
por otra parte, la insercion de un dispositivo intravaginal de liberacion
prolongada de progesterona en los dias 5 a 9 posinseminacién promovio un
incremento de cuatro veces el tamafio del trofoblasto y un aumento de seis

veces en las concentraciones de interferon-r.

En las vacas lecheras las anormalidades en la funcién del cuerpo luteo
provocan bajos niveles séricos de progesterona y estan relacionados con el
bajo porcentaje de concepcion (Larson et al 1997; Starbuck et al., 1999;
Darwash y Lamming, 1998). Sin embargo, los niveles sanguineos de esta
hormona son bajos no solo porque el cuerpo Iuteo secreta menos progesterona
sino también porque esta hormona se metaboliza mas rapido, debido a un
aumento en la funcién hepatica ocasionada por un incremento en el consumo
de materia seca (Sangsritavong et al., 2002; Vasconcelos et al., 2003; Sartori et
al., 2004).

Es probable que el incremento en las concentraciones séricas de progesterona
haya favorecido el porcentaje de concepcion; sin embargo, también es posible
que la eliminacion del foliculo dominante en el dia 5 haya modificado la
dinamica folicular, lo cual pudo influir en el mejoramiento de la fertilidad. En
diferentes estudios (Diaz et al., 1998; Nishigai et al., 2001) se ha observado
que la aplicacion de hCG en el dia 5 del ciclo promueve la formacion de tres
oleadas foliculares, lo que provoca un aumento promedio de la duracién del

ciclo de 1 a 2 dias. Este efecto se debe a que la aplicacién de hCG elimina el
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foliculo dominante de la primera oleada folicular, permitiendo la emergencia
temprana de una segunda oleada. Se ha observado que el foliculo dominante
de la segunda oleada ejerce menor tiempo de dominancia (Diaz et al., 1998), lo
que promueve la emergencia de una tercera oleada y el alargamiento de la
fase lutea y del ciclo de 1 a 2 dias. Ahmad et al. (1997) encontraron que las
vacas que presentaron 3 oleadas foliculares posinseminacion tuvieron mejor
fertilidad en comparacion con las vacas que presentaron 2 oleadas. Es posible
que el alargamiento de la fase lutea le permita a los embriones retrasados en
su desarrollo alcanzar el estado Optimo para establecer el mecanismo de
reconocimiento materno de la gestacion (Diaz et al., 1998). En el presente
trabajo, las vacas que no gestaron del grupo tratado con hCG tuvieron un
aumento en el numero de dias de retorno al estro en comparacion con el grupo
testigo (22.8 vs 21.5).

La induccién de tres oleadas foliculares con hCG evita que durante los dias en
que se lleva a cabo el reconocimiento materno de la gestacion haya un foliculo
preovulatorio que secrete cantidades elevadas de estradiol. Mateos et al.
(2002) encontraron que el porcentaje de concepcién fue mayor en las vacas
que tuvieron foliculos < de 15 mm (49.7%) en los dias 12-14 posinseminacion
que en las vacas con foliculos > 15 mm (37.1%). Asimismo, las vacas
gestantes tuvieron menor diametro folicular (12.8£0.41 mm) que las vacas no
gestantes (14.1+0.38 mm). Se conoce que la eliminacion del foliculo dominante
mediante la inyeccion de GnRH o hCG en los dias 12 a 14 del ciclo favorece la
concepcion (Peters et al., 2000). EI mecanismo por el cual la dinamica folicular
posterior al servicio influye en la fertiidad puede estar relacionado con el
proceso de regresion del cuerpo luteo. Pritchard et al. (1994) encontraron que
concentraciones altas de estradiol durante los dias 14-17 posinseminacién
tienen un efecto negativo en el porcentaje de concepcion. Hay evidencia que la
cantidad de progesterona secretada por el cuerpo luteo y la concentracién de
estradiol determinan la sensibilidad del mecanismo de secrecion de la PGF2q,
de tal forma que este es mas sensible a menores niveles de progesterona y a

concentraciones altas de estradiol; asi, la presencia de foliculos grandes,
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estarian haciendo mas sensible el disparador de la secrecién de PGF2a
(Okuda et al., 2002).

En el presente trabajo se observé que los cambios en la condicidn corporal
influyen en la fertilidad. En forma global las vacas que ganaron condicion
corporal del dia de la IA al momento del primer diagndstico de gestacion (30
dias después) incrementaron la probabilidad de gestacién en 80% mientras que
las vacas que mantuvieron la condicion corporal aumentaron la probabilidad de
gestacion en 40%, con respecto a las vacas que perdieron condicion corporal.
Ademas, el tratamiento con hCG aumenté el porcentaje de concepcién sélo en
las vacas de primer servicio que perdieron condicion corporal. En las vacas de
dos o mas servicios el porcentaje de concepcion fue similar entre las vacas que
recibieron hCG vy las testigo, y la respuesta al tratamiento no fue afectada por

los cambios de condicidn corporal.

El balance energético negativo (BEN) afecta los procesos reproductivos. El
balance energético puede estimarse indirectamente al observar los cambios en
la condicién corporal (Butler, 2000). El descenso de la condicion corporal se ha
relacionado con un incremento en el intervalo de dias abiertos (Patton et al.,
2007), disminucion en el porcentaje de concepcion a primer servicio (Buckley et
al., 2003; Patton et al., 2007; Roche et al., 2007; Santos et al., 2009), y
aumento en los dias en que se presenta la primera ovulacién postparto (Beam
y Butler, 1997; Butler, 2000). Por otro lado, las vacas que presentan mayor tasa
de recuperacion del BEN, y un estatus equilibrado de balance energético al
momento del primer servicio tienen concentraciones de progesterona mas altas
en el dia 10 posinseminacién y mayor probabilidad de quedar gestantes (Reist
et al., 2003).

La relacion entre condicion corporal y fertilidad se puede explicar mediante los
efectos que tiene la insulina y el factor de crecimiento parecido a la insulina
(IGF-I) en el proceso reproductivo. Existe una correlacién positiva entre las

concentraciones de insulina e IGF-| y la condicion corporal (Leon et al., 2004).

41



Dichas hormonas tienen efectos favorables en la maduracion del ovocito y en el
desarrollo embrionario temprano (Izadyar et al., 2000; Moreira et al., 2002ab).
En estudios in vitro, la adicion de insulina o IGF-I al medio favorece la
fertilizacion y el desarrollo embrionario temprano (Moreira et al., 2002b). Por
otra parte, la insulina y el IGF-| favorecen la esteroidogénesis, la diferenciacion
folicular y la maduracion del foliculo dominante (Gong et al., 1994; Simpson et
al., 1994; Beam y Butler, 1998; Scaramuzzi et al., 1999).

Un efecto mas evidente de la pérdida de la condicion corporal es el retraso del
inicio de la actividad ovarica posparto (Beam y Butler, 1999). Las vacas que
muestran un BEN de menor magnitud y una recuperacién mas rapida de la
condicion corporal posparto inician su actividad ovarica mas temprano (Beam y
Butler, 1999; Reist et al., 2003), mientras que las vacas que tienen un BEN mas
profundo y pierden mas condicién corporal, tienen periodos mas largos de
anestro (Patton et al., 2007). En el presente trabajo, las vacas incluidas en el
experimento tuvieron mas de 60 dias posparto, por lo que el efecto de los
cambios de la condicidn corporal en el inicio de la ciclicidad ya habia sido
sobrepasado en la mayor parte de ellas; sin embargo, el hecho de haber
perdido condicion corporal entre el momento de la inseminacion y el dia 30
posinseminacion, indica que estaban en un estado metabdlico similar al
experimentado durante el BEN posparto, por lo que los efectos negativos en la
reproduccion pueden ser similares. En el ganado lechero es frecuente que las
vacas presenten estados de BEN después de haber superado el primer nadir
posparto (Reist et al., 2003), por tanto esta condicion metabdlica puede seguir
afectando la frecuencia en la secrecion de la LH, el desarrollo folicular y la
funcion del cuerpo luteo (Villa-Godoy et al., 1990; Beam y Butler, 1997; van den
Hurk y Zhao, 2005;).

Un dato interesante es la fertilidad observada en las vacas del grupo testigo de
primer servicio que ganaron y mantuvieron condicidon corporal, las cuales
tuvieron porcentajes de concepcidén superiores a 60%, mientras que las vacas

que perdieron condicién corporal apenas llegaron a 24%. Este hallazgo
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contrasta con la aseveracion de que la disminucion del porcentaje de
concepcion en el ganado lechero en los sistemas intensivos de produccion
obedece, en parte, a la seleccién de vacas menos fértiles, debido a que se ha
utilizando como principal criterio de seleccion la produccion de leche sin
considerar caracteristicas de fertilidad. Si bien existen datos que respaldan
dicha aseveracion (Royal et al., 2002), también existe evidencia en la que no se
relaciona la alta produccion de leche con la baja fertilidad. A este respecto
Lopez-Gatius et al. (2006) observaron que las vacas mas fértiles fueron las que
produjeron mas leche en los primeros 50 dias posparto. Asimismo, los
resultados del presente trabajo indican que la condicion corporal de las vacas
lecheras determina en mayor grado el porcentaje de concepciéon que la
produccion de leche, ya que la produccién medida el dia del servicio fue similar
entre las vacas que ganaron (45.8 kg), mantuvieron (44.3 kg) y perdieron (42.2
kg) condicion corporal. Estos datos confirman lo sefalado por Lucy (2001), que
la alta produccion de leche no indica necesariamente un BEN y baja fertilidad,
ya que la alta produccion es compensada con un mayor consumo de materia

seca en las vacas mejor adaptadas.

Al reagrupar los datos y analizarlos por numero de servicio y condicion corporal
se encontrd que el porcentaje de concepcion solo fue significativamente mayor
en las vacas tratadas con hCG en el primer servicio que pierden condiciéon
corporal, resultados similares fueron observados por Santos et al. (2001). ¢ Por
qué el tratamiento con hCG mejoré la fertilidad sélo en las vacas de primer
servicio que perdieron condicidn corporal y no en las de dos o mas servicios
aun cuando también perdieron condicién corporal?, esta es una pregunta dificil
de contestar con los datos del presente trabajo; sin embargo, la respuesta
puede estar relacionada con las diferencias metabdlicas entre las vacas de
primer servicio y las vacas de mas servicios (diferencia en dias en leche), y con

las vacas que ganaron o perdieron condicidon corporal.

La participacion relativa de las concentraciones subnormales de progesterona

sérica como causa de infertilidad puede ser mayor en las vacas de primer
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servicio que en las vacas de mas servicios, debido a que las de primer servicio
estan mas cerca del BEN posparto. Villa-Godoy et al. (1988) encontraron que el
BEN afecté la funcion del cuerpo luteo en el segundo vy tercer ciclos estrales
posparto. Las concentraciones disminuidas de IGF-I durante el BEN afectan la
sintesis de progesterona (Spicer et al., 1990; Rivera y Fortune, 2001). Asi, la
adicion de IGF-I a cultivos de células luteas bovinas, incrementa la secrecidn
de dicha hormona (Schams et al., 1988; Niswender et al., 2000). También el
BEN afecta negativamente el desarrollo folicular y las caracteristicas del
foliculo ovulatorio, lo que se refleja en la funcidén lutea subsiguiente (Beam y
Butler, 1997; van den Hurk y Zhao, 2005). Adicionalmente, las vacas de primer
servicio estuvieron en la etapa de la lactacion en la que producen mas leche y
su consumo de materia seca es mayor, por lo que el metabolismo hepatico de
la progesterona pudo ser mas rapido (Sangsritavong et al., 2002; Vasconcelos
et al., 2003). En diversos estudios se ha observado que el consumo de materia
seca se asocia con la velocidad de eliminacion de las hormonas esteroides de

la sangre (Sangsritavong et al., 2002; Vasconcelos et al., 2003).

Por otra parte, el porcentaje de concepcion de las vacas de primer servicio que
ganaron o mantuvieron condicién corporal del grupo testigo fue mayor de 60%;
porcentaje similar al obtenido en las vacas lecheras de hace 30 anos, cuando
todavia no se observaba un disminucién tan dramatica de la fertilidad. Ademas,
la produccién de leche medida el dia del servicio fue similar en este grupo de
vacas que ganaron (45.8 kg), mantuvieron (44.3 kg) y perdieron (42.2 kg)
condicién corporal, lo que permite proponer que el estado metabdlico de las
vacas en los siguientes dias al servicio, es mas importante que la produccién

de leche.
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6. CONCLUSIONES

El tratamiento con hCG en el dia 5 posinseminacion induce la formacion
de un cuerpo luteo accesorio y un incremento de las concentraciones

circulantes de progesterona.

La inyeccidon de hCG en el dia 5 posinseminacion mejora el porcentaje
de concepcidn en vacas de primer servicio que perdieron condicién

corporal en los siguientes 30 dias posinseminacion.

La ganancia o mantenimiento de condicion corporal en los siguientes 30
dias posinseminacion aumenta las probabilidades de gestacion en

ambos grupos.
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